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RESUMEN

Los seres vivos se encuentran expuestos a una gran cantidad de agentes
externos, ya sean fisicos, quimicos o bioldgicos, los cuales pueden actuar como
agentes genotoxicos cuando estan dentro del organismo, teniendo efectos

mutagénicos, carcinogénicos o teratogénicos.

En este trabajo se evalué el dano causado por un agente quimico, N-
nitrosodimetilamina (NDMA), considerado como genotdxico, del cual se han
encontrado evidencias de que en D. melanogaster tiene efectos a diferentes
niveles. Uno de estos es que altera la proporcidn de sexos de los organismos que
se recuperan después de la exposicion a este compuesto; causando efectos no
solo para estos organismos expuestos, sino también otros a largo plazo puesto
que la fertilidad de estos organismos se ve comprometida, al ser la mayoria de

estos estériles.

En este trabajo, Drosophila melanogaster y Drosophila mulleri, se usaron como
modelos. Los organismos se expusieron a diferentes concentraciones del
compuesto N-nitrosodimetilamina (NDMA), a los dos tercios del desarrollo larvario.
En general, D. mulleri mostré mayor sensibilidad que D. melanogaster, en cuanto
a la toxicidad del compuesto, esto reflejado en una disminucion en el indice de

sobrevivencia (IS).

En cuanto a la proporcién de sexos, se observaron fluctuaciones con respecto de
su testigo reflejando efectos de esterilidad en ambas cepas y una reduccion en el
numero de hijos que se obtuvieron por cada macho tratado con respecto a su

testigo.

Esta variacion en la proporcion de sexos causada por el compuesto, podria

explicarse por la pérdida de la funcion de cromosomas X afectando en



consecuencia la formacion de hembras de Drosophila, o que provoca la aparicion

de mas organismos machos producto de los tratamientos.

El macho de D. mulleri al presentar gbnadas coloreadas, facilité la ubicacién
visual de organismos mosaicos (Ginandromorfos) los cuales explican la variacion
sexual causada por el compuesto, ademas también se comprobd que la fertilidad

de los organismos con menos génadas es escasa o nula.



1 ANTECEDENTES.

1.1 Toxicologia

La Toxicologia se define como la ciencia que estudia los efectos adversos de las
sustancias quimicas en los organismos, las vias de exposicién a estos, las rutas
metabdlicas implicadas en la transformacion, eliminacion y excrecion de los
toxicos; asi como los mecanismos a nivel celular y molecular por los que se
produce algun dano a los organismos expuestos. La Toxicologia tiene la finalidad
de establecer medidas de seguridad en el manejo de los téxicos y con ello reducir

el impacto negativo en la salud (Brusick, 1987; Timbrell, 2002).

Un toxico es toda sustancia quimica que administrada a un organismo provoca
efectos nocivos en su salud. Algunos de los toxicos son xenobidticos es decir
sustancias que no han sido producidas por el organismo, como los productos
industriales, drogas terapéuticas, aditivos de alimentos y compuestos inorganicos,
entre otros; pero también se han identificado sustancias toxicas producidas por

animales y vegetales (Pefa et al., 2001; Kniewald et al., 2004).

La toxicidad de los compuestos quimicos se establece con base en la cantidad
administrada asi como por la forma y duracion de la exposicién, la cual puede ser:
aguda, subcronica y cronica, lo que a su vez determina el tipo y magnitud de la
respuesta bioldgica (Brusick, 1987). Estos efectos se miden a corto, mediano y

largo plazo (Timbrell, 2002).

Para evaluar el efecto de sustancias toxicas en los organismos, se utilizan

diferentes modelos bioldgicos. Estos modelos van desde organismos simples



como bacterias, hasta organismos complejos como insectos o mamiferos, con los
que se busca reproducir aspectos relacionados con la organizacién bioldgica de

los seres humanos (Kniewald et al., 2004).

La eleccion de estos organismos modelo depende, entre otros, de factores como
la conveniencia de éstos como modelos para experimentar, es decir qué tanto el
organismo se acerca a la anatomia vy fisiologia de los humanos, el tiempo en el
que se obtienen resultados y el costo de mantenimiento de estos organismos
(Brusick, 1987; Hyne y Maher, 2002; Kniewald et al., 2004).

La actividad profesional de los toxicélogos se divide en tres categorias principales:
descriptivo, mecanicista y de regulacion (Fig. 1), estas actividades estan
disefiadas para implementar técnicas asi como para describir el posible dafo
ocasionado por las sustancias quimicas. Aunque cada jerarquia tiene
caracteristicas propias, cada una de ellas contribuye a la otra y todas son de vital

importancia para la evaluacion de los riesgos quimicos (Klaassen, 2001).

El estudio de la toxicologia se puede dividir en diversos campos de estudio como
la farmacocinética (para el estudio del metabolismo de agentes quimicos), la
genética toxicologica, la teratogénesis (principalmente para evaluacion de dafo en
el desarrollo), inmunotoxicologia y toxicologia de la conducta, entre otras
(Dickerson et al., 1994).



Toxicologia
mecanicista

Evaluacién
de

Toxicologia
descriptiva

Regulacion de la
Toxicologia

Riesgo

Fig. 1. Representacion grafica de las interacciones entre las diferentes areas de la toxicologia
(Klaassen, 2001)

1.2 La Toxicologia Genética

Es una rama de la toxicologia que identifica y analiza la accion de aquellos
agentes quimicos con toxicidad directa hacia componentes asociados a la
herencia de los seres vivos (Brusick, 1987), los cuales producen algun tipo de

alteracion en el material genético 6 en sus componentes asociados.

Los estudios de la toxicologia genética enfocan su atencion en niveles de
exposicion que no se consideran toxicos, porque no causan efectos inmediatos
identificables facilmente, pero que tienen su efecto sobre el DNA. En 1983, la
Comision Internacional para la Proteccion contra Mutagenos y Carcindégenos
Ambientales establecié una definicion que limita el uso del término genotdxicos a
aquellos agentes que tienen afinidad para interaccionar con el DNA (ICPEMC,
1983).



Los genotoxicos (externos quimicos, bioldgicos, etc.), pueden identificarse a través
de los cambios que provocan en las enzimas metabolizadoras, receptores,
moléculas transportadoras y otros marcadores morfologicos, fisioldgicos o de otra
naturaleza que se manifiesten en los organismos expuestos, en contraposicion

con los de organismos no expuestos a éstos.

La caracterizacion de los cambios ocurridos contribuye a detectar efectos
potenciales, ademas de valorar, explicar y predecir si existe relaciéon entre la
exposicion de los agentes con la induccion de dafio genético en células somaticas
0 células germinales de los organismos que puedan aumentar las frecuencias de

enfermedades genéticas (Vogel, 1992; Sanz, 2002; Hyne y Maher, 2002).

Esta disciplina tendria por lo tanto dos funciones; por una parte, la implantacion de
métodos y pruebas para evaluar el riesgo de los agentes toxicos presentes en el
ambiente y su interaccion con el material genético (dafio a nivel de células
somaticas y germinales) (Gonsebatt et al., 1995) y por otra, la aplicacion de estas
metodologias (herramientas y técnicas), para la deteccion y el conocimiento de los
mecanismos traducidos en varios procesos nocivos como: la mutagénesis,
carcinogénesis y teratogénesis entre otros (Vogel, 1992; Craigmill, 2002; Kniewald
et al., 2004).

Una parte importante de los compuestos es que exhiben su actividad al interactuar
con el DNA generando cambios en su calidad (induccién de mutaciones génicas) o
en su integridad (intercambios de cromatidas hermanas, translocaciones y
aberraciones cromosomicas), tanto de células somaticas como sexuales (Brusick,
1987; Gonsebatt et al., 1995).

Por ejemplo estudios han descrito a la N-nitrosodimetilamina (NDMA) como un
compuesto con actividad mutagénica, capaz de modificar quimicamente a las
bases; tiene actividad clastogénica por lo que induce intercambio de cromatidas

hermanas; forma aductos en el DNA y su actividad carcinogénica también se ha



visto a través de la formacion de tumores en rifion, higado y en algunos sitios de
aplicacion; asi como provocar dafio en los 6rganos reproductores (mutaciones en
células germinales, degeneracion en los conductos seminiferos, feminizacion de
los organismos expuestos, dafio en el DNA de espermatozoides), también se ha
observado que en los organismos en periodo reproductivo provoca abortos en el
desarrollo, asi como malformaciones en la progenie (Magee y Barnes, 1962;
Schmidit y Murphy, 1966; Hard y Butler, 1970a, b; McLean y Magee, 1970; IARC,
1978; Inui et al., 1979; Bolognesi et al., 1988; ATSDR, 1989).

A nivel somatico, también se ha observado que algunos genotoxicos alteran la
calidad o la integridad del DNA. Lo anterior se ha asociado con la transformacion
celular a fenotipos malignos que posiblemente lleven a la aparicion de algun tipo
de cancer en los organismos, aunque si la exposicién ocurre en las células no
diferenciadas de organismos en desarrollo también puede provocar
malformaciones morfolégicas o tener efectos funcionales como infertilidad, muerte
prematura de los organismos (aborto); mientras que a nivel germinal se
manifestaran como cambios heredables en las generaciones descendiente del
organismo (Venitt y Phillips, 1995; Craigmill, 2000; Klaassen, 2001; Creus, 2001;
Young, 2002).

El dafo a los acidos nucléicos puede ocurrir como consecuencia de la actividad
endogena de las células y sus efectos tienden a acumularse en funcion del tiempo,
por lo que contribuyen de manera importante al envejecimiento celular, al

desarrollo de diversas enfermedades degenerativas 6 la formacioén de tumores.

La exposicion a compuestos genotdxicos incrementa la acumulacion de dafio a las
células generando una respuesta que se relaciona con su actividad metabdlica,

asi como con su capacidad de reparar el dafio causado (Dickerson et al., 1994).

El reconocimiento de la mutagénesis, como paso previo para el desarrollo de

alguna enfermedad y los peligros potenciales de los agentes mutagénicos para la



poblaciéon humana y la biosfera, desperto el interés por desarrollar técnicas dentro
de la Genética Toxicoldgica, pruebas que ayudan a encontrar la posible solucion a
los efectos de genotoxicos (Brusick, 1987), para el desarrollo de estas
metodologias, también debe considerarse el tipo de actividad metabdlica del

organismo.

1.3.1 Metabolismo

Hay diferentes rutas por las cuales un toxico entra al organismo; los mas
importantes son la ingestion, la respiracion y el contacto cutaneo (Craigmill, 2002).
Para estudiar el transporte, modificaciones y destino de los téxicos dentro del
organismo es necesario determinar la concentracion del toxico a la que produce

dafio, asi como medir la magnitud de exposicion a éste.

La exposicion es el tiempo de contacto de un organismo con un agente quimico.
Todos los biomarcadores responden dependiendo del tiempo de exposicion del
agente quimico y la manera en que la sustancia es introducida al organismo. La
magnitud de la exposicion se determina midiendo la cantidad (concentracion) del
agente que esta presente en la superficie de contacto del 6rgano blanco durante

un periodo especifico (Pena et al., 2001).

En las superficies de contacto del organismo, las sustancias penetran a diferentes
velocidades, dependiendo de sus propiedades fisicoquimicas y de las condiciones
que existan en la superficie de contacto, tales como, area y permeabilidad de la
membrana de contacto y magnitud del flujo sanguineo en la zona, asi como de la
cinética del compuesto para llegar al sitio de accién u 6érgano blanco (Kivisto et al.,
1995; Craigmill, 2002).



