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RESUMEN 
 

 

Los cambios en el ambiente a lo largo de la vida de un organismo pueden alterar la calidad, 

cantidad y expresión de su material genético. No obstante, se ha estudiado poco acerca del 

impacto que comprende la exposición parental ante diversos agentes químicos, físicos y 

biológicos antes de la concepción, como un posible factor desencadenante de consecuencias 

perjudiciales en la descendencia, tanto a nivel germinal como somático. El uso de un modelo 

como Drosophila melanogaster es ideal debido a su fácil manipulación genética, alta 

plasticidad fenotípica que con frecuencia depende de factores ambientales y es posible 

establecer el efecto del compuesto que se esté investigando en una descendencia numerosa, 

así como hacer su seguimiento a través de múltiples generaciones en un corto periodo de 

tiempo. 

En este trabajo se tuvo como objetivo determinar el efecto de un compuesto genotóxico como 

el etil carbamato en la frecuencia de mutación somática y recombinación mitótica en las 

células somáticas de las alas de moscas expuestas y en su progenie no expuesta. La pérdida de 

heterocigosidad de los marcadores genéticos: mwh y  flr3 a lo largo del desarrollo larval, lleva 

a la formación de manchas mutantes en el contexto silvestre de las alas de las moscas adultas. 

Las cepas mwh,e/mwh,e  y flr3/In(3LR)TM3, eBdS se expusieron durante el estadio larval al etil 

carbamato, para después recobrar a los adultos y realizar tres sistemas de cruza: 1) Hembra 

Tratada X Macho Tratado, 2) Hembra Tratada X Macho No Tratado, 3) Hembra No Tratada X 

Macho Tratado; con la finalidad de determinar si se producía daño multigeneracional a nivel 

de las células somáticas de la descendencia transheterocigota (mwh, +/+, flr3) y evaluar si se 

presenta una contribución diferencial en la progenie según el origen parental de la 

exposición. Se evaluaron diferentes biomarcadores (Fecundidad, Fertilidad, Proporción 

Sexual) y la frecuencia de manchas inducidas en las alas, su tamaño (células/mancha) y la 

susceptibilidad del daño en la progenie (manchas/mosca), los dos últimos biomarcadores se 

compararon con los obtenidos en la cruza estándar.   

La fertilidad y fecundidad tuvieron diferentes respuestas en los tres tipos de cruza; cuando 

ambos padres fueron tratados hubo mayor fertilidad y fecundidad al igual que mayor 

frecuencia de mutación somática en comparación con su testigo y con las demás cruzas. Por 

otro lado, se encontró un efecto diferencial entre el origen parental de los gametos expuestos, 
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puesto que cuando el gameto materno fue expuesto, la fecundidad se mantuvo igual o menor 

que su testigo. Mientras que, cuando el gameto masculino fue expuesto, la fertilidad se mostró 

más perjudicada y hubo un significativo descenso en la frecuencia de mutación somática y 

recombinación mitótica. Esto se explicó por las diferentes aportaciones que realiza cada 

gameto al nuevo organismo y los particulares mecanismos de reparación implicados. 

 

Por lo anterior,  la exposición de los humanos a agentes genotòxicos es un factor importante a 

tomar en cuenta para el daño multigeneracional, ya que, si sus células germinales están 

dañadas y después ocurre la fertilización, las lesiones en el DNA de los gametos pueden no 

estar del todo reparadas o no correctamente y por consiguiente, las células somáticas del 

cigoto manifiestarán una mayor susceptibilidad a presentar inestabilidad genómica en sus 

distintos niveles, lo que podría explicar en parte, la aparición temprana de cáncer en la 

desendencia de los progenitores expuestos al agente genotóxico.   
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1. INTRODUCCIÓN 
 

1.1. Toxicología  

 

La toxicología es la ciencia que se ocupa de la detección, la composición química y la acción de 

agentes físicos o químicos, así como el efecto, el tratamiento, la ocurrencia y la prevención de 

sus efectos en los distintos organismos (Casarett et al., 2008). 

 

Uno de los objetivos relevantes en las ciencias biológicas y en la investigación biomédica es la 

evaluación de los riesgos potenciales que enfrentan los organismos ante dichos agentes y la 

determinación de los efectos biológicos a fin de establecer medidas preventivas para 

minimizar esta exposición o para adoptar medidas de protección a corto, mediano y largo 

plazo para la salud humana y   el ecosistema, en general (Gibson y Skett, 2001). 

 

Los factores biológicos intrínsecos que son determinantes en la toxicidad de un xenobiótico, 

además de sus propiedades inherentes incluyen: la duración de la exposición, la dosis 

administrada, la edad del organismo, asì como los procesos de absorción, distribución y 

eliminación en las células y en el individuo (Medinsky y Valentine, 2001; Filser, 2008). 

 

La mayoría de los xenobióticos que ingresan al organismo son lipofílicos, esto permite que 

penetren a través de las membranas lipídicas, sean transportados por lipoproteínas en la 

sangre y finalmente alcancen el órgano blanco; en ausencia de medios eficaces para la 

excreción constante de estos agentes químicos, éstos se acumularán hasta generar toxicidad o 

incluso la muerte del organismo (Gibson y Skett, 2001). 

 

Los seres vivos han desarrollado mecanismos excretores eficientes que incluyen una serie de 

procesos bioquímicos para convertir las sustancias químicas lipofílicas a productos 

hidrosolubles y ayudar en su excreción, estos procesos enzimáticos son reacciones de 

biotransformación de fase I y fase II.  

 

En las reacciones de fase I, las enzimas como las microoxigenasas y peroxidasas 

microsomales, oxidasas citosólicas y mitocondriales y enzimas hidrolíticas, se encargan de 

oxidar, reducir o hidrolizar al xenobiótico. Los citocromos P450 constituyen el sistema de 

enzimas más importante en las reacciones de la fase I (Guengerich, 2008). 
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Las enzimas del citocromo P450 y las reductasas están incrustadas en la matriz de 

fosfolípidos del retículo endoplásmico. La matriz de fosfolípidos es crucial para la actividad 

enzimática, ya que facilita la interacción entre ambas enzimas. En los vertebrados, las 

mayores concentraciones de citocromo P450 se encuentran en el hígado, sin embargo, 

también están presentes en pulmón, riñón, testículos, piel y el tracto gastrointestinal (Rendic, 

1997).  

 

Todas las enzimas del citocromo P450 comparten el grupo hemo, pero difieren en la 

estructura de la cadena polipeptídica, lo que les confiere una reacción metabólica específica 

(Ding y Kaminsky, 2003).  

 

La fase II del proceso de biotransformación, requiere de un conjunto de enzimas, la mayoría 

de ellas localizadas en el citoplasma, que catalizan reacciones de conjugación en las que 

compuestos de alta energía donan grupos polares a los metabolitos provenientes de la fase I 

con la finalidad de obtener compuestos más solubles (Dekant, 2009).  

 

El propósito general de las reacciones de biotransformación es la desintoxicación sin 

embargo, conforme a la estructura química del compuesto y de la enzima que cataliza la 

reacción, los xenobióticos se pueden transformar en metabolitos aún con un mayor potencial 

de toxicidad que el compuesto original, este proceso se denomina bioactivación (Filser, 2008; 

Dekant, 2009).  

 

La interacción del metabolito tóxico con macromoléculas inicia acontecimientos que 

finalmente pueden dar lugar a la muerte celular, cáncer, insuficiencia de órganos y otras 

manifestaciones de toxicidad. En la actualidad, la toxicología cuenta con una amplia variedad 

de disciplinas que se encargan de responder distintas cuestiones y particularidades que 

presenta cada compuesto, entre ellas la Toxicología Genética. 
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1.1.1.  Toxicología genética  

 

La Toxicología Genética se enfoca en el estudio de los agentes químicos, físicos y biológicos 

que interaccionan y pueden dañar el DNA y/o las proteínas asociadas a esta macromolécula 

en cualquiera de sus distintos niveles de compactación desde las bases nitrogenadas hasta la 

estructura cromosómica (Lodola y Stadler, 2011).  

 

Los agentes genotóxicos pueden inducir rupturas de las cadenas de DNA, cambios de las bases 

nitrogenadas o formar complejos entre el genotóxico y el DNA o las proteínas, lo que 

obstaculiza la organización y expresión de la información genética y puede generar 

alteraciones en el genoma (Alberts et al., 2011). 

 

Las alteraciones en el DNA se pueden clasificar en (Langie et al., 2015): 

a) mutaciones puntuales, es decir, cambios en una sola base nitrogenada, que puede generar 

la adición, pérdida o sustitución (transición o transversión) de una base y tener 

consecuencias a nivel transcripcional y/o traduccional.  

b) mutaciones estructurales como deleciones, inserciones, inversiones o translocaciones, 

suscitando amplificaciones de genes o rearreglos cromosómicos que podrían tener efectos en 

la replicación y transcripción. 

c) mutaciones numéricas, que se refiere a la adquisición o pérdida de cromosomas completos 

o segmentos de éstos (aneuploidías)  a causa de fallas en la segregación de los cromosomas.  

 

Por lo tanto, se han diseñado distintos ensayos in vitro e in vivo para detectar uno a más tipos 

de alteraciones genéticas, comprender los mecanismos de acción de los compuestos y las 

consecuencias biológicas en las células con el fin de identificar los riesgos a los que están 

expuestos los seres vivos. 