El sitio de accion es aquella parte del organismo que recibe el impacto del téxico y
presenta la respuesta bioldgica correspondiente a la exposicion. Este puede ser
una molécula (DNA, proteina, etc.), un 6rgano (higado, riidn, cerebro, médula
espinal, entre otros) o un sistema (SNC). También se dice que un blanco puede
ser un individuo, subpoblacion o poblacién que quedan expuestos a los toxicos en
un sitio determinado (Timbrell, 2002; Guengerich, 2005, 2006).

Desde el momento en que el agente téxico, penetra en el organismo puede
empezar a ser transformado por distintas enzimas del organismo, ya que el agente
puede ser sustrato de estas enzimas. Una vez en el interior, puede ser
transportado por la sangre a los distintos 6rganos del cuerpo en los que se

distribuye y en algunos de ellos puede llegar a producir daio (Guengerich, 2006).

Como consecuencia del proceso de desintoxicacion, se incrementa la polaridad de
los compuestos quimicos lo cual los hace menos difundibles a través de las
membranas bioldgicas y mas solubles en el agua, lo que facilita su excrecion en
forma de solucion acuosa (orina). Estos procesos reducen la cantidad de toxico
que penetra al tejido blanco asi como, el tiempo de permanencia de éste dentro
del organismo y por lo tanto, reducen la magnitud del dafio probable a las células
del tejido blanco (Kivisto et al., 1995; Anwar, 1997).

En general, el tipo de reacciones implicadas en respuesta a la presencia de
sustancias toxicas son similares y se han conservado evolutivamente,
encontrandose reacciones analogas, desde las bacterias hasta los organismos

superiores (Hyne y Maher, 2002; Kniewald, 2004).
El metabolismo de un organismo es el conjunto de reacciones enzimaticas,

organizadas en rutas bioquimicas, que mantienen la funcionalidad de las células

con las caracteristicas estructurales y funcionales propias.
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Cuando las reacciones enzimaticas operan sobre componentes enddgenos, se
habla de su propio metabolismo, pero cuando estas reacciones enzimaticas
operan sobre agentes exdgenos o xenobidticos, se habla de reacciones de

biotransformacion (Pena et al., 2001; Hyne y Maher, 2002).

La biotransformacion (Fig. 2), involucra dos grupos de reacciones, las de oxido-
reduccién (Fase 1) y las de conjugacion (Fase Il). Este conjunto de reacciones son
catalizadas por enzimas que existen normalmente en el organismo y mediante las
cuales se transforman compuestos endoégenos derivados de su propio
metabolismo (Guengerich, 2006). Estas reacciones de biotransformacion,
convierten a los toxicos en agentes quimicos distintos, que pueden ser menos o
mas daninos, si los derivados producidos resultan mas dafiinos se dice que el
proceso fue una bioactivacion y si lo convierten en sustancias menos peligrosas se
dice que el proceso fue una desintoxicacion (Kivisto et al., 1995; Gil y Pla, 2001;
Guengerich, 2006).

Asi, en el primer conjunto de reacciones (oxidaciones, reducciones e hidrdlisis) o
de Fase |, la biotransformacion implica la conversion de compuestos lipofilicos (no
polares) en compuestos mas polares, por lo tanto, mas solubles en agua; éstas
tienen lugar frecuentemente bajo la catalisis de enzimas. Por ejemplo, las
oxidaciones incluyen todas las monooxigenasas dependientes del Cyp P450
(Kivisto et al., 1995; Gil y Pla, 2001; Guengerich, 2006; Gonzalez y Jaime, 2006).

Con frecuencia estas reacciones llevan a la produccion de compuestos que
pueden ser mas, igual o menos toxicos que sus predecesores (Kivisto ef al., 1995;
Gil y Pla, 2001; Guengerich, 2006). El efecto colateral indeseable de la
biotransformacion, ocurre cuando se producen sustancias quimicas muy reactivas,
normalmente son compuestos electrofilicos con gran afinidad por los nucledfilos

como el DNA, las proteinas y los lipidos (Craigmill, 2002).

11



Las reacciones de Fase Il son reacciones de conjugacion, en las cuales un
metabolito con enlaces de alta energia, cede un grupo funcional polar al
compuesto, o su producto de transformacion por la Fase | (glucuronidacion,
sulfonacién, formacion de acido mercapturico, etc.), donde los compuestos polares
en origen, y los xenobioticos que se han convertido en polares por haber
soportado reacciones tipo Fase |, son conjugados con sustancias enddgenas
hidrofilicas (acido glucurénico, sulfato, glutation) (Klaassen, 2001; Guengerich,
2006).

Estas reacciones enzimaticas estan encaminadas a aumentar aun mas la
hidrosolubilidad de sus sustratos y hacerlos mas facilmente excretables por el
organismo. Ademas la mayor parte de los derivados conjugados tienen muy baja
actividad biologica, por consiguiente, muchas reacciones de la fase Il son
reacciones de bioinactivacién en procesos de desintoxicacién (Gil y Pla, 2001;
Pena et al., 2001; Klaassen, 2001).

12



SUST. EXOGENAS

BIOTRANSFORMACION

SUST. ENDOGENAS

XENOBIOTICOS HORMONAS
FARMACOS SEGUNDO$S MENSAJEROS
CONSERVADORES
PESTICIDAS, ETC.
TOXICOS NO
Cyp. P 450 POLARES

OXIDACION
HIDROXILACION
FORMACION DE

EPOXIDOS
DESALQUILACION
DESAMINACION

REDUCCION

METILACION
DESULFURACION

REACCIONES FASE 1

v

SUSTANCIA
TRANSFORMADA

REACCIONES FASE 11

v

CONJUGADOS

EXCRECION

Guengerich, 2006).

POLARES
ACTIVOS

GLUCORACION
ESTERIFICACION
AMIDACION

POLARES
INACTIVOS (-)

Fig. 2. Mecanismos de biotransformacion (Kivisto et al., 1995;

Una vez que el téxico 6 agente quimico, ha sido biotransformado por el

metabolismo de los organismos y que éste haya llegado a su organo, tejido 6

célula blanco puede provocar efectos diversos dependiendo del tipo celular que

afecte y de las caracteristicas particulares de los organismos expuestos.
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Para identificar la ruta que siguen estos agentes quimicos se utilizan marcadores
bioldgicos o biomarcadores, que constituyen cambios medibles en los niveles de
sustancias que participan 6 son producto de la actividad bioquimica, fisiolégica 6
funcional de los organismos y cuyos niveles caracteristicos varian en asociacion

con la exposicion a un toxico (Pena et al., 2001; Hyne y Maher, 2002).

Los biomarcadores se utilizan para detectar la presencia de la exposiciéon a un
agente exogeno y las consecuencias biologicas de dicha exposicion; también se
usan para determinar los estados iniciales e intermedios de un proceso patoldgico,
asi como para identificar a los individuos sensibles de una poblacion. El estudio de
estos marcadores posibilita la toma decisiones encaminada a reducir tanto a nivel

individual como ambiental el impacto de la exposicion (Hyne y Maher, 2002).

1.4 Modelos in vitro e in vivo

Se han disefiado diversas metodologias para evaluar el impacto de los
genotoxicos, asi como, para establecer sus posibles mecanismos de accion.
Aquellas en las que se aisla un tejido para analizar efectos particulares inducidos
por genotoxicos, o modelos in vitro, han sido de gran utilidad, porque producen
resultados en poco tiempo, ademas de que la reproducibilidad de la respuesta
puede mejorarse a través del control de las variables que podrian afectar a las

actividades experimentales.

Otras estrategias experimentales se basan en el uso simultdneo de algun
organismo o parte de éste, el cual es complementado con productos obtenidos de
otro organismo, con la finalidad de conferirle al sistema experimental la capacidad
de realizar algun tipo de actividad en particular, por ejemplo, la adicién de la

fraccion S9 del higado de mamiferos, que contiene enzimas relacionadas con las
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principales funciones de transformacion metabdlica a cultivos bacterianos y de
células de eucariontes, tanto animales como vegetales, para mejorar la deteccion
de aquellos compuestos que adquieren actividad genotdxica via el metabolismo de

los organismos expuestos (promutagenos, procarcinégenos) (Ramos et al., 1993).

Si bien el tiempo e inversién requeridos en este tipo de estudios favorece la
obtencion de gran cantidad de informacién, es conveniente que la respuesta
obtenida sea comprobada en sistemas in vivo, de manera que se confirme la
respuesta obtenida o bien, se identifique la participacion de otros elementos no
evidenciados en los sistemas in vitro. Esto es especialmente relevante en el caso
de drogas y sustancias de nueva sintesis, que se pretenda que lleguen a ser

utilizadas por el ser humano.

Es importante resaltar que aunque los modelos experimentales de este trabajo son
del mismo género, son especies totalmente diferentes, en cuanto a su habitat, asi
como, a las diferencias filogenéticas y morfologicas, que las llevan a estar en

subgrupos diferentes.

1.4.1 Drosophila melanogaster

Dentro del orden Diptera se encuentra el genero Drosophila, que a su vez esta
formado por varios grupos artificiales para facilitar su estudio (Grimaldi, 1990).
Drosophila melanogaster (Hsu, 1949; Okada, 1954; Bock y Wheeler, 1972; Bock,
1980, Anholt et al., 2004; Tucson Drosophila Stock center of The University of
Arizona, 2004) se encuentra dentro de un grupo artificial llamado melanogaster
contiene 177 especies descritas dentro de 12 subgrupos (Russo, 1995; Pfeiler y
Markow, 2001; Shawaroch, 2002).
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El grupo melanogaster es un grupo monofilético con tres clados representativos,
esto se obtuvo usando tres genes de 43 especies representativas dentro de este
grupo (Ashburner et al., 1984; Schawaroch, 2002, Rifkin et al., 2003). Hasta ahora
es el mas completo en la historia filogenética de este grupo (Goto y Kimura, 2003;
Schawaroch, 2002).

REINO: Animalia
FILA: Arthropoda
CLASE: Insecta
ORDEN: Diptera
FAMILIA:  Drosophilidae
GENERO: Drosophila
GRUPO: melanogaster
ESPECIE: Drosophila melanogaster

D. melanogaster, o mosca del vinagre, es un insecto cosmopolita, esta
ampliamente distribuido, por lo que se le encuentra en todo tipo de clima, altitud y
latitud. Se localiza especialmente en las frutas suaves, donde la fermentacion se
ha iniciado y en general en alimentos con alto contenido de acido acético (Ramos
et al., 1993).

Es un insecto que mide alrededor de 3 mm de largo, morfolégicamente cuenta con
dos pares de alas, en los que el primer par de alas es funcional, y el segundo se
ha transformado en 6rganos de equilibrio (Ramos et al., 1993); el macho, presenta
peines sexuales en su primer par de patas, haciendo esta, una diferencia con la
hembra; los ultimos tres segmentos de su abdomen se encuentran fusionados en
la parte dorsal, y por la parte ventral, tiene una coloracién amarillenta, sus
gonadas presentan una coloracion amarilla muy tenue, y cuando el organismo es
maduro se va tornando mas oscuro, sin embargo su tamafo es pequefio y por lo
tanto poco visible (Ramos et al., 1993; Markow y O'Grady, 2006).
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El ciclo de desarrollo de D. melanogaster, tiene una duracién de diez dias a partir
de la fertilizacion del huevo (0h), una fase larvaria la cual tiene tres estadios, larva
de 1er. estadio (24h), larva de 2do. estadio (48h) y larva de 3er. estadio (72h), la
fase de pupa (120h) y por ultimo el imago a los 10 dias. Sin embargo es a los dos
tercios del desarrollo larvario cuando los organismos son sometidos a
tratamientos, debido a que esta etapa es importante porque hay un incremento en
su actividad enzimatica parecida a la del adulto, también hay un incremento en las
células blanco para cada o6rgano, las cuales en esta etapa alcanzan su
diferenciacion, por lo tanto es este estadio el mas éptimo para observar el efecto

de la actividad del compuesto a nivel del desarrollo.

Fig. 3. Drosophila melanogaster; A) macho B) Hembra.

Drosophila melanogaster es uno de los organismos mas estudiados y ventajosos
dentro de la Biologia. Se ha utilizado en el ambito genético desde 1909 con
Thomas H. Morgan, quien la utilizd6 como modelo para el estudio de la teoria
cromosomica (Kohler, 1994), ha sido utilizado como modelo genético desde el
siglo pasado, en estudios de herencia, mutagénesis, teratogénesis, estudios de
enfermedades neurodegenerativas, de factores de sensibilidad genética, entre
otros.

Por ejemplo en 1928 Muller, realizé estudios sobre la actividad mutagénica de los
rayos X en el material hereditario de las células germinales en este modelo

(Cuenca y Ramirez, 2004).
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Esto abrio la posibilidad de crear organismos mutantes y estudiar las mutaciones
en condiciones experimentales controladas; desde entonces, este organismo ha
proporcionado valiosa informacion, acerca de la actividad téxica y genotoxica de
diversos factores, tanto fisicos como quimicos (Cuenca y Ramirez, 2004). Y en la
actualidad se utiliza como un sistema de prueba para la investigacién de procesos

del desarrollo, asi como en investigaciones de biologia celular, y molecular.

Es clara la diferencia en complejidad de D. melanogaster con otros sistemas de
prueba como ratones y otros modelos incluso con los seres humanos, pero
presenta complejos enzimaticos semejantes a los que se presentan en la fraccion
S9 del higado de los mamiferos (Negishi et al., 1991; Graf et al., 1992b; Shibahara
et al,1995); esto es importante ya que se pueden comparar los efectos
mutagénicos de los mamiferos y los inducidos en D. melanogaster (Ramos et al.,
1993, 1994; Adams et al., 2000).

D. melanogaster es un modelo biolégico que presenta sensibilidad a compuestos
quimicos con actividad genotdxica. La informacién obtenida a partir de este
modelo contribuye a la comprension de los efectos que estos pueden tener en el

medio ambiente y en los seres vivos.

D. melanogaster es un eucarionte que cuenta con una gran variedad de lineas o
cepas mutantes, las cuales producen fenotipos claros y faciles de diferenciar en el

organismo.

Gracias a estos marcadores genéticos D. melanogaster facilita el estudio de la
herencia en los organismos, asi como, otros procesos como son mutaciones
génicas, dano cromosomico en células germinales, mutacion y recombinacion en
células somaticas (Schneider, 2000; Gilbert, 2004). Asi como alteraciones a nivel

de individuo o a nivel de poblacion.
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Otras ventajas de experimentar con este modelo son: que presenta un numero
cromosomico pequefio (2n = 8); las larvas presentan cromosomas gigantes en sus
glandulas salivales, por lo que es de gran utilidad para estudiar la morfologia
cromosomica; un ciclo de vida corto (10 — 12 dias a 25° C), con lo que obtenemos
resultados a corto plazo; presenta distincion clara en los diferentes estadios de su
ciclo de vida, asi como, un dimorfismo sexual evidente (fig. 3); la gran cantidad de
descendencia que pueden producir y para mantenerlas se requiere de poco
espacio (Munoz, 1995; Hernandez, 2000).

1.4.2  Drosophila mulleri

Dentro del género Drosophila existen otros grupos; el grupo Repleta; donde estan
las especies de mayor tamafo (Wasserman 1960, 1968, 1979, 1992;
Throckmorton 1982a; Vilela 1983; Simpson, 2002), y que también es un grupo
muy representativo para el género, sin embargo en este grupo existe mucha
variabilidad genética, lo cual, llevo a la formacion de cinco subgrupos dentro del
grupo: mulleri, hydei, mercatorum, repleta y fasciola; que a su vez han sido
divididos en diferentes niveles y subgrupos (Richardson et al., 1977a, 1977b,
Durando et al., 2000).

El subgrupo mulleri se coloca de manera independiente y alejado de los demas
subgrupos, a partir de un origen monofilético. El subgrupo mulleri se divide en dos
niveles importantes mulleri y buzzati, dos grandes conjuntos, que ademas cuentan
con una gran cantidad de especies. (Wasserman 1976; Bicudo y Richardson,
1977; Schuzle y lee, 1986; Durando et. al., 2000; Oliveira et al., 2006). Dentro de

este subgrupo encontramos a la especie D. mulleri.
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REINO: Animalia
FILA: Arthropoda
CLASE: Insecta
ORDEN: Diptera
FAMILIA:  Drosophilidae
GENERO: Drosophila
GRUPO: repleta
Subgrupo: mulleri
Complex (conjunto): mulleri
Cluster (rama): D. mulleri
ESPECIE: Drosophila mulleri’

La distribucion de Drosophila mulleri abarca desde el desierto de Sonora, el
noreste de México (Coahuila, Nuevo Ledn, Tamaulipas), asi como el sureste de
los Estados Unidos (desierto de Texas), aunque también a lo largo de la parte

sudeste se han colectado especimenes de D. mulleri (Durando et al., 2000).

Por lo tanto su alimentacibn es basicamente de plantas del desierto,
principalmente plantas en descomposicion como el saguaro y las biznagas entre

otros. Su mayor abundancia en el afo es en otofio (Durando et al., 2000).

El macho tiene un tamafio aproximado de 2.6 mm y presenta alas de hasta 2.2
mm de largo. La hembra mide aproximadamente 2.8 mm y sus alas 2.4 mm de
largo (Fig 4). Ambos sexos presentan aristas, con siete bifurcaciones, antenas de
coloracion amarillo-café brillante, ojos rojos, la coloracion del cuerpo es amarillo-
café oscuro, a los lados presenta ocho hileras de pelos, delgados, alargados y en
posicion pre-escutelar. Los pelos son color café oscuro. El térax presenta una

coloracion café opaco, caracteristico de su grupo filogenético (Patterson, 1943;

! Lista Taxonémica obtenida de Durando et al., 2000.
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Patterson, y Mainland, 1944; Tucson Drosophila Stock center of The University of
Arizona, 2004).

Fig 4 Drosophila mulleri; A) Macho, B) Hembra

Las patas con una coloracién amarilla-café brillante y una banda estrecha de color
negro corre por cada tibia presentando cerdas apicales en la primera y segunda
tibia, y pre-apicales en la tercera. En el abdomen tiene terguitos amarillos, y en
cada segmento bandas de coloracion café. La coloracion por lo tanto no es pareja
a lo largo del segmento, se presenta como triangulos o manchas alrededor de las

bandas de los segmentos (Patterson, 1943; Patterson, y Mainland, 1944).

La diferenciacion entre el macho y la hembra no es tan evidente como en D.
melanogaster, morfolégicamente ambos sexos son muy similares, sin embargo en
esta especie el dimorfismo sexual lo da unicamente la caracteristica de gran
importancia para el desarrollo de este trabajo y es la coloracién de sus gonadas y

el tamano de las mismas.

Las gonadas masculinas o testiculos tienen una coloracion amarillo- rojizo, desde
el momento de emerger es evidente la coloracion, y conforme el organismo
madure sexualmente el color rojizo es mucho mas evidente. Tienen una forma
espiral (entre 2 y 3 vueltas en espiral). La espermateca es esférica, el receptaculo
en posicion ventral, con forma de una espiral holgada (aproximadamente 20
ondas) (Fig 5) (Patterson, 1943; Patterson, y Mainland, 1944).
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El ciclo de desarrollo de D. mulleri, tiene una duracion de trece dias a partir de la
fertilizacion del huevo (Oh), una fase larvaria la cual tiene tres estadios, larva de
1er. estadio (24h), larva de 2do. estadio (60h) y larva de 3er. estadio (96h), la fase
de pupa (144h), por ultimo el imago a los 13 dias. Sin embargo es a los dos tercios
del desarrollo larvario cuando los organismos son sometidos a tratamientos,
debido a que esta etapa es importante porque hay un incremento en su actividad
enzimatica parecida a la del adulto, también hay un incremento en las células
blanco para cada érgano, las cuales en esta etapa alcanzan su diferenciacion, por
lo tanto es este estadio el mas 6ptimo para observar el efecto de la actividad del

compuesto a nivel del desarrollo.

Fig. 5. Génadas de Drosophila mulleri; A) macho; B) Hembra

Esta caracteristica es importante ya que con la coloracién de sus gonadas, es facil
identificar entre las poblaciones a los organismos machos de las hembras; asi este
marcador natural contribuye a comprender las fluctuaciones entre los géneros de
una poblacion, la cual esta alrededor de un 50:50, es decir, tiende a estar en
equilibro. Este equilibrio se puede ver alterado cuando los individuos se exponen a
un agente que provoca cierta variacion en el indice sexual, sin que el numero de
individuos por poblacién, se modifique; en este caso existe una masculinizacion de
los organismos debido al equilibrio cromosémico que determina el sexo en

Drosophila.

22



En este trabajo, Drosophila melanogaster se utiliz6 como referencia, puesto que
es un excelente sistema de prueba ademas de que es considerado un material
adecuado debido a su facil manejo, y ciertas caracteristicas ya mencionadas, que
ésta presenta y que la hacen un modelo importante en el area experimental. Una
caracteristica que une a estas dos especies es que la determinacion del sexo es
basicamente similar; lo que quiere decir que la distribucién de los géneros en

ambas especies se da por un equilibrio génico X/A.

1.5 Determinacién del Sexo en Drosophila

Las células de Drosophila, tienen la eleccidon independiente tanto de dividirse asi
como de tener un numero cromosémico diferente al de una célula vecina. En
experimentos clasicos realizados por Calvin Bridges hace mas de 80 afos, se
concluy6 acerca de como se determina el sexo en Drosophila (Bridge 1916, 1920,
1925). El mostré que el cromosoma Y no es un factor determinante, lo Gnico que
nos va a indicar es la fertilidad del macho, sugirié que el sexo se determina no sélo
contando cromosomas X, pero si calculando la relacion de cromosomas X con el
numero de conjuntos de autosomas (conocido Como la X:A) (Sewart y Merriam,
1980; Baker y Belote, 1982, 1983; Baker et al., 1988; Baker, 1989; Salz, 2007).

Drosophila es un organismo que se caracteriza por tener cuatro pares de
cromosomas (fig. 4), tres de los cuales son autosdmicos y el cuarto, un par sexual
que esta relacionado con el proceso de determinacion del sexo, por lo tanto
cuando tenemos cromosomas XX se refiere a una hembra y cuando son XY se
refiere a un macho, sin embargo el sexo primario que determina la sefal es el
numero de los cromosomas X con respecto al numero de autosomas (Sanchez y
Nothiger, 1983; Moya y Ayala, 1989; Markow, 1997; Janzer et al., 2001; Louis et
al., 2003; Fry y Nuzhdin, 2003; Shirangi et al., 2006).
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Fig 4. Cromosomas de la mosca de la Fruta, Drosophila (Patterson, 1943).

La determinacién del sexo asi como la reproduccion en Drosophila requiere del
desarrollo coordinado de las células del soma y de las células germinales
(McKeown et al., 1986; Cline y Meyer, 1996; Garcia et al., 2007).

Los estudios moleculares han avanzado en la comprension de la determinacién
del sexo, describiendo un mapa que muestra las cascadas de los distintos
patrones que se siguen para que los genes en conjunto definan el sexo del

organismo.