 

La toxicología genética también se encarga de determinar si un compuesto es o no  

carcinógeno y clasificarlo con base en la existencia de estudios realizados en humanos y/o 

animales que permiten establecer la existencia o sospecha de una relación causal entre la 

exposición al compuesto y la aparición de cáncer (Phillips y Arlt, 2009). 
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1.2. Cáncer e Inestabilidad genómica 

 

El cáncer es el resultado final de un proceso en el que un solo linaje clonal acumula de forma 

gradual mutaciones que otorgan a las células propiedades adaptativas y proliferativas como: 

1) autosuficiencia en señales de crecimiento, 2) insensibilidad a inhibidores del crecimiento, 

3) evasión de la muerte celular programada (apoptosis), 4) potencial replicativo ilimitado, 5) 

angiogénesis sostenida, 6) invasión de tejidos y metástasis, 7) vías metabólicas anormales y 

8) evasión del sistema inmune (Hanahan y Weinberg, 2011; Martincorena et al., 2017).  

 

El cáncer se caracteriza porque las células afectadas tienen una tasa de proliferación superior 

a la normal, por ese motivo es crucial descifrar los mecanismos iniciales de la transición hacia 

un estado maligno. Diversos autores plantean que la Inestabilidad Genómica (IG) es la fuerza 

motriz para la transformación de una célula normal a una célula precancerosa; la acumulación 

de subsiguientes alteraciones permitirá a algunas de las células adquirir diferentes 

propiedades distintivas de las células neoplásicas hasta un estado clínico disgnosticado como 

cáncer (Negrini et al., 2010; Loeb, 2011; Hanahan y Weinberg, 2011; Giam y Rancati, 2015). 

 

La IG se refiere al incremento en la propensión a adquirir alteraciones genéticas, abarcando 

desde cambios en un sólo nucleótido hasta todo el cromosoma y es consecuencia de las 

mutaciones que afectan distintas vías que regulan: i.- fidelidad de replicación del DNA, ii.- 

segregación cromosómica correcta en la mitosis, iii.- reparación eficiente del DNA a lo largo 

del ciclo celular, iv.- regulación de los puntos de control y progresión en el ciclo celular 

(Negrini et al., 2010; Shen, 2011; Aguilera y García-Muse, 2013; Pikor et al., 2013).  

 

Cabe destacar que la cantidad y los distintos tipos de IG (nucleotídica, microsatélites, 

cromosómica) pueden presentar en un mismo tumor, esto facilita que las poblaciones de 

células cancerosas se adapten a los microambientes fluctuantes que existen, lo cual 

contribuye a la heterogeneidad en un mismo tipo de cáncer (Merlo y Maley 2010; Lee et al., 

2011; Pikor et al., 2013). 
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1.3. Efecto multigeneracional  

 

Varios estudios se han centrado en el hecho de que la exposición parental a agentes químicos 

en la edad adulta puede incrementar la incidencia de infertilidad, abortos, malformaciones 

y/o enfermedades en la descendencia como el cáncer (Tomatis, 1994; Marchetti et al., 2007; 

ACOG, 2013). 

 

La evidencia más contundente se ha encontrado en la incidencia de leucemia infantil y la 

exposición de los padres a disolventes (Colt y Blair, 1998), pinturas y pesticidas (Wigle et al., 

2009; Van Maele-Fabry et al., 2010), así como el consumo de alcohol y de cigarro (Ji et al., 

1997; MacArthur et al., 2008) y la exposición a solventes e hidrocarburos aromáticos 

incrementaron los casos de tumores del sistema nervioso en la siguiente generación (Huoi et 

al., 2014; Spycher et al., 2017). 

 

Este fenómeno se denomina efecto multigeneracional, que se define como la transmisión de 

algún efecto a través de la línea germinal a la siguiente generación en ausencia de la 

exposición directa al factor estresante inicial (Skinner, 2008; Glen y Dubrova, 2012; Hanson y 

Skinner, 2016).  

 

A pesar de que los mecanismos moleculares implicados en el efecto multigeneracional no se 

conoce del todo, se tiene evidencia que los mecanismos de reparación actúan en diferentes 

momentos dependiendo de la célula germinal que se esté generando (espermatozoide u 

óvulo) (Ashwood y Edwards, 1996; Baarends et al., 2001; Olsen et al., 2005).  

 

Por otra parte, las células embrionarias contienen citoplasma con altos niveles de RNAm, 

proteínas, mitocondrias, ribosomas y otros organelos celulares que fueron proporcionados 

exclusivamanete de la via materna. Tambien presentan una fase G1 del ciclo celular corta, una 

rápida proliferación y son más propensas a activar casacadas de muerte celular en respuesta 

al daño en su genoma (Cervantes et al., 2002; Bloom et al., 2019).   

 

 

Otro aspecto que se debe tomar en consideración para explicar el efecto multigeneracional 

son las marcas epigenéticas que se establecen durante determinados periodos críticos en la 

vida fetal y neonatal (Langie et al., 2013; Bunkar et al., 2016). 
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Las marcas epigenéticas son aquellas que remodelan la condensación de la cromatina en 

ausencia de cualquier alteración en la secuencia del ADN tal como, la metilación de los sitios 

CpG en el ADN (ya sea hipometilación o hipermetilación), modificaciones postraduccionales 

en las colas N-terminal de las histonas (metilación, acetilación, fosforilación, ubiquitinación y 

sumoilación) y los distintos tipos de RNAs no codificantes  (RNAi, RNAncl, miRNA, siRNA, 

piRNA) (Bunkar et al., 2016). 

 

 Cada vez existe mayor evidencia de que la exposición de los progenitores a agentes químicos, 

disruptores endocrinos o su estilo de vida puede tener un impacto permanente en la 

estructura y función de los tejidos (fenotipo) de la siguiente generación (Langie et al., 2013) e 

incluso en generaciones subsecuentes (Fernandez-Twinn et al., 2015). 
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1.4. Características del Etil Carbamato  

 

El etil carbamato (EC) generalmente llamado uretano, es un etil éster de ácido carbámico. Su 

fórmula química es C3H7NO2 y su peso molecular es de 89.1 g/mol. Es un compuesto sólido en 

forma de cristales, de color blanco, sin olor, soluble en agua (1g/0.5 mL), etanol (1g/0.8 mL) y 

otros disolventes orgánicos (IARC, 2010). 

 

El EC se produce al reaccionar etanol con urea (Fig. 1), o por el calentamiento de nitrato de 

urea con etanol y nitrato de sodio (Budavari, 2001).  Es un compuesto ampliamente estudiado 

en distintos organismos y se considera un promutágeno de referencia porque la actividad 

metabólica de los organismos modifica y potencia su función genotóxica. 

 

La Agencia Internacional para la Investigación en Cáncer (IARC, por sus siglas en inglés) lo ha 

clasificado como un probable carcinógeno en humanos (grupo 2B), esto respaldado por 

experimentos en distintos modelos animales (IARC, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 1 Reacción química para la formación de etil carbamato  
(Modificado de Zimmerli y Schlatter, 1991). 
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1.4.1. Tipos de exposición y usos  

 

El EC se sintetizó en 1944 y se empleó comercialmente durante 30 años, teniendo una gran 

variedad de usos; para la fabricación de meprobamato, un relajante muscular y tranquilizante 

(desacelera la actividad del Sistema Nervioso Central) (Adams y Baron, 1965), en la 

preservación de tejidos de poliéster/algodón y como solvente en los acondicionadores para el 

cabello (Adams y Baron, 1965; IARC, 2010).  

  
En humanos, el EC se utilizó como co-disolvente de analgésicos insolubles en agua utilizados 

para el dolor post-operatorio (Nomura, 1975), como agente anti-neoplásico de varios tipos de 

cáncer en dosis de hasta 3 g/día para mieloma múltiple (Paterson et al., 1946; Hirschboeck et 

al., 1948). Actualmente el uso del EC está restringido como anestésico para animales de 

laboratorio (Hara y Harris, 2002).  

 

En el campo de la agricultura, Kolbezen y colaboradores (1954) produjeron los primeros 

insecticidas compuestos de N-metilcarbamato, un derivado del EC (Kolbezen et al., 1954). Los 

pesticidas de carbamato son ampliamente utilizados como insecticidas, herbicidas y 

fungicidas. Su uso anual a nivel mundial se estima entre 20,000 a 35,000 toneladas (CDC, 

2003).  

 

Los insecticidas de carbamato inhiben por carbamilación a la enzima acetilcolinesterasa 

(AChE) que genera un aumento de acetilcolina en ciertas terminaciones nerviosas lo que 

desencadena varios síntomas (como debilidad, convulsiones, temblores, parálisis) hasta llegar 

a la muerte. Los insecticidas de carbamato tienen una estructura semejante a la  acetilcolina 

(Fig. 2) en consecuencia, no necesitan ser activados como los insecticidas organofosforados 

(OF) para lograr su toxicidad. 

 

Esto les ha brindado ventajas a los insecticidas de carbamato frente a otros insecticidas como; 

ser una alternativa ante las plagas resistentes a otros insecticidas, ser menos persistentes en 

el suelo (de 1 a 4 meses) por lo que tienden a no bioacumularse (Plese et al., 2005) e inhibir 

por un tiempo más corto (de manera reversible) la actividad de la AChE y por lo tanto causan 

un envenenamiento menos severo que los pesticidas OF (Kolbezen et al., 1954; Fukuto, 1979).  