La determinacién sexual a nivel somatico es relativamente facil de entender
(Andrews y Oliver, 2001).Por ejemplo; a partir de la determinacion dada en la
fecundacién, en una hembra a lo largo de su desarrollo puede existir la pérdida de

un cromosoma o pérdida de su funcién dando lugar a un tejido de macho.
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Fig. 6. Cascada de genes para la determinacion del sexo en Drosophila melanogaster (Deshpande, et. al.,
1996; Louis, et. al., 2003).

Por lo tanto los eventos de encendido y apagado de los genes, van a determinar la
ruta para el desarrollo de Drosophila, sin embargo existen eventos que van a
alterar la ruta de estos genes, estas alteraciones se dan de manera natural o por
causas de agentes externos, provocando una alteracion en la poblacion de estas

especies.

Estos eventos pueden ocurrir cuando células germinales femeninas (2X)
cariotipicamente, son trasplantadas a una gonada masculina se desarrollan
pobremente, pero son capaces de formar esperma en una baja frecuencia, esto
indica que en un ambiente masculino se pueden transformar las células
germinales femeninas (huevo) a masculinas (espermatozoides) (Andrews y Oliver
2001).
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Caso contrario ocurre cuando se pone una célula masculina en una génada
femenina, son mas resistentes a la transformacion, las células masculinas son
incapaces de transformarse a células femeninas por la ausencia de un segundo

cromosoma.

Es claro que el desequilibrio es esencial para la sefalizacion de la identidad
sexual que no esta dada si no hasta después de la fertilizacion en donde los
productos codificados por los genes localizados en el cromosoma X igualados en
ambos sexos marcan el desarrollo de los fenotipos. A esto se le llama

compensacion de dosis (Sanchez y Nothiger, 1983; Louis et al., 2003).

La compensacion de dosis es llevada a cabo por la hipertranscripcion de senales
del cromosoma X, en organismos machos (Baker et al., 1987; Deshpande et al.,
1996; Louis et al., 2003).

Muchas son las sefiales que intervienen en esta determinacion asi como también
son diversos los genes y sus proteinas, que actuan para la diferenciacion de los
sexos (Sanchez y Nothiger, 1983). Los genes de células germinales actuan rio
abajo en sefiales autonomas de 2X. Existe una gran cantidad de eventos a nivel
molecular que regulan el funcionamiento de esta determinacién, donde los genes

transcriben dependiendo de la sefial que otro mande.

Por ejemplo, el locus ovo ocupa una posicion rio arriba, en la jerarquia de la linea
germinal de determinacion sexual, el cual actua para regular al gen ovarium tumor
(otu) y regular la viabilidad de las células germinales 2X. También se sugiere que

ovo regula a sex-lethal (sxl) por medio de la via de ofu (Andrews y Oliver 2001).

Otro gen importante que interviene en esta cascada es el sex-lethal, que se
localiza en células somaticas de D. melanogaster; el vinculo de este gen en la
cascada es una intervencién directa en la determinacion de ambos sexos y de la

compensacion de dosis (Deshpande et al., 1996; Louis et al., 2003).
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El gen sex-lethal (Sxl), es el gen regulador principal, responsable tanto de la
morfologia, asi como del comportamiento de los dos sexos. Sx/ se transcribe en
genes de embriones femeninos (Deshpande et al.,, 1996; Vied y Horabin, 2001;
Louis et al., 2003). Por lo tanto si durante el desarrollo, existe una mutacion en
este gen, se podrian observar alteraciones morfologicas en los individuos asi

como observar fluctuaciones distintas en la proporcién sexual de los organismos.

La instruccién para el establecimiento de la identidad sexual y de la compensacion
de dosis, es implementada principalmente, por la ausencia y presencia del Sx/,
(Louis et al., 2003). SxI es producido abundantemente por las hembras e
indetectable en los machos; la activacién del proceso de Sx/ por la senalizacién de
la proporcidn X/A se da por células autonomas, remarcando que Y no tiene
funcion alguna en la activacion de Sx/ (Fig. 6) (Deshpande et al., 1996; Chandler
et al., 1997; Louis et al., 2003).

Son muchos los genes que transcriben para definir el desarrollo de una hembra o
de un macho, todo va a depender de la manera en la que estos se estén
expresando; entre ellos los mas destacados son sx/, dsx, tra, tra2, los cuales
modulan la expresidn de otros genes para definir hacia que sexo inclinarse
(Chandler et al., 1997; Louis et al., 2003; Tarone et al., 2005).

Se sabe que la alteracién por cuestiones externas, altera la condicion de equilibrio
entre los géneros en las poblaciones de diferentes especies, sin afectar,
directamente al numero de individuos por poblacién y aunque este tipo de eventos
en poblaciones con un gran numero de individuos es poco visible, la variacién
sexual existe, y con la aparicion de organismos que presentan caracteristicas de
ambos sexos (ginandromorfos) se puede evaluar el desequilibrio y dicha variacion

provocada por agentes externos, ambientales que intervienen en esta fluctuacion.
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1.5.1 Ginandromorfos

Aunque relativamente raro, la pérdida de cromosomas individuales puede ocurrir
en células mitéticas, de forma espontanea. Cuando un cromosoma X se pierde
durante el desarrollo de una hembra de Drosophila una parte del cuerpo puede
tener una proporcion de células XO, mientras el resto tiene una proporcion de
células XX por lo tanto el organismo resultante es un mosaico (Gelbart, 1973;
Szabad y Nothiger, 1992).

Los ginandromorfos son mosaicos sexuales, presentes en los organismos, los
cuales presentan caracteristicas femeninas y masculinas. En algunos casos los
aparatos genitales, asi como las génadas de ambos sexos pueden estar presentes
en el mismo organismo. De manera natural la frecuencia de ginandromorfos en las
moscas es minima (1:2000 aproximadamente) (Tsuchiyama, et al., 1978). Sin
embargo muchos de estos ginandromorfos tienen pocas secciones invertidas. El
ginandromorfo bilateral es aun mas raro (Szabad y Néthiger, 1992; Olmtead y Le
Blanc, 2007).

Los ginandromorfos bilaterales se han explicado como una irregularidad, que
implica pérdida de cromosomas o de su funcién, en la primera divisién mitética
(Olmtead y Le Blanc 2007). Estos organismos exhiben caracteristicas de ambos
sexos, este tipo de eventos se presenta en diversos grupos de animales

principalmente los invertebrados, algunos peces y reptiles.

Los ginandromorfos podrian comprometer a la fecundidad de los mismos, sin
embargo su incidencia es baja por lo que no afecta drasticamente a las

poblaciones. (Olmtead y Le Blanc, 2007).
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Existen también organismos intersexos los cuales se van a diferenciar de un
organismo ginandromorfo por el origen y el establecimiento de cromosomas. El
ginandromorfo proviene de una irregularidad mitética, mientras que un organismo
intersexo esta formado por una combinacion de gametos sexuales que da por

resultado a un indice de entre 0,5y 1,0 (Olmtead y Le Blanc, 2007).

El ginandromorfo se presenta en el mismo organismo, por la division de las células
con un numero variable de cromosomas. En organismos intersexo el numero de
cromosomas es constante en todas las células; ademas la apariciéon de estos
organismos es sistémica mientras que un organismo ginandromorfo proviene de

una hembra (Olmtead y Le Blanc, 2007; Bryant y Zornetzer, 1973).

1.6  N-nitrosodimetilamina

La exposicion de agentes altamente toxicos produce dafio en las poblaciones
provocando efectos mutagénicos, teratogénicos o carcinogénicos (Sittig, 1985).

La N-Nitrosodimetilamina, o NDMA, es uno de las mas simples dialquil-
nitrosaminas, su férmula molecular de C,HgN2O (Fig. 11), con un peso molecular
de 74.08 g/mol (HEEP, 1980; ATSDR, 1989). La NDMA pertenece a una clase de
productos quimicos conocidos como compuestos N -nitrosados, que se
caracterizan por tener un grupo funcional (- N - N = O) de la familia de
nitrosaminas, y que ademas en su amina posee un R, donde R es H o un grupo

alquil.

H4C
>N—N:CJ
H,C

Fig. 11 Estructura quimica de la NDMA.
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La NDMA es un compuesto volatil, amarillo, liquido aceitoso, de baja viscosidad.
Es susceptible a la luz solar, se degrada debido a la absorcion de la luz UV (Sax y
Lewis, 1987). Tiene un punto de fusion de 50° C, un punto de ebullicién entre 151
— 154° C. Es soluble en el agua, el alcohol, éter y otros disolventes organicos y
lipidos. La NDMA es un combustible que al calentarse emite humos téxicos de
oxidos de nitrogeno. Es insoluble con oxidantes fuertes y bases fuertes (HSDB
2000).

La exposicion a la NDMA puede presentarse en muchos lugares, entre los que se
incluyen industrias como curtidoras, plantas de fabricacion de pesticidas, de
caucho y de llantas, industrias que producen o usan alquilaminas, industrias para

el procesamiento de pescado, fundidoras y plantas de fabricacion de tintes.

La NDMA se obtiene de la nitracion de la dimetilamina a través de la reaccion con
nitratos o con el éxido nitrico (Lee et al., 2006). También se forma por la oxidacién
de la 1,1- dimetilhidrazina (UDMH), que es un combustible liquido de cohetes (Lee
et al., 2006), en donde se presupone que la NDMA se presenta hasta en un 0.1%
como impureza (IARC, 1978). De manera natural se encuentra en el aire, el agua
y el suelo, como consecuencia de reacciones con otras sustancias quimicas

llamadas alquilaminas?.

Otra ruta de formacién de la NDMA se presenta durante la desinfeccion del agua
en plantas de tratamiento con cloraminas, este mecanismo involucra la formacion
de UDMH por la reaccion de dimetilamina con las monocloraminas y
subsecuentemente hay una oxidacion a NDMA. (Lee et al., 2006), también se
encuentra en el agua potable, agua de riego, caferias y colectores de aguas
pluviales (Choi y Valentine, 2002; Mitch y Sedlak, 2002).

2 I
Las alquilaminas son compuestos que se generan de manera natural o pueden ser manufacturados y se encuentran
distribuidos ampliamente en el medio ambiente.
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Otras fuentes de exposiciéon a la NDMA son el humo del tabaco, el tabaco para
mascar, alimentos (carnes crudas [especialmente la tocineria], cerveza, pescado,
quesos), articulos de bafo y productos cosméticos (por ejemplo, shampoo y otros
limpiadores), algunos productos para el hogar como detergentes y pesticidas de
hogar y jardin (Najm, et al., 2000). Igualmente, la NDMA puede formarse en el
aparato gastrointestinal durante la digestion de alimentos que contienen

alquilaminas®.

Se ha demostrado que las nitrosaminas son potentes carcindgenos, dependiendo
de la via de activacion que tiene el metabolismo de cada organismo. La Agencia
de Proteccion Ambiental (EPA), clasific6 a la N-Nitrosodimetilamina, como un
probable carcinégeno humano (Beranek, 1990; Habib, et al., 1998; Lee et al.,
2006). Ademas la exposicion crénica puede causar ictericia y la inflamacion del

higad, asi como presentar una cuenta de plaquetas baja.

La contaminacion con la NDMA en el agua potable es de gran importancia puesto
que se ha encontrado que este compuesto tiene un nivel bajo de activacion (diez
partes por trillén, ppt). Se encontré6 NDMA en muestras de aguas subterraneas en

cantidades de 10 partes de NDMA por billon de partes de agua (Lee et al., 2006).

Los estudios de mutagénesis con la NDMA demuestran que es un alquilante,
promutageno, y un potente carcinégeno (EMS, 1976; Sittig, 1985; Farmer, et al.,
2005). Induce tumores en diferentes partes del organismo segun sea la ruta de
administracion, por ejemplo, la administracion de 25 y 50 ppm de la NDMA en
dietas de conejo durante tres meses, ocasiona carcinomas hepatocelulares; en
ratas sometidas a inhalaciones repetidas se inducen tumores en las cavidades
nasales y en el rifdn; cuando se administra por via oral en diferentes cepas de

ratas provoca sarcomas, carcinomas y adenomas en pulmén (EMS, 1976).

® Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades. (ATSDR). 1989. Resefia Toxicoldgica de la n-
Nitrosodimetilamina (en inglés). Atlanta, GA: Departamento de Salud y Servicios Humanos de EE. UU., Servicio de Salud
Publica.
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El metabolismo de la NDMA en los animales asi como sus efectos toxicoldgicos
han sido ampliamente estudiados (Gates et al., 2004; Bianchini et al., 2003;
Osborne y Phillips, 2000). La exposicion a la N-Nitrosodimetilamina ha producido
un aumento en la tasa de cancer del higado y del pulmén en animales, provoca
dano a nivel reproductor, abortos asi como también pérdida del producto durante
el desarrollo del organismo Magee y Barnes, 1962; Schmidit y Murphy, 1966; Hard
y Butler, 1970a, b; McLean y Magee, 1970; IARC, 1978; Inui et al., 1979;
Bolognesi et al., 1988; ATSDR, 1989).
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2 JUSTIFICACION

La exposicion de los organismos de una poblacion a un xenobiético, como la N-
nitrosodimetilamina, es responsable de una serie de alteraciones en las
comunidades de diferentes especies, vertebrados invertebrados, provocando
mutaciones, malformaciones, muerte, asi como también se han observado
cambios en las fluctuaciones en la proporcion de sexos de estas poblaciones, es
decir parece existir una feminizacién o masculinizacién de los individuos por causa

de estos compuestos.

Esto nos lleva a plantear que debido a estos compuestos, la alteracién en la
proporcion de sexos puede afectar la viabilidad reproductora de los organismos,

asi como, el numero de progenie de los mismos.

Se plantea la utilizacion de una especie de Drosophila mulleri, que por sus
caracteristicas naturales (gonadas de machos coloreadas) se puede utilizar para
analizar otros efectos morfolégicos a nivel de diferenciacion sexual para explicar si
la variacidén del sexo se asocié con cambios en las estructuras reproductora y si

esto repercute en la fertilidad de los organismos.
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3 HIPOTESIS

Si los organismos de Drosophila expuestos a diferentes concentraciones de la N-
nitrosodimetilamina (NDMA) durante el desarrollo presentan pérdida de
cromosoma 6 de funcion, provocaran fluctuaciones en la proporcion de sexos, asi
como una disminucion en el numero de la progenie; la variacién en la proporcion
de los sexos se reflejara en la aparicion de organismos ginandromorfos y/o de

machos fenotipicos.
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4.1

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la variacidbn en la proporcion de sexos de organismos
expuestos a la NDMA esta asociada con la alteracién en la diferenciacion y

funcionamiento de las estructuras reproductoras en Drosophila.

OBJETIVOS PARTICULARES

Comparar la variacion en la proporcién de los sexos de D. melanogaster y

de D. mulleri expuestas a NDMA durante el desarrollo.

Analizar la formacién de ginandromorfos como una fuente de alteracion de

la proporcion de los sexos de moscas expuestas a la NDMA.
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5 MATERIALES Y METODO

En este trabajo se utilizé a Drosophila como modelo biolégico, se usaron cepas de
Drosophila melanogaster y Drosophila mulleri, para medir el Indice de
sobrevivencia (IS), la proporcion de sexos, indice de fertilidad (IF), asi como, el
promedio de hijos por cada macho tratado con N-Nitrosodimetilamina (NDMA), D.
melanogaster se ocupé como modelo de referencia, mientras que el segundo, se
utilizé para medir, ademas de las pruebas ya mencionadas, el dafio morfoldgico en
las estructuras reproductoras, debido a sus caracteristicas morfolégicas

especificas de la especie.

El trabajo consistio en tratar organismos en desarrollo con un mutageno de
referencia (NDMA), para obtener el IS, la proporcién de sexos, IF y el promedio de
la progenie de los organismos machos tratados los cuales se cruzan con hembras

no tratadas.

Mantenimiento de cultivos.

El mantenimiento de las cepas requiere del control de las condiciones del
laboratorio adecuadas (humedad 60%, temperatura 25° C, asi como las fases de
luz y oscuridad).

Con respecto al medio de cultivo de las cepas, es diferente, debido a que los

organismos provienen de puntos geograficos distintos y por lo tanto se alimentan

de manera diferente.
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Para Drosophila melanogaster:

e Medio Estandar:
Este medio esta compuesto por una mezcla de harina, azucar, agar, levadura y

agua. Este es el medio que se utiliza en el laboratorio normalmente para las cepas
(Fig. 7).

Fig. 7 .Medio Estandar

Para Drosophila mulleri:

e Medio Banana—Opuntia:
Este es un medio a base de una mezcla agar, levadura y agua, a la cual se le
agrega otra mezcla preparada que contiene platano, malta, miel de maiz y extracto

de opuntia (Fig. 8).

[
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Fig. 8. Medio Banana-Opuntia
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A los medios de cultivo se les agregé una cantidad proporcional de acido
propidnico y nipagin, los cuales se usaron para evitar contaminacion de bacterias

y hongos, respectivamente, en viales y frascos.

En cuanto a la cristaleria utilizada para el medio (viales y frascos), fueron lavados
y esterilizados previamente a la realizacion del medio, los frascos que contienen
medio estandar se guardaron en el horno y los frascos con el medio Banana-
opuntia, se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Cada frasco fue etiquetado

con la fecha y el nombre de la cepa.
Cruza Experimental
Para obtener la cruza primero se aislaron organismos (Fig. 9) en frascos con

medio de cultivo estandar para D. melanogaster y medio Banana-Opuntia (BO)

para D. mulleri y se le agregoé levadura fresca.

Drosophila melanogaster

Hembra Macho ,ﬁ

Gonadas masculinas

Drosophila mulleri

Goénadas masculinas

Fig. 9 Modelos bioldgicos, D. melanogaster y D. mulleri.
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Para la cruza experimental, se seleccionaron machos sexualmente maduros
(alcanzan su maduracién hasta las 48 horas después de haber emergido), también
se requirio de la seleccion de hembras virgenes, las cuales se recolectaron
durante las primeras ocho horas, que es el tiempo que tardan en madurar

sexualmente y asi se aseguro que las hembras no habian sido fecundadas.

El proceso inicié con el aislamiento de las hembras cuando éstas emergieron de
las pupas. Se eliminaron los organismos obtenidos por la noche, y se esperé

alrededor de seis horas para la seleccion de los organismos.

Se aislaron 1200 hembras virgenes de cada una de las cepas, después se
colocaron 100 hembras por frasco (12 frascos por cepa), y posteriormente se

agregaron 50 machos en cada frasco.

L ]
i3 83
333339

Drosophila melanogaster Drosophila mulleri

La cruza se dejo en los frascos con los medios respectivos para ambas cepas,

durante 48h, para que la cruza madurara.

@@d&s
o T o T

D. melanogaster D. mulleri
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Obtencién de huevos.

Una vez que maduraron estos organismos progenitores (para la obtencion de los
organismos que fueron tratados), se transfirieron a frascos con medio fresco para
obtener huevos por un periodo de 8 horas para D. melanogaster y de 12 horas
para D. mulleri. Esto se hizo con la finalidad de obtener organismos con una edad

similar (Fig. 10).

Después de este tiempo se sacaron los organismos adultos y se espero a que los
huevos maduraran por 72 horas para D. melanogaster (Clark, 1982) y 96 horas
para D. mulleri (Clark 1982, modificado); en condiciones de laboratorio; para
obtener larvas en un estado equivalente a dos tercios del desarrollo larvario, 72 +
4 h para D. melanogaster y 96 + 6 h para D. mulleri. Una vez que las larvas

llegaron a este estadio larvario se sometieron al tratamiento con NDMA.

s 'L;;) NE u:QHr- i
& L Y
(] D. melanogaster

D. mulleri

Fig. 10 Estadios larvarios de D. melanogaster y D.
mulleri
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Compuesto y concentraciones

Se ha probado que la NDMA provoca dafio en células germinales y somaticas (ver
anexo |), que desarrolla metabolitos generados por las nitroso amidas a través del

metabolismo del organismo (Ramos, 2006).

Se utilizd a la N-Nitrosodimetilamina como inductor de dafo reprotoxico. Las
diferentes concentraciones se obtuvieron mediante diluciones sucesivas a partir de
una solucién stock 5 yuM, hasta 0.0000012 yM, como diluyente y como testigo

negativo se utilizé agua destilada.

[ N U N N N S N S S N

5um 0.0000012um

Concentraciones utilizadas: 0.0000012, 0.0000048, 0.000019, 0.000076, 0.0006, 0.0049, 0.0391,
0.078, 0.156, 0.234, 0.3125, 0.625, 1.25y 5 uyM

Obtencién de Larvas.

Para D. mulleri: Después de las 96 horas se obtuvo la progenie con una edad
similar en cada frasco. Para obtener las larvas se les agreg6 a cada frasco una
solucién de sacarosa al 30% (modificado de Nothinger, 1970), para obtenerlas por
flotacion, se usa mas sacarosa en comparacion, con la solucion empleada para
obtener las larvas de la cepa D. melanogaster, ya que el medio es mas denso.
Una vez obtenidas todas las larvas fueron repartidas en los viales con el

compuesto.
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Para cada concentracion se prepararon tres tubos homeopaticos de vidrio de 2 cm
de diametro, cada uno conteniendo un gramo de medio instantaneo Carolina
(Carolina Biological Supli Compaly, Burlington, NC) y 3.5ml de la solucién a probar

0 de agua destilada.

Con una espatula, se agregaron aproximadamente 100 larvas por tubo y se le
coloco un tapon de hule espuma. Los organismos permanecen en los tubos hasta
que los adultos emergen (Fig. 12). Se recuperaron los organismos de cada

concentracion y se reviso por separado cada vial.

>

0 ii 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 30ws ____ . Periodo de exposicion

,l;E;\E — Perindo de Punacién

i

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 36Chrs

Fig. 12. Tiempo de exosicién de la NDMA con respecto al ciclo de vida de las cepas;
A) D. melanogaster; B) D. mulleri.

Los adultos recobrados en cada tubo fueron anestesiados, separados por sexo y
fueron cuantificados para obtener el indice de sobrevivencia (IS), asi como la
proporcion de sexos. Estas pruebas se utilizan para medir la toxicidad asi como la

susceptibilidad del modelo con respecto a la exposicion del compuesto.
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Fig. 13 Cuantificacion de los organismos recuperados después de la exposicion.
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Se revisdé la morfologia de cada mosca para identificar la presencia de
malformaciones en cabeza, térax, abdomen y placa. Para D. mulleri ademas de
alteraciones generales se revisaron las génadas (las cuales son evidentes a través

de la cuticula del organismo y se registra si presentan 0, 1, 2 gbnadas).

Para evaluar la fertilidad y el promedio de hijos por macho tratado, se
seleccionaron diez machos al azar por experimento, los cuales fueron colocados
de manera individual en tubos homeopaticos con el medio de cultivo y dos
hembras virgenes no tratadas de la linea correspondiente; para cada
concentracion se siembran 10 tubos, El resto de los organismos fueron

conservados en tubos de polipropileno utilizando alcohol al 70% como fijador.

Los machos tratados y las hembras no tratadas se dejaron durante tres dias para
D. melanogaster y cinco dias para D. mulleri (Fig. 14), después de lo cual se
retiraron los progenitores y los tubos se conservaron para cuantificar la progenie
producida por los machos por concentracion. Los machos progenitores fueron

analizados para determinar si presentaban 0, 1 6 2 gonadas.
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Fig 14.0Obtencion de la progenie de los machos tratados a diferentes concentraciones de
NDMA, con hembras virgenes, de cada cepa respectivamente.