 

 



- 16 - 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig. 2 Estructura química de algunos de los insecticidas de carbamato más utilizados en la industria 
agroalimentaria (Modificado de Metcalf, 2000). 

 
 
 

Actualmente se conocen más de 50 tipos de insecticidas que tienen como químico principal un 

éster de carbamato, los cuales son eficaces contra uno o varios tipos de larvas u insectos, 

arácnidos, nematodos, caracoles y/o babosas. El insecticida llamado propoxur se comercializa 

como reemplazo del DDT y se utiliza para controlar insectos domésticos como cucarachas, 

chinches, arañas, avispas y para el control de la malaria, entre otros (Metcalf, 2000). 

 

La exposición de la población general a estos plaguicidas ocurre principalmente por ingestión 

de alimentos o animales que han estado en contacto o consumido dicho compuesto. Otras 

fuentes de exposición ocurren a través de la inhalación de partículas o por contacto dérmico; 

ya sea en el lugar de trabajo durante la fabricación, aplicación y recolección de cultivos 

agrícolas o durante su uso residencial en casas u oficinas (Metcalf, 2000; CDC, 2003). 

 

 

 

 

Carbofurano 

Carbaril 

Propoxur (Baygón) 

Aldicarb 

Aminocarb 

Acetilcolina Acetilcolina 
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Por otro lado, el EC se genera de manera natural como consecuencia de la fermentación de 

algunos alimentos fermentados y bebidas alcohólicas (Tabla 1). El amplio rango de 

concentraciones de EC está sujeto a condiciones ambientales, principalmente la exposición a 

la luz, la temperatura y el tiempo de almacenamiento (Zimmerli y Schlatter, 1991; Suzuki et 

al., 2001).  

 

La formación de EC en las bebidas alcohólicas ocurre por dos procesos: 

 

1) Por la reacción del etanol con la urea presente en el medio, que se libera por el 

metabolismo de la arginina por parte de las levaduras (Ough et al., 1988; Battaglia et al., 

1990). 

 

2) En los licores derivados de frutas con hueso (durazno, la ciruela y la cereza) debido a la 

remoción de glucósidos cianogénicos por acción enzimática (principalmente β-

glucosidasa) se forma cianuro el cual, es oxidado a cianato y al reaccionar con el etanol se 

forma EC (An y Ough, 1993; Aresta et al., 2001; Lachenmeier et al., 2005). 

 

Tabla 1. Ocurrencia de etil carbamato en alimentos fermentados y bebidas alcohólicas. 

Producto Año 
Nº 

muestras 

Rango de EC 

(mg/L) 
Referencia 

Pan 

1988-90 

33 0.8 – 12 

Vahl (1993) Yogurt y otros productos de 

Leche  

 

19 
<0.1 – 0.3 

Kimchi 2000 20 3.5 – 16.2 Kim et al. (2000) 

Salsa de Soya   15 10.1 – 73.3  

Vinagre 

2006 

5 0.3 – 2.5 

Ha et al. (2006) Soju 7 0.8 – 10.1 

Takju 7 0.4 – 0.9 

Vino Tinto Italiano 

2000 

30 6 – 22 

Cerutti et al. (2000) Vino Blanco Italiano 30 6 – 16 

Vino Rosado Italiano 30 7 – 15 

Vino Merlot 

2002 

17 1.8 – 32.4 

Francisquetti et al. (2002) 
Vino Gamay 3 3.4 – 6.5 

Vino Pinot Blanc 5 2.7 – 10.1 

Vinos Tintos 9 2.4 – 36.2 

Vino Tinto Español 2004 36 0 – 25 Uthurry et al. (2004) 

Vino 
2006 

3 1.7 – 11.7 
Ha et al. (2006) 

Cerveza 6 0.5 – 0.8 
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1.4.2.  Metabolismo  

 

El EC puede ingresar al cuerpo mediante diversas rutas de exposición: absorción, inhalación, 

ingestión e inyección subcutánea (National Toxicology Program, 2004). En estudios 

realizados en diferentes roedores se mostró que el EC se absorbe fácilmente a través de la 

piel, puede inmunosuprimir la médula ósea y puede llegar a la descendencia puesto que 

atraviesa la barrera placentaria o por medio de la leche materna (Zimmerli y Schlatter, 1991; 

IARC, 2010).  

 

Se ha determinado que existen 3 vías por las cuales se metaboliza el EC (Fig. 3): 

 

1) Mediante las enzimas esterasas; el EC se degrada en CO2 y NH3 (< 1%). 

 

2) Por hidroxilación, llevando a la formación de metabolitos como N-hidroxi-etil-carbamato y 

N-acetil-N-hidroxietil-carbamato, que son excretados en la orina (Boyland y Nery, 1965). 

 

3) Por oxidación, en la que participan los citocromos P450, principalmente el citocromo 

CYP2E1 que bioactiva al EC convirtiéndolo en vinil carbamato epóxido (VCE) (96%). 

 

El VCE es un metabolito electrofílico altamente reactivo con el DNA dado que alquila distintas 

bases nitrogenadas como la guanina, la citosina y la adenina ocasionando aductos: 7-

(2oxoetil) desoxiguanosina (Fig. o), 3, N⁴-etenodesoxicitidina y 1, N⁶etenodesoxiadenosina 

(Guengerich y Kim, 1991), por lo tanto, juega un papel principal en la carcinogénesis de 

mamíferos (Park et al., 1993; Levine et al., 2000; Hoffler et al., 2005). 

 

La alquilación de las bases nitrogenadas es seguida de otras reacciones como la 

despurinación, esto promueve sitios abásicos en el material genético y junto con otros tipos 

de lesiones, puede provocar mutaciones genéticas y aberraciones cromosómicas (Lajovic et 

al., 2015). 
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Fig. 3 Rutas metabólicas del Etil-Carbamato (Modificado de Ghanayem, 2007) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 Ejemplo de la reacción química entre Vinil Carbamato Epóxido (VCE) y la base nitrogenada 
Guanina para originar el aducto 7-(2oxoetil) desoxiguanosina 

(Modificado de Lajovic et al., 2015). 
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1.4.3. Efecto mutagénico y carcinogénico  

 

En bacterias como Salmonella typhimurium (ensayo de Ames) y en hongos como 

Saccharomyces cerevisiae (Sharp y Parry, 1981; Galli y Schiestl; 1996) y Aspergillus nidulans 

(Crebelli et al., 1986) el EC no mostró evidencia de mutagenicidad ni de inducción de 

recombinación intracromosómica.  

 

En Drosophila melanogaster, el EC aumentó la frecuencia de mutación somática y 

recombinación mitótica (Frölich y Würgler, 1990; Graf y van Schaik, 1992), modificó la 

capacidad reproductiva (fecundidad) en concentraciones bajas y periodos agudos de 

exposición en larvas de tercer estadio (Meza-González, 2015) y en células germinales del 

macho indujo translocaciones reciprocas (Oster, 1958). 

 

Se ha evaluado su capacidad carcinogénica en ratón, rata y hámster, la incidencia de 

adenomas y carcinomas en hígado, pulmones, linfomas tímicos y leucemias a distintas 

concentraciones (Kay y Trainin, 1966; Allen et al., 1986; Beland et al., 2005) y en células in 

vitro, en roedores y leucocitos humanos el EC indujo intercambio de cromátidas hermanas 

(Abe y Sasaki, 1977), rompimiento de cadenas de DNA (Petzold y Swenberg, 1978) y 

aberraciones cromosómicas (He et al., 1991; Hoffler et al., 2005) 

 

La exposición al EC durante la gestación en los roedores, produjo anormalidades en el feto, 

principalmente paladar hendido, polidactilia, espina bífida y en algunos casos reabsorción de 

los fetos (Ferm y Hanover, 1966; Nomura, 1977; Burkhard et al., 1987). 

 

Por otro lado, se han realizado estudios con distintos tipos de insecticidas de carbamato, entre 

ellos, carbofurano, carbarilo y aldicarb encontrándose efectos tóxicos en aves, peces y abejas 

(Ibrahim y Harabawy, 2014). Se han encontrado asociaciones significativas entre el aldicarb y 

la presencia de cáncer de colón (4.1 veces mayor riesgo) (IC 95% 1.3-12.8) (Lee et al., 2007) y 

el carbaril y la presencia de melanoma (1.7 veces mayor) (IC 95% 1.1-2.5) (Dennis et al., 2010). 

 

El carbaril en un cultivo in vitro de células primarias de la granulosa humana inhibió la 

biosíntesis de progesterona basal (Cheng et al., 2006). En ratas que fueron alimentadas con 

carbaril se encontró disminución en la cantidad y motilidad de los espermatozoides, además 

de anomalías en su morfología (Pant et al, 1996).  
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En trabajadores agrícolas expuestos al carbaril se encontró aumento en la fragmentación del 

DNA y aberraciones cromosómicas numéricas en espermatozoides (Xia et al., 2005). 

 

El carbofurano, administrado vía oral a ratones hembra mostró disminución significativa en el 

número de ciclos del estro, en la duración de las fases de cada ciclo y en el número de folículos 

sanos (Baligar y Kaliwal, 2002). En otro estudio realizado en ratas macho, el carbofurano fue 

inyectado vía subcutánea y se registró aumento significativo en los niveles de progesterona, 

cortisol y estradiol, mientras que los niveles de testosterona disminuyeron (Goad et al., 2004).  