Una vez obtenida la progenie los organismos se fijaron en alcohol al 70% para su

cuantificacion. Para cada macho se registra el total de los organismos recobrados

por tubo y se clasifican por sexo (Fig. 15).
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Fig. 15 Cuantificacion de la progenie por macho tratado, para cada cepa

Analisis de resultados

Para el analisis de los indices de Sobrevivencia (IS), al igual que para la
proporcion de sexos, se hizo una comparacion dentro de cada cepa, entre las
concentraciones para cada cepa, asi como también se compararon entre las
cepas; en estos analisis utilizé la prueba estadistica de ANOVA de dos vias con el
programa de computadora Graph pad prism Version 4. Para el indice de fertilidad
se aplicé Z para proporciones y para hacer una correlacion de la fertilidad entre las
cepas se realizd la prueba de correlacion de Spearman. Para analizar los datos
del promedio de hijos por macho se realizé también una ANOVA de dos vias con
el programa de computadora Graph pad prism Version 4. Para comparar la
frecuencia de ginandromorfos en las series experimentales y la testigo se utilizé la

prueba de Kastenbaum- Bowman (1966).
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6 RESULTADOS

Para un mejor analisis de los resultados este trabajo se dividié en dos fases. En la
primera parte se analizo la toxicidad y la susceptibilidad del modelo con respecto a
la NDMA; y la segunda fase consistio en el analisis de la funcion reproductora de
los machos tratados con este compuesto. En la segunda parte también se analizé

la presencia y ausencia de gbénadas en la cepa D. mulleri.

Los resultados obtenidos para medir el IS de los organismos recuperados de

ambas cepas, después de haberlos expuesto a NDMA, se muestran en la Tabla 1.

El analisis muestra que existen diferencias significativas en el IS (p< 0.05), entre

D. melanogastery D. mulleri (Graf. 1).

El analisis por cepa, indica que para D. melanogaster no existe diferencia
significativa entre las concentraciones (p> 0.05) con respecto a su testigo (Graf. 3);
y para D. mulleri indicé que si existe diferencia de las concentraciones con
respecto de su testigo (p< 0.001), esto a partir de las concentraciones 0.000076,
0.0006, 0.0049, 0.0391, 0.078, 0.156, 0.234, 0.3125, 0.625, 1.25y 5 uM (Graf. 4).

El compuesto tuvo un efecto letal para D. melanogaster a partir de la
concentracion 5 pM, mientras que para D. mulleri el efecto letal se presenta a
partir de la concentracion 0.234 pM, donde la pérdida de organismos fue de mas

del 90% con respecto del testigo.

45



Tabla 1. indice de sobrevivencia de D. mulleri y D. melanogaster.

D. melanogaster D. muller: Diferencias
Concentracién IS £ ee ISt ee entre cepas
0 1.00 *  0.00 1.00 + 0.00
0.0000012 063 + 0.1 0.96 + 0.09 **
0.000004:8 064 t+ 023 0.98 £ 0.09 fakd
0.000019 083 t+ 041 0.74 + 0.08 fad
0.000076 0.76  * 0.24 0.68 t 017 Hk
0.0006 089 * 0.6 0.66 + 0.07 **
0.0049 082 *+ 0.17 0.53 + 0.06 fakd
0.0891 075 +  0.12 0.39 + 0.03 ad
0.078 0.61 + 0.14 0.35 + 0.02 *k
0.156 095 * 0.28 0.20 + 0.08 Hk
0.234 069 * 0.12 0.08 + 0.06 **
0.3125 085 + 0.7 0.01 + 001 *¥
0.625 0.71 + 0.10 0.00 + 0.00 Hk
5 000 *  0.00 0.00 + 0.00

** p< 0.05, hay diferencia significativa entre los valores del IS de las cepas

Indice de Sobrevivencia

*, p< 0.05, hay diferencia significativa de la concentracién con respecto a su testigo para D. mulleri
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Graf. 1. indice de Sobrevivencia de D. mulleri y D. melanogaster, tratados con NDMA
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Se determind la proporcion de los sexos en D. melanogaster y en D. mulleri (Tabla
2), en donde se observé que no hay diferencias significativas entre las cepas
(p>0.05), pero si se observaron diferencias significativas entre las concentraciones
de las cepas con respecto a su testigo, (Graf 2); los datos por cada cepa muestran
que en D. melanogaster no existen diferencias en la proporcién de los sexos por
concentracion (p>0.05) (Graf. 3); mientras que en D. mulleri la diferencia si es
significativa entre sus concentraciones con respecto de su testigo (p< 0.001).
(Graf. 4). Esto para las concentraciones de 0.0049, 0.0391, 0.078, 0.156, 0.234, y
0.3125 pM.

Tabla 2. Proporcion sexual D. mulleri y D. melanogaster.

D. melanogaster D. muller: Diferencias
Concentracién  Prop. de sexos + e.e. Prop. de sexos + e.e. entre [ ]
0 049 £  0.00 0.51 + 0.04
0.0000012 050 * 001 0.56 + 0.03 *k
0.000004:8 0.44 =+ 0.05 0.57 + 0.02 al
0.000019 051 +* 008 0.55 + 0.02
0.000076 049 *  0.04 0.41 + 0.10
0.0006 051 = 001 0.54 + 0.02
0.0049 048 £  0.00 0.56 + 0.02 *k
0.0391 0.50 =+ 0.01 0.62 + 0.04 al
0.078 041 *  0.04 0.42 + 0.08
0.156 0.56 £ 0.09 0.44 + 0.04 *k
0.284 050 *  0.04 0.28 + 0.15 *x
0.3125 049 =+ 0.01 0.17 + 0.12 *%
0.625 043 £ 007 0.00 + 0.00 Hok
5 000 * 0.0 0.00 + 0.00

** p< 0.001, hay diferencia significativa entre las concentraciones de la cepa D. mulleri.
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Graf. 2. Proporcion sexual D. mulleri y D. melanogaster.
p> 0.05, No hay diferencia significativa entre los valores de la proporcién de sexos entre las dos cepas.
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Graf. 4 indice de sobrevivencia y proporcién de sexos de D. mulleri expuestas a NDMA
p< 0.001

Mientras se realizaba el andlisis para el indice de sobrevivencia, asi como, para la
proporcion de sexos, se observaron, diferentes alteraciones morfoldgicas en las
dos cepas, tanto machos como hembras, sin embargo estas alteraciones fueron

mas evidentes en D. mulleri, en donde se encontraron alteraciones a nivel de

placa genital, en las diferentes concentraciones (Fig. 16).

Fig. 16. Alteraciones a Nivel de Placa Genital para D. mulleri
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Para la segunda parte del trabajo se realizaron cruzas de los machos que fueron
expuestos a la NDMA, con hembras virgenes, de su misma cepa y se obtuvo la
progenie, se analizé el indice de fertilidad por cada macho de cada concentracion
(Graf.5). Asi como también se obtuvieron resultados acerca de cuantos hijos en

promedio tuvo cada macho en esta segunda parte.

El indice de fertilidad se obtuvo con la relacion de cuantos machos si tuvieron
progenie entre los machos totales que fueron sembrados por concentracion; para

cada cepa (Tabla 3y 4).

Para D. melanogaster se sembraron 20 machos por cada concentracion (Tabla 3);
para el analisis estadistico de este indice se realiz6 una Z para proporciones, la
cual indica que si hay diferencia significativa para todas las concentraciones con

respecto a su testigo (Graf. 5).

Tabla 3. indice de Fertilidad de machos D. melanogaster, tratados con NDMA.

Concentraciéon . Fertilidad

0 0.7
0.0000012 |* 0.45
0.0000048 |* 0.45

0.000019  |* 0.5

0.000076  |* 0.4
0.0006 * 0.5
0.0049 * 0.35

0.0391 * 0.55
0.078 * 0.4
0.156 * 0.4
0.234 * 03
0.3125 * 0.3
0.625 * 0.4
* p<0.05

50



==®-- inidice de fertilidad de D. melanogaster

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

________

Indice de Fertilidad

0.4

0.3

0.2

0.1

0
0.000001

0.00001 0.0001 0.001 0.01 0.1

Graf. 5. indice de Fertilidad de los machos D. melanogaster tratados con NDMA.
p< 0.05

Para D. mulleri, se sembraron como maximo 40 machos (en el testigo), es

importante establecer que no en todas las concentraciones se pudo sembrar este

numero de machos debido a la toxicidad del compuesto.

El analisis de estos resultados se realizé con la frecuencia de cuantos machos

habian tenido hijos entre el total de machos sembrados en cada concentracion,

como se observa en la Tabla 4, la frecuencia en el indice de fertilidad se comporta

siempre por debajo del testigo el cual, tiene un valor de 0.85, siendo 0.156 pM la

concentracion mas baja con un valor de 0.11; para el andlisis estadistico se realizo

la prueba de Z para proporciones, dando una respuesta significativa para todas las

concentraciones con respecto del testigo, con una p< 0.001.
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Tabla 4. indice de Fertilidad de machos D. mulleri, tratados con NDMA.

Concentraciéon 1. Fertilidad
0 0.85
0.0000012 * 0.27
0.000004:8 * 0.17
0.000019 * 0.30
0.000076 * 0.41
0.0006 * 0.30
0.0049 * 0.28
0.0391 * 0.23
0.078 * 0.30
0.156 * 0.11
0.284 * 0.19
0.3125 * 0.00
0.625 0.00
1.125 0.00
5 0.00
*, p< 0.001
100 --#-- [ndice de Fertilidad de D. mulleri
0.90
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0.80
0.70
0.60
0.50
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Graf. 6. indice de Fertilidad de los machos D. mulleri, tratados con NDMA.

p< 0.001
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Se realiz6 la correlacion de Spearman para determinar si entre las cepas, existia
una correlacién entre las cepas; en la comparacion del indice de fertilidad de

ambas cepas (Graf 7); mostrando que si existe correlacion entre los indice de
fertilidad (p< 0.001).
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Graf 7. Indice de fertilidad, para las cepas D. mulleri y D. melanogaster.
p< 0.001; para D. mulleri,

p< 0.05; para D. melanogaster

Se obtuvo el total de los hijos de todos los machos (ambas cepas), sembrados, se

presentan en graficas (Graf. 9 y Graf. 12, respectivamente), donde no se observan
diferencias significativas entre el total de progenie entre las cepas.

La progenie obtenida de los machos D. melanogaster expuestos a NDMA (Graf.

8), no muestra diferencias significativas (p>0.05) en cuanto al numero total de
hijos por concentracion con respecto del testigo.
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Graf. 9. Numero de hijos totales de los machos D. melanogaster, tratados con NDMA,

Para cada cepa se obtuvo el numero de hijos promedio de los machos fértiles (D.

melanogaster, Tabla 5), para obtener un rango de hijos por macho en cada

concentracion y poder relacionarlos con el indice de fertilidad (Graf. 10); se realizo

una correlacion de Spearman, la cual indicé que si hay correlacion entre la

fertilidad de los machos con el numero de hijos por cada uno de ellos.

Tabla 5. Hijos promedio por macho D. melanogaster, tratado con NDMA.

Concentracion

hijos/macho * e.e.