 

Los trabajos antes mencionados coinciden en que el EC afecta la esteroidogénesis en animales 

y humanos por lo tanto, se podría considerar un disruptor endocrino, que es cualquier 

sustancia química capaz de alterar la producción, liberación, transporte, metabolismo, unión, 

acción o eliminación de las hormonas naturales en el cuerpo (EPA, 1997; Myers y Hesler, 

2007). Esto es de gran relevancia ya que la población está expuesta a los insecticidas de 

carbamato a través de su uso contínuo en el hogar.  
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1.5. Drosophila melanogaster como modelo biológico  

 

Drosophila melanogaster fue un recurso esencial para la genética clásica sin embargo, durante 

la última mitad del siglo XX con la revolución de la biología molecular y la secuenciación de su 

genoma (Adams et al., 2000) se corroboró como  un modelo in vivo central para la 

comprensión de procesos biológicos en eucariontes; como el desarrollo embrionario 

(Lawrence, 1992), el ciclo celular (Lee y Orr Weaver, 2003), el desarrollo y función del 

sistema nervioso (Bellen et al., 2010) y en aspectos moleculares de distintas enfermedades 

humanas (Bier, 2005). 

 

En el área de la Toxicología Genética, Drosophila melanogaster es considerada una especie no 

mamífero imprescindible para la evaluación in vivo de los efectos producidos por distintos 

xenobióticos, incluyendo los promutágenos (sustancias que para ser tóxicas tienen que ser 

metabolizadas) puesto que posee complejos enzimáticos dependientes de citocromos P450 

semejantes a los que se presentan en la fracción S9 del hígado de los mamíferos, responsables 

del metabolismo oxidativo del compuesto original (Vogel, 1975; Hällstrom et al., 1981; Graf et 

al., 1983). 

 

Cabe resaltar que la actividad metabólica durante la etapa larvaria acontece con mayor 

eficiencia en el tercer estadio (Hällstrom et al., 1981; Clark 1982), dado que los citocromos 

P450 se expresan en el tubo digestivo y los cuerpos grasos, mientras que en la mosca adulta 

éstos se encuentran principalmente en los tubos de Malpighi y en el aparato reproductor 

(Tijet et al., 2001). 

 

D. melanogaster presenta además otras ventajas como, ciclo de vida corto (10 a 12 días a 

25°C), descendencia abundante, mantenimiento de bajo costo y una gran cantidad de líneas 

mutantes que facilitan el estudio de diferentes mecanismos genéticos y fisiológicos tanto a 

nivel somático como germinal (Graf et al., 1984; Ramos-Morales et al., 1993, 2000).  
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1.5.1. Ciclo de vida 

  

Drosophila melanogaster es un insecto de la familia Drosophilidae y del orden Diptera, 

presenta metamorfosis completa (holometábolo) de la que surge un imago o adulto. El ciclo 

de vida comienza con la fecundación del huevo, el cual es depositado en el exterior, 

iniciándose la embriogénesis, aquí se determina la polaridad antero-posterior y más tarde la 

dorso-ventral. También se establecen dos linajes celulares que presentará durante el estadio 

larval: las células larvarias y las células imagales, estas últimas forman las estructuras de la 

mosca adulta (Fig. 5) (Cohen, 1993) 

 

Después de aproximadamente 24 horas, del huevo eclosiona una larva de 1° estadio que 

después pasará por dos estadios más. El cuerpo larval está formado por 12 segmentos; uno 

forma la cabeza, tres segmentos torácicos y ocho segmentos abdominales. En este período las 

células larvarias no proliferan, sin embargo, crecen en volumen por endoreduplicación de su 

material genético (Tyler, 2000).  

 

A los 5 días, la larva entra en pupación y se inicia la metamorfosis, aquí, la mayoría del tejido 

larvario es histolisado (glándulas salivales, intestino, cuerpos grasos y músculos) y las 

estructuras adultas se forman a partir de la diferenciación de su respectivo disco imagal y los 

histoblastos (Tyler, 2000) (Fig. 5). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (Modificado de Ramón Giráldez). 
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1.5.2. Discos imagales  

 

Los discos imagales son pequeños paquetes de células epiteliales que forman las estructuras 

epidérmicas del adulto (Fristrom y Fristrom, 1993) como antenas, ojos, alas, patas halterios, 

genitales (este disco formará los ductos genitales, glándulas accesorias y genitales externos), 

entre otros (Fig. 6).  

 

Durante la embriogénesis, los discos imagales presentan de 20 a 50 células, después 

comienzan a desarrollarse (mitosis) en engrosamientos epidérmicos que luego se invaginan 

para convertirse en vesículas (éstos nunca se separan completamente de la epidermis). Una 

vez que se formaron las vesículas, un lado de ella comienza a crecer considerablemente, 

formando un tubo que se va doblando hacia el interior a medida que va creciendo, el lado 

opuesto de la vesícula no se dobla y forma la membrana peripodial.  

 

En el 3° estadio larval y durante la pupación el tubo de cada disco imagal, comienza a 

desdoblarse empujando en contra de la membrana peripodial al mismo tiempo, las células se 

alargan y comienzan a diferenciarse en su estructura adulta correspondiente. En el caso de los 

discos imagales de las alas, la última ronda de división celular ocurre 24 h después de la 

formación del pupario (Bate y Martínez-Arias, 1991; Cohen, 1993; Tyler, 2000; Worley et al., 

2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Fig. 6 Localización y desarrollo de los discos imagales de Drosophila melanogaster  
(Modificado de Gilbert, 2000). 
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1.6. Prueba de Mutación Somática y Recombinación Mitótica (SMART)  

 

La prueba de mutación somática y recombinación mitótica en Drosophila melanogaster 

(SMART, por sus siglas en inglés) propuesto por Graf et al., (1984) provee una evaluación del 

potencial de los xenobióticos, ya que estima cuantitativamente la actividad mutagénica y 

recombinogénica de dichos compuestos, a través del uso de marcadores genéticos recesivos 

para los tricomas de las alas que se expresarán en los organismos adultos, como consecuencia 

de la pérdida de heterocigosidad, resultado de alteraciones genéticas causadas por la 

exposición a un genotóxico durante el desarrollo de los discos imagales de las alas a lo  largo 

de la etapa larvaria (García-Bellido y Merriam, 1971; Graf et al., 1984).  

 

Mediante los mecanismos de reparación, las lesiones se reparan y las células continúan su 

división celular, lo que dará lugar a clones celulares, es decir, “manchas” detectables en el 

contexto silvestre de las alas de la mosca adulta (García-Bellido y Merriam, 1971; Graf et al., 

1984). Los marcadores genéticos utilizados son mwh (multiple wing hair) y flr3 (flare), ambos 

son marcadores autosómicos recesivos que se localizan en el cromosoma III a 0.0 y 39.0 

unidades de mapa (um), respectivamente. 

 

Los eventos genéticos como mutación puntual, no disyunción, deleción y recombinación entre 

flr3 y mwh, darán lugar a una mancha simple, es decir, formada por sólo alguno de los 

marcadores genéticos utilizados (mwh o flr3). Mientras que los eventos de recombinación 

mitótica entre el marcador proximal flr3 y el centrómero originarán una mancha gemela que 

se expresa fenotípicamente en las alas como una mancha formada por tricomas mwh y flr3 

(Fig. 7) (Graf et al., 1984). 

 

Las ventajas de  este ensayo respecto a otros sistemas de prueba de mutagénesis son: 1) el 

utilizar las alas facilita la realización de preparaciones permanentes, manteniendo así el 

material original y permitiendo analizar y rectificar los resultados posteriormente, 2) la 

exposición de los organismos es in vivo, 3) es lo suficientemente sensible y tiene la capacidad 

de establecer relaciones entre la estructura química del compuesto y la respuesta del 

organismo.......……………………………………………………………………………………………. 

………………………………………………………………………………………
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Fig. 7 Eventos genéticos que se detectan en la prueba SMART 
(Modificado de Graf et al., 1984). 
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2. JUSTIFICACIÓN 
 

 

Diversos estudios muestran que el desarrollo del cáncer en humanos es un proceso 

prolongado, sin embargo algunos tipos de cáncer se diagnostican en los primeros años de 

vida. Esta rápida aparición es incompatible con el tiempo esperado para acumular las 

alteraciones necesarias para la transformación celular y la progresión del tumor. Por otro 

lado, se sabe que la Inestabilidad Genómica acelera la transformación de una célula normal a 

neoplásica. 

 

Una explicación que se ha propuesto es que la exposición de los progenitores lo largo de su 

vida ante agentes tóxicos o su estilo de vida podría influir en la aparición de intestabilidad 

genómica en la  descedencia, ya que durante el desarrollo embrionario del nuevo individuo se 

afectaría la integridad de su genoma lo que aumentaría la susceptibilidad de desarrollar 

enfermedades crónicas a una edad más temprana, entre ellas el cáncer.  

 

Por estas razones, en este trabajo se buscó investigar la correlación entre la exposición de los 

padres a un genotóxico conocido como el EC y los posibles efectos en su descendencia (efecto 

multigeneracional) utilizando la prueba SMART, la cual evalúa de manera cuantitativa la 

inestabilidad genómica de las células. 
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3. HIPÓTESIS 
 

 

Si la frecuencia de manchas en las células somáticas de la descedencia proveniente de padres 

expuestos al EC es diferente al de la descedencia de padres no expuestos, entonces existiría 

un impacto multigeneracional.  

 

 

 

4. OBJETIVOS 

 

4.1. General 

Determinar el posible efecto multigeneracional del compuesto EC utilizando la prueba de 

mutación somática y recombinación mitótica en las alas de Drosophila melanogaster. 

  

4.2. Particulares 

» Evaluar la respuesta genotóxica en las células somáticas de los organismos expuestos 

directamente al EC. 

» Estimar la fertilidad de los organismos tratados y compararla contra su testigo. 

» Estimar la cantidad de progenie por familia de los organismos tratados y compararla contra 

su testigo. 

» Comparar la respuesta genotóxica en las células somáticas de la progenie proveniente de 

padres expuestos (ya sea ambos o sólo uno de ellos) contra la respuesta genotóxica por 

exposición directa al EC. 

» Determinar si existe un efecto diferencial en la respuesta genotóxica de las células somáticas 

de la progenie dependiendo del progenitor que haya sido expuesto al EC ya sea ambos o 

sólo uno de ellos. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1.  Preparación del EC 

 

Las concentraciones del compuesto uretano o etil carbamato (EC), CAS 51-79-6 (Sigma-

Aldrich®) se elaboraron a partir de diluciones sucesivas de EC en agua destilada a partir de la 

mayor concentración a evaluar: 1, 0.078, 2.4x10-6, 4.7x10-9, 1.9x10-12 y 1.8x10-14 mM; estas 

concentraciones en parte, se tomaron de un trabajo anterior en el laboratorio en el cual se 

obtuvieron respuestas con el EC (Meza-González, 2015). 

 

El EC se disolvió a temperatura ambiente. Posteriormente en los tubos homeopáticos de 

vidrio que contenían 1g de medio instantáneo para Drosophila (Carolina Biological Supply) se 

agregaron 4.5 ml de la concentración de EC correspondiente. Como testigo negativo se utilizó 

agua destilada.  

 

5.2. Cruza SMART  

 

La cruza SMART propuesta por Graf y colaboradores (1983) consiste en cruzar hembras 

vírgenes flr3/In(3LR)TM3,BdS con machos mwh,e/mwh,e. La descedencia de esta cruza son 

moscas transheterocigotas con dos genotipos: moscas libres de inversiones y moscas 

portadoras de inversiones, que se distinguen fenotípicamente hasta la etapa adulta cuando 

pueden ser diferenciadas por el color del cuerpo y la forma de sus alas (Fig. 8) (Graf et al., 

1983; Muñoz-Hernández et al., 2008).    

 

Las moscas libres de inversiones (LI) (+,flr3/mwh,e,+) presentan el color del cuerpo pardo y 

sus alas son silvestres, mientras que las moscas portadoras de inversiones (PI) 

(TM3,BdS/mwh,e,+) tienen el color de su cuerpo ébano, ya que son homocigotas para el 

marcador ebony y presentan muescas en el borde de sus alas (Fig. 8) (Lindsley y Grell, 1972; 

Graf et al., 1983; Ashburner et al., 2005).  

 

El marcador e (ebony) es un gen autosómico recesivo que permite tener un segundo control 

para garantizar la correcta identificación de las moscas PI (Muñoz-Hernández et al., 2008).    
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Fig. 8 Esquema de la obtención de la progenie de la cruza SMART. 

 

 

 

5.3. Procedimiento experimental 

 

Para evaluar la exposición directa del EC, se expusieron a moscas transheterocigotas de la 

cruza SMART durante su desarrollo larval y se analizaron sus alas en la etapa adulta.   

Posteriormente, para evaluar el efecto multigeneracional, fertilidad y promedio de progenie 

por familia, se expusieron a las cepas flr3/TM3,BdS  y mwh,e/mwh,e al EC durante su 

desarrollo larval y en la etapa adulta se realizaron diferentes sistemas de cruza, dependiendo 

el progenitor expuesto al EC y se analizaron las alas de sus hijos (Fig. 10). 
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5.3.1. Tratamiento a las moscas transheterocigotas de la cruza SMART  

 

Para evaluar el daño del EC por exposición directa, se realizó una cruza masiva con hembras 

vírgenes flr3/TM3, BdS y machos mwh,e en frascos de vidrio con medio de cultivo. Tres días 

después, las moscas se transfirieron a frascos con medio fresco durante 8 horas para 

recolectar huevos.  

 

Transcurridos otros tres días, las larvas de 72 4 h de edad fueron extraídas por el método de 

Nöthinger (1970), el cual consiste en separar las larvas mediante un gradiente de densidad 

generado por una disolución de sacarosa al 20 % que fue vertida en un embudo de separación 

de 4 mm de  junto con las larvas, las cuales fueron enjuagadas y recuperadas en una malla 

de nylon.  

 

Con la ayuda de una espátula se colocaron aproximadamente 100 larvas en tubos 

homeopáticos de vidrio que contenían 1 g de medio instantáneo (Carolina Biological Supply) 

y 4.5 ml de la concentración de EC correspondiente o de agua destilada, la cual se utilizó como 

disolvente y testigo negativo.  

 

Las larvas permanecieron en este medio hasta que entraron a metamorfosis y emergieron 

como moscas adultas (exposición subcrónica de 72 x 48 h, vía alimentación). Como testigo 

negativo se empleó agua destilada. Para cada concentración se realizaron tres series 

(réplicas) y el experimento se repitió en dos ocasiones.  

 

Las moscas adultas transheterocigotas (LI y PI) obtenidas de la cruza SMART se cuantificaron 

por sexo y fenotipo, para calcular la sobrevivencia y la proporción sexual. Posteriormente, se 

sacrificaron por exceso de anestesia (éter) y se fijaron en etanol al 70% para posteriormente 

realizar las laminillas y analizar el fenotipo de las alas.  
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5.3.2. Tratamiento a las líneas de la cruzas SMART modificada 

 

Con el objetivo de determinar el posible efecto multigeneracional del EC mediante la prueba 

de inducción de mutación y recombinación somática, se colocaron de manera independiente 

larvas de 72 4 h de edad de las líneas flr3/In(3LR)TM3,eBds y mwh,e/mwh,e en tubos 

homeopáticos de vidrio,  las cuales se expusieron durante 48 horas al medio Carolina con las 

distintas concentraciones de EC.  

 

Al llegar a la edad adulta, las moscas de las líneas flr3/In(3LR)TM3,eBds y mwh,e/mwh,e se 

retiraron de los tubos homeopáticos, se contabilizaron y clasificaron con base en su sexo para 

obtener la sobrevivencia y la proporción sexual de cada cepa parental. Por cada líneas se 

realizaron tres series (réplicas) de cada concentración y el experimento completo se repitió 

en dos ocasiones. 

 

Posteriormente para realizar los sistemas de cruza SMART modificada, se tomaron hembras 

vírgenes flr3/In(3LR)TM3,eBds y machos mwh,e/mwh,e  ambos de máximo 3 días de edad. En 

total se colocaron 30 parejas por concentración en proporción 1:1 (hembra: macho) en tubos 

de plástico con medio de cultivo fresco libre de EC.  

 

Los sistemas de cruza SMART modificada fueron los siguientes: 1) Ambos padres fueron 

tratados (T x T), 2) sólo la hembra fue tratada (T x NT) y 3) sólo el macho fue tratado (NT x T). 

Como control negativo del tratamiento, se sembró una cruza en la cual ninguno de los padres 

estuvo expuesto al EC, estos organismos se obtuvieron de cultivos con la misma edad que las 

demás cruzas. 

 

Transcurridos 5 días, los progenitores fueron retirados de los tubos y se dejó que sus hijos 

continuaran su desarrollo hasta imago (adulto). Después se contabilizó y clasificó la progenie 

recobrada de cada sistema de cruza por sexo y fenotipo (LI o PI). Con esa información  se 

obtuvo la fertilidad, el promedio de la progenie por familia y la proporción sexual de cada 

sistema de cruza. Finalmente, se sacrificó por exceso de anestesia (éter) y se fijó en etanol al 

70% para posteriormente realizar las laminillas y analizar el fenotipo de las alas. 
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5.3.3. Preparación de laminillas 

 

Para el análisis de la inducción de mutación somática y recombinación mitótica, se procedió al 

montaje de las alas de las moscas LI obtenidas tanto de la cruza SMART, como de los sistemas 

de cruza SMART modificada. Se separaron las alas del cuerpo de cada mosca con ayuda de 

unas pinzas de relojero  y se colocaron en un portaobjetos con solución Fauré (30g de goma 

de arábiga, 20ml de glicerol, 50 g de hidrato de cloral y 50 ml de agua) (Graf et al., 1984).  

 

En cada portaobjetos se colocaron 20 pares de alas: 10 de hembras y 10 de machos y se 

montaron tres laminillas (120 alas) por concentración de EC y para cada sistema de cruza. Los 

tricomas de las alas se revisaron con un microscopio óptico a un aumento de 40X, se 

registraron con base en fenotipo de la mancha (mwh, flr3 o ambos), el número de células que 

forman la mancha y su ubicación en el ala. 

 

5.3.4. Criterios de registro 

 

Los criterios de registro de las manchas se establecieron con base en Graf et al. (1984).  