(6] 28.35 * 3.24
0.0000012 19.44 *+ 1.94
0.000004:8 16.33 =+ 2.69
0.000019 1890 =+ 1.81
0.000076 26.00 * 3.24

0.0006 32.90 * 2.90
0.0049 37.29 * 7.04
0.0391 29.55 * 3.18
0.078 39.50 * 4.71

0.156 26.63 +t 4.28

0.234 24.50 * 4.02

0.3125 25.33 * 3.85
0.625 19.38 =+ 2.99

1.125 0.00 £ 0.00

5 0.00 £ 0.00
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Graf. 10. Correlacién del indice de Fertilidad con el promedio de los hijos por macho D.
melanogaster, tratado con NDMA
*, p>0.05, si hay una correlacion entre la fertilidad de los machos y la progenie

El promedio de los hijos por macho tratado para la cepa D. melanogaster no

presento diferencia significativa, con respecto a su testigo (Tabla 5).

La proporcion de los sexos de los hijos de machos D. melanogaster (tabla 6), no

indica diferencias significativas con respecto a las concentraciones, es decir, no

hay cambios en el indice sexual de la progenie, se comporta de una manera

similar al testigo (Graf. 11).
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Proporcién de Sexos

Tabla 6. Proporcion de los sexos de la progenie de machos D. melanogaster, tratados con NDMA

1.00

0.90

0.80

0.70

0.60

0.50 1

0.40 1

0.30 1

0.20 4

0.00 +

concentracion Hembras + e. e. Machos * e. e.
0 0.47 + 0.01 0.53 + 0.01
0.0000012 0.51 + 0.04 0.49 + 0.04
0.000004:8 0.44 + 0.05 0.56 + 0.05
0.000019 0.48 + 0.03 0.50 + 0.03
0.000076 0.50 * 0.04 0.50 + 0.04
0.0006 0.50 * 0.02 0.50 + 0.02
0.0049 0.48 + 0.04 0.52 + 0.04
0.0891 0.48 + 0.03 0.52 + 0.03
0.078 0.52 + 0.03 0.48 + 0.03
0.156 0.48 + 0.04 0.52 + 0.04
0.234 0.50 + 0.04 0.50 + 0.04
0.3125 0.48 * 0.04 0.52 + 0.04
0.625 0.47 * 0.05 0.53 + 0.05

*.p> 0.005, no hay diferencias significativas en la proporcién de sexos

B Hembras + e.e.

B Machos * e.e.

0.000001 0.0000012 0.0000048 0.000019 0.000076 0.0006 0.0049 0.0391 0.078 0.156 0.234 0.3125 0.625

Graf 11. Proporcion de sexos de la progenie de los machos D. melanogaster tratados con NDMA
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Se obtuvieron resultados de los hijos totales que hubo por cada macho y por cada

concentracion, en relacion a cada macho de D. mulleri, tratado con NDMA,

(Graf.12). Se observa que hay diferencias significativas entre la progenie de los
machos que fueron tratados con el testigo.
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g 70.0000012
- 0.0000048
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Graf 12. Hijos totales por cada macho D. mulleri, sembrado por cada concentracion.
*, p<0.05

Se obtuvo el promedio de los hijos por cada macho feértil de la cepa (Tabla 7), el

analisis estadistico muestra que no existen diferencias significativas (p> 0.05),

entre los promedios de las concentraciones. Después se hizo la relacion entre el

promedio de los hijos con el indice de fertilidad de estos machos, observando que
no hay una relacion entre los datos (p > 0.05) (Graf. 13).
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Hijos promedio

Tabla 7. Promedio de Hijos por macho D. mulleri por concentracion de NDMA

concentracién =~ Hijos/macho #e.e.
0 32.18 2.51
0.0000012 18.38 * 2.19
0.000004:8 21.40 = 3.88
0.000019 21.78 % 4.38
0.000076 30.31 3.53
0.0006 30.75 * 2.89
0.0049 24.56 * 4.08
0.0391 27.78 * 4.05
0.078 24.33 % 2.67
0.156 28.67 = 4.48
0.234 7.838 % 1.67
0.8125 0.00 £ 0.00
0.625 0.00 £ 0.00
1.25 0.00 £ 0.00
5 0.00 + 0.00
p > 0.05
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Graf. 13. Relacion del indice de Fertilidad con el promedio de los hijos por macho D. mulleri,
tratado con NDMA
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Proporcion de sexos
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Se obtuvo la proporcion de los sexos (Graf. 14) del promedio de los hijos, el
analisis muestra diferencias significativas entre el género de la progenie (p< 0.05),
asi como diferencias significativas entre la distribucion del sexo por concentracion
(p< 0.001); (Tabla 8).

Tabla 8. Proporcion de los sexos de la progenie de machos D. mulleri tratados con NDMA

Concentracién * Hembras * e. e. * Machos *e.e.
0 047 * 0.01 0.53 * 0.01
0.0000012 *¥* 046 0.04 |** o054 = 0.04
0.0000048 *¥* 049 005 |** o051 = 0.05
0.000019 *¥* 048 003 |** o057 = 0.03
0.000076 *¥* 048 002 |** o052 = 0.02
0.0006 *¥* 050 002 |** o050 = 0.02
0.0049 ¥* 045 005 |** o055 = 0.05
0.0391 ¥* 051 007 |** o049 = 0.07
0.078 *¥* 045 003 |** o055 = 0.03
0.156 *¥* 049 0.05 |** o051 = 0.05
0.234 *¥* 038 009 |** o062 = 0.09
0.3125 ** 000 000 |** o000 = 0.00

*p< 0.05 **, p< 0.001

B Hembras * e. e.

B Machos = e. e.

0.000001 0.0000012 0.0000048 0.000019 0.000076 0.0006 0.0049 0.0391 0.078 0.156 0.234 0.3125
[
Graf. 14. Proporcion de sexos de la progenie de los machos D. mulleri, tratados con NDMA.
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A partir de este punto el analisis de los datos sélo fueron para la cepa D. mulleri,
donde se realizé un analisis detallado de los machos tratados.

Los datos del analisis morfolégico muestran que para el testigo todos los machos
presentan ambas godnadas, sin embargo en las demas concentraciones se
presentd un fendmeno visible, donde los organismos presentaban cero, una o dos
gonadas (Tabla 9). Fenbmeno conocido como ginandromorfos, En las figura 17 y

Figura 18, podemos observar ejemplos de este tipo de mosaicos.

Fig. 18 Ginandromorfos de D. mulleri.
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Tabla 9. Presencia-ausencia de génadas de machos D. mulleri, tratados con NDMA
Machos D. mulleri, tratados con NDMA

Concentracién *%0 gonadas * e. e. *% 1 génada + e. e. 2 génadas = e. e.
0.000001 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 1.00 + 0.00
0.0000012 0.80 + 0.85 0.50 + 1.19 0.23 + 0.638
0.000004:8 0.47 + 1.03 0.67 + 1.31 0.20 + 0.48
0.000019 0.47 + 0.95 0.53 + 0.95 0.30 + 0.71
0.000076 0.41 + 0.75 0.47 + 0.71 0.34 + 0.87
0.0006 0.30 + 0.41 0.38 + 0.48 0.23 + 0.96
0.0049 0.20 + 0.25 0.43 + 0.65 0.13 + 0.50
0.0391 0.23 + 0.48 0.38 + 0.48 0.15 + 0.25
0.078 0.27 + 0.82 0.50 + 1.25 0.23 + 0.75
0.156 0.41 + 0.95 0.48 + 1.11 0.11 + 0.48
0.234 0.19 + 0.87 0.25 + 0.75 0.13 + 0.50
0.3125 0.60 + 0.48 * 0.4 + 0.50 0.00 + 0.00
0.625 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00

* p< 0.05; **, p< 0.001

Estadisticamente, se muestra diferencias significativas entre los individuos
tratados con NDMA (p< 0.001), esto solo comparando los grupos de machos con
una y dos gonadas, también es significativo cuando se comparé para aquellos

organismos que no tuvieron gonadas. (Graf. 15).

m(Ogdénadas Mlgénada M 2gbnadas
45

40

35

30

25

20

Numero de moscas

0.000001 0.0000012 0.0000048 0.000019 0.000076 0.0006 0.0049 0.0391 0.078 0.156 0.234 0.3125 0.625

[
Graf 15. “Machos”; Ginandromorfos de D. mulleri, tratados con NDMA, distribuidos por su nimero
de génadas., p< 0.05; **, p< 0.001
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La progenie se distribuyd, asignando el numero de hijos por cada macho y por
numero de gonadas (Graf. 16). Es claro ver que aquello organismos que no
presentaron goénadas no fueron fértiles, por lo tanto no tienen progenie; la

presencia de estos organismos se da en casi todas las concentraciones.
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Graf 16. Progenie de machos tratados D. mulleri, con diferente nimero de génadas.
** p<0.01.

Se realizé el analisis de forma separada, para medir cuantos machos de dos
gonadas y cuantos machos de una génada habian tenido progenie. Los analisis

estadisticos muestran diferencias significativas (p< 0.01), entre la progenie de los
machos con dos génadas y con los de una génada (Graf. 16).
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En la grafica 17, se observa que el numero de machos es significativamente
menor al testigo, asi como la progenie de estos machos es menor, existen
diferencias significativas entre el nimero de hijos totales por cada concentracion
con respecto del testigo, y también se muestran diferencias significativas entre el

numero de hijos por cada macho con respecto del testigo.

También se muestra la distribucion de los géneros, por cada concentracion; la cual

no muestra diferencia significativa con respecto al testigo.

0.0000012

0.0000048
0.000019
0.000076

[]

S 0.156

Graf. 17. Hijos totales de machos D. mulleri, tratados con NDMA con dos génadas
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Proporcién de Sexos

0.9

0.8

0.7

La proporcion de sexos de la progenie de machos con dos gonadas muestra
diferencias significativas en las concentraciones de 0.000019, 0.0391, 0.156 vy
0.234 uM (p< 0.05), (Graf. 18).

® Hembras * e. e.

B Machos + e. e.

NI

0.0000001 0.0000012 0.0000048 0.000019 0.000076 0.0006 0.0049 0.0391 0.078 0.234

Graf. 18. Proporcion de sexos de hijos de machos D. mulleri, con dos gonadas.

La distribucion para los hijos de machos con una sola génada, no se puede
compara con respecto del testigo puesto que este fendmeno no se presenta en el
control. Sin embargo entre las concentraciones de los machos con solo una

gonada, si muestran diferencias significativas (p< 0.05). (Graf 19).
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Graf. 19. Hijos totales de machos D. mulleri, con una sola génada.

La proporcion de los sexos de los hijos de machos con una gdénada, muestran

diferencias significativas entre todas las concentraciones con respecto a su testigo

(p< 0.05) (Graf 20).

E Hembras+te. e.

M Machos te. e.

0.9

Proporcion de Sexos

0.0006 0.0049 0.0891 0.078 0.156

0.0000012 0.0000048 0.000019 0.000076
Graf. 20. Proporcion sexual de hijos de machos D. mulleri con una génada
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7. DISCUSION

Los quimicos ambientales a través de sus efectos en la funcion de diferentes
mecanismos son responsables de un gran numero de anormalidades, tanto en el
desarrollo como en el ambito de la reproduccidn, en un amplio rango de especies
silvestres desde invertebrados, peces, aves, reptiles, y mamiferos incluyendo al

humano (Cooper y Kavlock, 1997).

Algunos agentes ambientales tienen como blanco de acciébn a los organos
ocasionandoles una posible pérdida de funcién, en respuesta a exposiciones por
periodos criticos del desarrollo. Ademas de que la complejidad de diferentes
procesos celulares, que juegan un papel importante en la regulacion de la
diferenciacion en etapas tempranas también se ven alterados por efectos de los
toxicos especialmente en desarrollo de los organismos (Cooper y Kavlock, 1997,
Solomon y Schettler, 2000).