Las manchas simples están constituidas por tricomas con el marcador flr3  o mwh, mientras 

que las manchas gemelas exhiben ambos tipos de marcadores formando la mancha (Fig. 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9  Tipos de manchas recobradas en la prueba SMART. 
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Las manchas mwh, se cuantifican a partir de la presencia de tres o más tricomas por célula en 

la mancha, puesto que las células con dos tricomas se pueden originar por una alteración 

independiente de la mutación mwh y por esto no se toman en cuenta, a menos que se 

encuentren formando una mancha en la que haya al menos una célula con tres tricomas (Graf 

et al., 1984).  

 

Por último, se consideran que dos manchas son eventos independientes cuando existe una 

separación de tres o más hileras de tricomas regulares (silvestres) entre ambas. 
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Fig. 10 Diagrama de la metodología utilizada. 

Cruza SMART Cruza SMART modificada 

Sobrevivencia 
Proporción Sexual 
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5.4. Análisis estadístico 

 

5.4.1. Sobrevivencia y proporción sexual  

 

Para establecer la toxicidad de la exposición al EC se obtuvo el promedio de la Sobrevivencia 

(S) por tubo. Se integraron los resultados obtenidos en las repeticiones para obtener un 

promedio por cada concentración.  

 

 

 
 

Se realizó un ANOVA de una vía para determinar las diferencias significativas entre las 

concentraciones de EC y el testigo y una prueba de Tukey cuando el ANOVA mostró una 

diferencia significativa, en todos los casos se utilizó α= 0.05. 

 

La Proporción Sexual (PSx) permite identificar si la exposición al EC afectó de manera 

particular a un sexo. Se calculó mediante el cociente de la suma de todos los individuos 

reobrados de un sexo en un tubo entre el total de individuos de ambos sexos por tubo.  

 

Se integraron los resultados obtenidos de todas las repeticiones para obtener un promedio de 

la PSx por cada concentración.  

 

 
 

 

 

Para comparar la proporción sexual de las series experimentales y sus testigos 

correspondientes se calculó el Intervalo de Confianza del 95% (IC0.95), con base en los valores 

de los testigos respectivos de cada sexo. 

 

 

 

 

 

 

Sobrevivencia promedio  = 
Número total de moscas recobradas por [X] EC 

Número total de tubos por [X] EC 

Proporción Sexual  = 
Número machos o hembras recobrados por  [X] EC 

Número total de moscas recobradas por  [X] EC 
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5.4.2.  Efecto reprotóxico: fertilidad y progenie por familia 

 

Para evaluar el impacto reprotóxico en los sistemas de cruza SMART modificada (NTxT, TxNT, 

TxT), se determinó la fertilidad, el cual evalúa la repercusión en la capacidad reproductiva de 

los progenitores expuestos al EC.  

 

La Fertilidad (frt) se calculó dividiendo el número total de familias que tuvieron progenie, 

entre el número total de familias que se sembraron; esto se calculó para cada concentración 

de EC y para el testigo, así como en cada sistema de cruza. 

 

 

 

 

Para determinar diferencias significativas en la fertilidad, se realizó una prueba de Z para 

proporciones a un nivel de significación de 0.05 (α = 0.05), comparando la proporción de 

familias que tuvieron hijos de cada concentración de EC, con la proporción de familias fértiles 

del testigo.  

 

La progenie por familia (ppf) es un biomarcador que evalúa si se modifica la cantidad de 

descendencia ante la exposición de los progenitores al EC. Para ello, se dividió el número total 

de hijos, entre el número total de familias que tuvieron hijos; esto se calculó para cada 

concentración de EC y para el testigo, así como en cada sistema de cruza. 

 
 
 
 
 
 
 

Se realizó un ANOVA de una vía por sistema de cruza, para determinar las diferencias 

significativas en la ppf entre las concentraciones de EC y el testigo y una prueba de Tukey 

cuando el ANOVA mostró una diferencia significativa, en todos los casos se utilizó un nivel de 

significación de 0.05 (α = 0.05). 

 

 

 

 

Fertilidad = 
Número total de tubos con progenie por [X] EC 

Número total de tubos sembrados por [X] EC 

Progenie por familia  = 
Número total de hijos por familia sembrada en cada [X] EC  

Número total de familias con hijos en cada [X] EC  
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5.4.3. Frecuencia de mutación somática y recombinación mitótica 

 

El análisis estadístico de la comparación total de las manchas encontradas en las alas de la 

descendencia de cada sistema de cruza puede llevar a cuatro posibles resultados indicados en 

la tabla 2: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se evaluaron distintos atributos en lo que se refiere a la frecuencia de mutación somática y 

recombinación mitótica:  
 

ͽ El tamaño de la mancha: las manchas chicas corresponden a 1 o 2 células y las manchas 

grandes están representadas por 3 o más células. El tamaño de la mancha permite estimar el 

número de divisiones celulares que ocurrieron después de la inducción del cambio genético 

en la célula original afectada, por lo tanto, es un indicador del tiempo en el que se originó la 

mancha durante el desarrollo de la mosca, en ausencia de arresto o muerte celular (Graf et al., 

1984; Ramos-Morales et al., 2000).  
 

ͽ Fenotipo de la mancha: cuando la mancha presenta el marcador ya sea flr3 o mwh se dice 

que es una mancha simple, en cambio, cuando la mancha está constituida por ambos 

marcadores se le denomina gemela.  
 

ͽ El número de manchas por mosca: se determina para identificar la diferente susceptibilidad 

de los organismos de una población al tratamiento, es decir, en una población de organismos 

que estuvo expuesta a un compuesto, algunos mostrarán mayor evidencia del daño 

ocasionado por el compuesto, mientras que otros llegarán a mostrar poco o ningún daño 

(Ramos-Morales et. al., 2000). 
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6. RESULTADOS 

 
 

De acuerdo con los objetivos establecidos en este trabajo; en primera instancia se evaluó el 

efecto directo del EC en los organismos expuestos durante el desarrollo larvario, mediante los 

biomarcadores de sobrevivencia y proporción sexual, tanto en las moscas de la cruza SMART 

como en las líneas utilizadas para la cruza SMART modificada . 

 

Posteriormente, para evaluar el daño multigeneracional se realizaron tres sistemas de cruzas 

SMART modificada, a partir de las líneas parentales expuestas al EC: NTxT, TxNT, TxT y en 

cada una se evaluó la capacidad reproductiva (fertilidad, progenie por familia) y la 

repercusión en alguno de los sexos en particular. Finalmente, se analizó la frecuencia de 

mutación somática y reombinación mitótica en la descedencia de los diferentes sistemas cruza  

y se comparó con la frecuencia de mutación somática y reombinación mitótica  en las moscas 

de la cruza SMART expuesta directamente al EC  durante su desarrollo larvario. 

 

6.1. Efecto del EC en moscas de la cruza SMART 
 

6.1.1. Sobrevivencia y Proporción Sexual 

En la tabla 3 se muestran los valores obtenidos de la Sobrevivencia y la Proporción Sexual de 

las moscas transheterocigotas expuestas durante su desarrollo larval a las diferentes 

concentraciones de EC.  

 

Como se muestra en la figura 11, la sobrevivencia de las moscas LI es notoriamente mayor a 

su testigo sólo en las concentraciones más altas (0.078 y 1Mm) por el contrario, la 

sobrevivencia de las moscas PI se mantiene por debajo de su testigo en todas las 

concentraciones probadas; aunque en ningún tipo de moscas hubo diferencias significativas 

respecto a su testigo (p >0.05). 
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Tabla 3. Sobrevivencia (promedio ± e.e.) y Proporción Sexual (promedio ± e.e.) de las moscas 
transheterocigotas tratadas con EC durante su desarrollo larvario. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

N, progenie total; Intervalo de Confianza 95%, *diferencias significativas con el testigo. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 11 Índice de Sobrevivencia de las moscas transheterocigotas expuestas directamente al EC 

durante su desarrollo larval. 
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En cuanto a la Proporción Sexual de las moscas transheterocigotas (Fig. 12), sólo en las 

moscas LI se afectó la proporción de hembras y machos de manera significativa en las 

concentraciones 1.8E-14, 9.1E-12, 4.7-09 y 0.078 mM en comparación con el testigo (IC0.95). 

En la figura 13 se muestra que la proporción sexual en las moscas  PI es muy similar al testigo 

en sólo en las concentraciones intermedias (9.1E-12, 4.7-09 y 2.4E-06). 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig. 12 Proporción Sexual de las moscas LI de la cruza SMART expuestas al EC durante su 
desarrollo larvario. * dif. sig. con su testigo (IC0.95). 

 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 13 Proporción Sexual de las moscas PI de la cruza SMART, expuestas al EC durante su 

desarrollo larvario. 

* 

* * * 
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6.1.2. Frecuencia de mutación somática y recombincación mitótica 
 

En la tabla 4 se muestra la frecuencia de las manchas en las moscas transheterocigotas 

tratadas con EC durante su desarrollo larval. En lo que se refiere a las manchas totales, en 

todas las concentraciones la frecuencia es mayor en comparación con el testigo, teniendo 

diferencias significativas en tres concentraciones: 9.12E-12, 4.7E-09 y 1 mM.  

 

La frecuencia de manchas chicas y grandes fue mayor en todas las concentraciones de EC 

comparado con su testigo. En la figura 14 se muestra el incremento en la frecuencia de 

manchas chicas en relación con la concentración de EC, desde la concentración más baja hasta 

4.7E-09 mM. Respectivamente, la distribución de las manchas grandes tiene su límite en el 

rango de 9-16 células/mancha, obteniendo diferencias significativas sólo en la concentración 

más alta (Fig. 14 y Tabla 4).  

 

Por último, se observó que en todas las concentraciones probadas, la frecuencia de moscas sin 

manchas fue menor al testigo, por lo tanto, se encontró una amplia distribución de las 

manchas/moscas, específicamente en las concentraciones 4.7E-09  y 1Mm poco más de la 

mitad de las moscas tuvieron manchas auqnue de tamaño pequeño (1-2 células)(Fig. 15). 

 

Tabla 4. Frecuencia de manchas en las alas de las moscas transheterocigotas tratas con EC. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Wurgler (1988): (+) positivo; (-) negativo; (i) indeterminado, 
nivel de significancia α = 0.05. 
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Fig. 14 Distribución de la frecuencia del tamaño de mancha (número de células) de las moscas 
transheterocigotas expuestas al EC. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 15 Distribución de la frecuencia de manchas/mosca de las moscas transheterocigotas 

expuestas al EC. 
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6.2.  Efecto del EC en las líneas de la cruza SMART modificada   

6.2.1. Sobrevivencia y Proporciòn Sexual  

Se obtuvieron dos indicadores de toxicidad: la sobrevivencia y la Proporción Sexual (PS). La 

sobrevivencia se refiere al número de organismos adultos que se recobran en las diferentes 

concentraciones y en el testigo.  

 

En la tabla 5 se muestran los valores obtenidos de la Sobrevivencia y la Proporción Sexual de 

las líneas parentales (flr3/InTM3 y mwh,e) y la cepa Canton-S (control de línea) tratadas 

durante la etapa larvaria  a diferentes concentraciones de EC (1.8E-14 a 1 mM) y en el testigo 

de sacarosa al 5%. 

 

En la cepa mwh,e, a partir de 9.1E-12 mM, se recuperaron más moscas en las series 

experimentales que en el testigo, mientras que en la cepa flr3/InTM3 se obtuvo una mayor 

sobrevivencia respecto al testigo hasta las concentraciones más altas, específicamente a partir 

de 2.4E-06 mM. Sin embargo, la sobrevivencia promedio fue muy similar en las dos cepas 

parentales. 

 

La comparación de la sobrevivencia entre las dos cepas parentales no mostró diferencias 

significativas con respecto a la CS (ANOVA de dos vías, p>0.05).  

 
 

Tabla 5. Sobrevivencia (promedio ± e.e.) y Proporción Sexual (promedio ± e.e.) de las distintas 
cepas parentales tratadas con EC. 

N, sobrevivencia; Intervalo de Confianza 95%, *diferencias significativas con el testigo 

* 

* 
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Para comparar el efecto del tratamiento en las líneas parentales contra sus testigos, se 

obtuvo el Índice de Sobrevivencia (IS) (Fig. 16).  

 

Este indicador se obtuvo dividiendo la cantidad de organismos recobrados en los lotes de 

cada concentración (incluyendo al testigo) entre el número de organismos recobrados del 

testigo (valor 1.0), con ello se puede apreciar mejor la tendencia de la respuesta en cada 

línea.  En general, en las tres cepas el EC no resultó ser letal y la sobrevivencia fue mayor en 

comparación con su testigo en las tres concentraciones más altas (Fig. 16). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Fig. 16 Índice de Sobrevivencia de las cepas parentales tratadas con EC. 
 

La Proporción Sexual (PS) de las líneas de la cruza SMART modificada se calculó para 

determinar si el EC influyó de manera particular a alguno de los sexos (Tabla 5 y Fig. 17). La 

línea flr3/InTM3 mostró una mayor desviación respecto al valor del testigo, sin embargo, en 

ninguna concentración llegó a ser significativa (Fig. 17a). La línea mwh,e (Fig. 17b) mostró 

una respuesta similar a la cepa CS en la mayoría de las concentraciones experimentales, sin 

embargo, en la cepa CS hubo diferencias significativas en las concentraciones 2.4E06 y 0.078 

mM en comparación con la PS de su testigo (IC0.95) (Fig. 17c).  
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Fig. 17. Proporción Sexual de las líneas de la cruza SMART modificada: a) cepa flr3/InTM3, eBdS, 
b) mwh,e  y c) Canton S, *diferencias significativas (IC0.95). 

 
 

 

a) a) 

b) 

c) 

*  * 
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6.2.2. Daño reprotóxico: fertilidad, progenie por familia, proporción sexual 

 

Una vez que se contabilizaron todos los organismos recobrados del tratamiento de cada 

línea parental: flr3/InTM3 y mwh, e, se realizaron los distintos sistemas de cruzas: NTxT, 

TxNT y TxT. Se evaluó la capacidad reproductiva (fertilidad), la cantidad de progenie por 

familia y la proporción sexual de la descendencia de estos sistemas de cruza.  

 

Los resultados de la fertilidad de cada sistema de cruza se compararon con una prueba Z 

para proporciones (α=0.05), en cada una se comparó el número de parejas de los lotes 

experimentales que tuvieron hijos contra su testigo correspondiente. Sólo en la 

concentración 4.7E-09 mM en la cruza TxT (Fig. 18) se obtuvo un efecto significativo 

respecto a su testigo.  

 

Al comparar la fertilidad entre los distintos tipos de cruza, se encontraron diferencias 

significativas entre las cruzas TxT y NTxT en la concentración 4.7E-09 mM (Tabla 6). 

 

La cantidad de progenie por familia recobrada en los lotes experimentales se contrastó 

por medio de un ANOVA de una vía; sólo se confirmaron diferencias significativas en la 

concentración 2.4E-06mM en la cruza TxT (p=0.02) en comparación con su testigo.  

 

Para comparar la progenie por familia de cada sistema de cruza, se dividió la cantidad de 

progenie recobrada de cada concentración (tanto las moscas libres como las portadoras 

de inversión) entre el número de organismos correspondientes recobrados en el testigo 

(Fig. 19).  

En comparación con su testigo de cada sistema de cruza, se recobró menos descendencia 

cuando sólo la hembra estuvo afectada y mayor descendencia cuando ambos padres 

fueron tratados, en especial en las concentraciones 9.1E-12, 2.4E-06 y 0.078 mM. 
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Tabla 6. Fertilidad y Progenie por Familia de los distintos sistemas de cruzas. 

N, progenie total; Fert, fertilidad; ppf, progenie por familia,* diferencia con el testigo; a, b diferencia entre 
cruzas (ANOVA p=0.021) (z proporciones α=0.05). 

 
 

Fig.18 Fertilidad de las cruzas SMART modificadas: TxT, TxNT, NTxT: realizadas a partir de las 
líneas expuestas al EC, z para proporciones, * diferencia con el testigo, a diferencia entre cruzas, 

p<0.05 
 

a 

*a b 
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Fig. 19 Progenie por familia corregida de las cruzas SMART modificadas realizadas a partir de las 
a partir de las líneas expuestas al EC. ANOVA una vía, * p<0.05 diferencia con el testigo. 

 
 
 

Los resultados de la Proporción Sexual (PS) de los dos genotipos de moscas (LI y PI) 

pertenecientes a la progenie de los distintos sistemas de cruza NTxT, TxNT y TxT, se 

encuentran en las tablas 7, 8 y 9 respectivamente.  

 

En general, en todas las concentraciones probadas se encontraron afectaciones 

significativas en el número de hembras y machos en comparación con su testigo 

correspondiente, y la concentración 0.078 mM es la que más se repite como significativa 

(IC 0.95) (Fig. 20, 21 y 22). 

 

Al comparar la PS de la progenie de los diferentes sistemas de cruza, se muestra que en la 

cruza NTxT (padre tratado), sólo en las moscas PI se presentaron resultados 

significativos a partir de las concentraciones intermedias hasta las más altas, además se 

obtuvieron más resultados significativos en comparación con los otros sistemas de cruza 

(Fig. 20).  
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En la descendencia de la cruza donde sólo la madre estuvo expuesta, la PS en las moscas 

LI resultó ser significativa sólo en la concentración 0.078 mM y para el caso de las moscas 

PI sólo en las concentraciones intermedias de EC: 9.1E-12 y 2.4E-06 mM (Fig. 21). 

 

Para la cruza con dos padres tratados, en las moscas LI los datos significativos de la PS fue 

alternando a lo largo de las concentraciones (1.8E-14, 4.7E-09 y 0.078 mM) en cambio, en 

las moscas PI las diferencias se limitaron a las dos concentraciones más altas (0.078 y 1 

mM) (Fig. 22). 

 

La exposición de los padres al EC durante su desarrollo larvario, alteró la proporción de 

hembras y machos en su descendencia, tanto en el genotipo de las moscas LI como en las 

moscas PI, aunqnue las moscas LI presentaron un mayor número de valores significativos 

en la PS, sin importar el sistema de cruza.  
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Tabla 7. Progenie por familia (promedio ± e.e.) y Proporción Sexual (promedio ± e.e.) de la 
descedencia de la cruza NT x T. 

 
 

 

N, progenie total; Intervalo de Confianza 95%,   * diferencias significativas con el testigo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 20 Proporción Sexual de la descedencia de la cruza NTxT: a) Libres de inversión y  

b) Portadoras de Inversión, *dif. sig. con su testigo (IC0.95). 
 

a) 

b) 

* 
* * * 
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Tabla 8. Progenie por familia (promedio ± e.e.) y Proporción Sexual (promedio ± e.e.) de la 
descedencia de la cruza T x NT. 