Se ha reportado que la exposicion de NDMA en D. melanogaster afecta el indice
de sobrevivencia asi como la proporcién de los sexos, con lo cual se sugiere que
el efecto del compuesto se inclina hacia un género, dando como respuesta la
pérdida de los organismos, sin embargo no existe pérdida evidente de la poblacion
recobrada (Ramos, 2006). Reporta también que el NDMA afecta el indice de
sobrevivencia y la proporcion de los sexos, en D. melanogaster es decir el
compuesto altera el numero de organismos recuperados por cada concentracion,

sin embargo, cuando se analiza la proporcion de los sexos, ésta se ve favorecida
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hacia los machos aunque tedricamente se espera una disminucion de ambos

SeXxos.

En este trabajo se reportan efectos similares en ambas cepas (D. melanogaster,
D. mulleri), siendo D. mulleri un organismo mas sensible ante la exposicion de

NDMA; estos efectos se reflejan en el indice de sobrevivencia.

Este comportamiento se observa porque D. mulleri, responde a partir de las
concentraciones mas bajas, comportandose siempre por debajo de su testigo.
Aunque para D. melanogaster las concentraciones mas bajas son las mas criticas

para estos organismos, es decir, donde se recuperan menos organismos.

El tratamiento con este compuesto también indicé que la concentracion letal para
ambos organismos es diferente, siendo 0.625 uyM una concentracion letal para D.
mulleri; mientras que para D. melanogaster la concentracion letal esta por arriba
de 5 uM

De manera regular la distribucion de los sexos que se espera es aproximadamente
una relacion de 50:50 dentro de una poblacion no expuesta (Deshpande et al.,
1995), sin embargo cuando hay una alteracidon, dada por una exposicion de algun
agente externo, se esperaria que disminuyera la poblacién pero manteniendo
algun equilibrio entre los sexos, sin embargo se ha observado para D.
melanogaster que esta relacién se ve afectada, inclinandose por uno de los dos

geéneros (Ramos, 2006).

En este caso el indice sexual se comporta de manera similar cuando se comparan
ambas cepas, sin embargo, cuanto se hace la relacion entre las concentraciones
por cada cepa, los analisis muestran que en D. melanogaster no hay variacion
significativa entre el numero de machos recuperados por concentracion con

respecto de su testigo, mientras que para D. mulleri se observa que el indice de
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machos en la mayoria de las concentraciones se encuentran por arriba del testigo,
excepto 0.000076 pM y a partir de 0.156 uM.

Estos efectos se han observado con compuestos ambientales que tienen efecto de
masculinizar o feminizar a los organismos expuestos (McLaughlin y Dixon, 1977;
Gellert, 1978; Gray et al., 1985), observando cambios a nivel de desarrollo del
tracto reproductor, alteracion de los ciclos biolégicos de los organismos.
Desencadenando una variacién en las poblaciones expuestas y también una
disminucion de organismos en las siguientes generaciones (Cooper y Kavlock,
1997).

Son muchos los organismos silvestres que al estar expuestos a compuestos
quimicos (ya sea de origen natural 6 antropogénico), se ven alterados de manera
permanente tanto en la diferenciacion, el desarrollo y la fisiologia del tracto
reproductor; este tipo de alteraciones se reportan para insectos, anfibios, reptiles,
aves, peces y mamiferos incluyendo al ser humano (Herbst et al., 1971; Gill et al.,
1979; Fry y Toone, 1981; Crew et al., 1995; Guillette et al., 1995a, b).

Por lo tanto el analisis del indice sexual en poblaciones expuestas a compuestos
quimicos, muestra relevancia, ya que de manera preliminar se explica la variacién
que estas tienen entre los géneros, y también explica la existencia de organismos
pseudohermafroditas, o de organismos que presentan caracteristicas de ambos

sexos, debido a la exposicion.

En este trabajo se sugiere que en la progenie de los machos tratados, en algunos
embriones femeninos se inactivd o perdié uno de los cromosomas sexuales por lo
que a partir de la pérdida, ésta se amplifica mitéticamente. En insectos como D.
melanogaster cada célula expresa un fenotipo que depende de su genotipo de
manera independiente del resto de las células vecinas (Garcia-Bellido y Merriam,
1971). Aunque no es significativa la variacion en la proporciéon de sexos para

ambas cepas, la aparicion de ginandromorfos en D. mulleri, explica la existencia
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de mas machos en la proporcion de sexos. Se sugiere también que estos machos
que en un principio de su desarrollo eran hembras no son Vviables

reproductivamente.

La determinacion del sexo en D. melanogaster se da a través de un equilibrio
entre los cromosomas sexuales y los autosémicos (2X: 2A), sin embargo cuando
este equilibrio se rompe, alteran el numero de cromosomas X funcionales, el
mecanismo de determinacion hacia la hembra se interrumpe, expresando la
cascada preprogramada de determinacidon sexual, es decir, la correspondiente al
macho (Deshpande et al., 1995).

La aparicion de mosaicos debido a la pérdida de funcién de los mecanismos de
determinacion, se expresa en D. melanogaster en forma de organismos con
caracteristicas de ambos sexos, los Ginandromorfos, sin embargo la aparicion de
estos organismos a veces no es evidente porque el efecto puede ser a nivel

interno (Tsuchiyama et al., 1978).

Los organismos ginandromorfos de D. melanogaster han sido utilizados para el
estudio del comportamiento sexual de la especie, principalmente para el
comportamiento del cortejo de los machos hacia las hembras (Szabad y Fajszi,
1982). Por otro lado el estudio de la funcion reproductiva, en organismos
expuestos a agentes quimicos, muestra que se ve afectada en cuanto al peso de
las génadas, asi como los niveles de produccién de ovocitos y espermatozoides
(Price y Fenwick, 1985; Van Der Kraak et al., 1992).

Si durante la diferenciacion, y el desarrollo de estos organismos se les induce con
un agente externo se puede evaluar el posible daino ambiental; estos eventos
aunque se dan pocos en la naturaleza, si se inducen por algun compuesto
alquilante o que produzca alguna pérdida de funcidn de aquellos genes que

regulan la cascada de genes de la determinacion de los organismos, es muy
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posible que se altere el indice sexual de las poblaciones, comprometiendo también

la permanencia de esa poblacion.

Se ha mostrado que la NDMA afecta a D. melanogaster a nivel reproductivo
(Ramos P., 2006), sin embargo el andlisis de D. melanogaster a ese nivel solo
podria ser posible analizando a su progenie y si se quiere comprobar la falla del
desarrollo gonadal de estos organismos se tendrian que hacer disecciones y este
punto abarcaria mucho tiempo, y no se podria hacer ningun otro estudio con el

mismo porque es una técnica invasiva.

D. mulleri por sus caracteristicas morfologicas, simplifica este paso, ya que por el
tamafo de sus gonadas y por el color de las mismas es facil distinguir entre un
macho y una hembra. Por lo que ademas de los datos que ya se obtienen con D.
melanogaster, ahora podemos obtener un dato mas acerca de la pérdida de
funcion y compararla con la ausencia o presencia de las gonadas de los machos;

asi como, la aparicion de organismos ginandromorfos.

La toxicidad de los compuestos ademas de comprometer la sobrevivencia y la
fluctuacion de los organismos, también tiene efecto a otros niveles; en el caso del
desarrollo, asi como el de la reproduccion de estos organismos sufren alteraciones
en los procesos fisioldgicos relacionados con la diferenciacion, la maduracion
sexual, la produccién de gametos, la fertilizacion y la segregacién de las siguientes

generaciones (Repetto 1997).

El indice de fertilidad para D. melanogaster mostro valores por abajo del testigo, lo
que nos esta indicando que el compuesto en todas sus concentraciones altera y

disminuye la capacidad de fertilidad de los machos tratados.

EL indice de fertilidad de D. mulleri mostré que las frecuencias de hijos en las

distintas concentraciones se encuentran por debajo del testigo en mas del 50%, de
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su capacidad reproductora por lo tanto el compuesto compromete la fertilidad de
estos organismos. Comparando estos resultados con los de la proporcion de
sexos de la cepa, observamos que los machos mas prolificos fueron aquellos
donde en su concentracidn se recuperaron menos machos, teniendo una
respuesta similar a la de D. melanogaster. Es decir entre las cepas existe una
correlacion con respecto a la respuesta del indice de fertilidad. Solo existe una
tendencia que a mayor concentracion D. mulleri pierde totalmente su capacidad

reproductora.

Esto sugiere que hay un efecto en la disminucién de la siguiente generacion
debido a una masculinizacion de las hembras, relacionado con las

concentraciones a las que fueron expuestos estos organismos.

Se ha reportado que la exposicién a diferentes compuestos altera la calidad, la
produccién, asi como la eficiencia de gametos femeninos y masculinos en ciertas
especies; lo que provoca anormalidades en las siguientes generaciones que van
desde una disminucién en el numero de la progenie hasta la ausencia total de la

misma; es decir, los organismo expuestos son infértiles (Gupta, 2000).

De los hijos totales recuperados de la cruza de los machos tratados D.
melanogaster, podemos observar que la curva se comporta de manera constante
con respecto del testigo; este analisis muestra la progenie de todos los machos
tratados por concentracion sin embargo el analisis de hijos totales por macho si

muestra variacion.

De los hijos totales recuperados de la cruza de los machos tratados D. mulleri,
podemos observar una diferencia importante tanto en el numero de hijos por
concentracion asi como el numero de hijos por macho, lo que muestra el dafo y la
sensibilidad de D. mulleri ante el compuesto, alterando la progenie de estos

machos expuestos.
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Los machos tratados con NDMA, de la cepa D. mulleri, que se cruzaron con
hembras virgenes, fueron analizados y se separaron por numero de génadas (0, 1,
2 gobnadas). La relacion de estas alteraciones con respecto al testigo es muy
evidente puesto que en el testigo no se presentaron organismos con alteraciones

a nivel de las génadas.

Es probable que los ginandromorfos, obtenidos sean productos de la pérdida de
cromosoma o de la pérdida de funcién en organismos originalmente hembras,

debido a la exposicion de la NDMA.

De manera mas interesante los datos indican que la aparicién de organismos con
una gonada puede tener dos origenes diferentes; el primero que las larvas
machos expuestas a NDMA sufrieron alteraciones en el tracto reproductor. Por
otro lado que larvas hembras expuestas al compuesto, hayan sufrido dafio a nivel
de la diferenciacién y del desarrollo del tracto reproductor, es decir, que se haya
presentado pérdida de la funcién, alterando el equilibrio y desencadenando la
formacion fenotipica de un macho, es decir, presentaron masculinizacion como

consecuencia de la exposicion al compuesto durante su desarrollo.

Por lo tanto D. mulleri es un organismo que puede incorporarse en el analisis de
las alteraciones causadas por compuestos a nivel del desarrollo y de la
diferenciacion del sexo, asi como el efecto en la siguiente generacion, lo que
complementa la informacion acerca del potencial genotoxico de los compuestos en

estudio.
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CONCLUSION

Existen diferencias significativas en el indice de sobrevivencia entre las
cepas, por lo tanto se sugiere que D. mulleri es un organismo mas sensible

que D. melanogaster.

No existen diferencias en la proporcion de sexos de las cepas, por lo que la

respuesta ante el compuesto es similar para los géneros de ambas cepas.

o Existen diferencias significativas en la proporcion de sexos entre las

concentraciones por cada cepa.

En ambas cepas existen diferencias significativas con respecto al indice de

Fertilidad de los organismos tratados con respecto de su testigo.

o Existe correlacion entre los indices de fertilidad de ambas cepas.

El numero de hijos totales de machos tratados es menor significativamente

para cada cepa, con respecto del testigo.
La presencia o ausencia de gonadas en D. mulleri es un marcador que

sugiere la pérdida de funcion en algun punto en el desarrollo de los

organismos.
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