 

 

N, progenie total; Intervalo de Confianza 95%, *diferencias significativas con el testigo. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 21 Proporción Sexual de la descedencia de la cruza TxNT a) Libres de inversión y  

b) Portadoras de Inversión de la cruza TxNT, * dif. sig. con su testigo (IC0.95). 

a) 

b) 

* 

* * 
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Tabla 9.  Progenie por familia (promedio ± e.e.) y Proporción Sexual (promedio ± e.e.) de la 
progenie de la cruza T x T. 

 
 

N, progenie total; Intervalo de Confianza 95%, * diferencias significativas con el testigo. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

Fig. 22 Proporción Sexual de la descedencia de la cruza TxT: a) Libres de inversión y  

b) Portadoras de Inversión, *dif. sig. con su testigo (IC0.95). 

a) 

b) 

* * 

* * 
* 
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6.2.3. Daño multigeneracional  

 

Para determinar el daño multigeneracional del EC, se analizaron las células somáticas de 

la descendencia de los distintos sistemas de cruza SMART modificadas, dependiendo el 

progenitor expuesto al EC durante su desarrollo larvario. En todos los casos se evaluó la 

cantidad, el tamaño de las manchas (células por mancha), así como su prevalencia a nivel 

poblacional (manchas por mosca) encontrándose resultados particulares dependiendo el 

tipo de progenitor expuesto al EC.  

 

6.2.3.1. Frecuencia de manchas chicas, grandes y totales 

La tabla 10a indica la frecuencia de manchas de la descendencia de la cruza NTxT, la 

frecuencia de manchas chicas y totales que se obtuvo en las concentraciones 

intermedias (9.1E-12, 4.7E-09 y 2.4E-06) se encontró por debajo de la frecuencia de 

manchas del testigo, siendo la frecuencia de la concentración 9.1E-

12 mM significativamente más baja que la del testigo (Fig. 25).  

 

Por otro lado, en todas las concentraciones experimentales (excepto 9.1E-12), la 

frecuencia de manchas grandes fue estadísticamente significativa en comparación con su 

testigo (Tabla 10a).   

 

Cuando sólo la madre estuvo expuesta (TxNT), la frecuencia de manchas chicas y totales 

en la descendencia fue variable a lo largo de las concentraciones, sólo la concentración 

2.4E-06 fue estadísticamente significativa, mientras que en las concentraciones 4.7E-09 y 

0.078 mM la frecuencia de manchas totales fue inferior respecto al testigo (Tabla 10b). 

 

En la descendencia de la cruza TxT la frecuencia de manchas chicas y totales mostró un 

incremento a la par de las concentraciones de EC; la concentración más baja (1.8E-14) y 

las tres más altas (2.4E-06, 0.078 y 1mM) mostraron resultados significativos en 

comparación con el testigo (Tabla 10c).   
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Tabla 10. Frecuencia de manchas de la descedencia de los sistemas de cruza expuestos al EC 

a) Progenie de la cruza hembra No Tratada X macho Tratado (NT x T) 

b) Progenie de la cruza hembra Tratada X macho No Tratado (T x NT) 

c) Progenie de la cruza hembra Tratada X macho Tratado (T x T) 

  Diagnóstico estadístico de acuerdo con Frei y Wurgler (1988): (+) positivo; (-) negativo; (i) indeterminado, 
nivel de significancia α = 0.05. 
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En la figura 23 se muestra la frecuencia de manchas totales registradas en la progenie de 

los tres sistemas de cruza y de las moscas expuestas al EC durante el desarrollo 

larvario. La descendencia de la cruza TxT presentó una respuesta muy similar a los 

organismos expuestos directamente al EC, mientras que la progenie de la cruza donde 

sólo la hembra estuvo expuesta al EC, tuvo fluctuaciones a lo largo de los lotes 

experimentales y la progenie donde sólo el macho estuvo expuesto al EC presentó la 

menor cantidad de manchas totales en comparación con los otros tipos de cruza y con los 

organismos expuestos al EC.  

 

 
 

Fig. 23 Frecuencia corregida de las manchas totales de la descedencia de los sistemas de 
cruzas SMART modificada y de las moscas transheterocigotas de la cruza SMART * Diferencias 

significativas respecto al testigo  (α = 0.05) 
 

 

 

 

 

 

 

Moscas transheterocigotas expuestas al EC 
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6.2.3.2. Distribución de la frecuencia de células por mancha 

En la figura 24 se muestra la distribución de la frecuencia de células/mancha de la 

progenie de la cruza NTxT, a pesar de que en todas las concentraciones probadas se 

encontraron manchas de tamaño pequeño, ninguna rebasó a las de su testigo. Sin 

embargo, se obtuvo una distribución continua de manchas grandes en la mayoría de las 

concentraciones probadas, percibiéndose claramente en 1.8E-14, 4.7E-09 y 0.078 mM. 

En la concentración 9.1E-12 mM se encontró la menor cantidad de manchas, sin embargo, 

una tercera parte corresponde a manchas grandes.   Además, se encontraron diferencias 

significativas en la frecuencia de manchas con más de 3 células (incluidas las manchas 

gemelas) en todas concentraciones probadas de EC en comparación con su testigo (Tabla 

10a).  

 

Para la progenie de la cruza cuando sólo la madre fue tratada (Fig. 25) se encontró 

que la distribución de las manchas chicas a lo largo de las concentraciones de EC, a pesar 

de presentar variaciones siempre fue menor al testigo y la distribución de la frecuencia de 

manchas grandes fue más amplia, encontrando manchas de hasta más de 100 

células/mancha, aunque en una baja frecuencia y sólo en 1.8E-14 y 2.4E-06 mM. 

 

En el caso de la progenie de ambos padres expuestos al EC, la distribución de las 

células/mancha se comportó de manera opuesta a los otros sistemas de cruza, en la figura 

26 se muestra que en todas las concentraciones se obtuvo una mayor cantidad de 

manchas chicas en comparación con su testigo y la distribución de la frecuencia de 

manchas grandes no superó a la del testigo en ninguno de los lotes experimentales.  
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Fig. 24 Distribución de la frecuencia del tamaño de mancha (número de células) de la progenie de 
la cruza NTxT – macho tratado. 

 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 25 Distribución de la frecuencia del tamaño de mancha (número de células) de la progenie de 

la cruza TxNT – hembra tratada. 
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Fig. 26 Distribución de la frecuencia del tamaño de mancha (número de células) de la progenie de 
la cruza TxT- ambos padres tratados. 

 

 

 

En la figura 27 se compara la frecuencia del tamaño de las manchas encontradas en los 

lotes testigo y experimentales de los tres sistemas de cruza y de las moscas expuestas 

directamente al EC.   

 

En general, en todos los tipos de progenie sin importar el género del progenitor expuesto 

al EC, se recuperaron manchas de tamaños similares a las de los organismos expuestos 

directamente durante la etapa larvaria (moscas transheterocigotas de la cruza SMART) 

(Fig. 27 a, b y c). 
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Fig. 27 Frecuencia acumulada sin considerar la concentración de EC, de las células por mancha de 
la descendencia de los diferentes sistemas de cruza a) NTxT b) TxNT y c) TxT comparada con la 

frecuencia de d) moscas transheterocigotas de la cruza SMART expuestas al EC . 
 

 

 

 

 

d) Moscas transheterocigotas expuestas al EC 
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6.2.3.3. Distribución de la frecuencia de manchas por mosca 

En la figura 28, se muestra la distribución de la frecuencia de manchas por mosca que 

exhibió la progenie de la cruza NTxT. En las concentraciones intermedias 9.1E-12, 4.7E-

09 y 2.4E-06 mM se recobró un mayor número de moscas sin manchas, incluso más que 

en el testigo.  

 

En la concentración 4.7E-9mM, a pesar de presentar menos moscas afectadas en 

comparación con el testigo, la distribución de las manchas fue particular debido a que 

sólo se encontraron moscas dentro de los rangos: con 1 a 3 manchas y con 10 a 60 

manchas por mosca. En 1.8E-14 y 0.078 mM cerca del 60% de las moscas analizadas 

presentaron manchas y la mitad de ellas tuvo más de 3 manchas por mosca.  

 

En la descendencia de la cruza donde sólo la hembra fue tratada (TxNT) se obtuvo una 

respuesta similar al de la cruza NTxT, sólo que en este caso con un patrón alterno entre 

los lotes experimentales; en las concentraciones 1.8E-14, 4.7E-9 y 

0.078mM se recobraron más organismos sin manchas en comparación con el testigo y las 

concentraciones 9.1E-12, 2.4E-6 y 1mM presentaron una mayor frecuencia de 

moscas afectadas en comparación con el testigo (Fig. 29).  

  

En la figura 30 se muestra la distribución de la frecuencia de manchas/mosca de la 

descendencia de la cruza TxT, en todas las concentraciones se presentó una mayor 

frecuencia de moscas con manchas en comparación con el testigo específicamente a partir 

de 9.1E-12 mM, la frecuencia de moscas con manchas fue en aumento con respecto al 

testigo, aunque la mayoría tuvo pocas manchas por mosca (de 1-2 manchas/mosca).   

 

Cabe resaltar que el rango de 10 a 30 manchas/mosca es el umbral de la máxima cantidad 

de manchas que presentó una mosca, puesto que después de esa categoría se 

recuperaron muy pocas moscas, independientemente de la concentración de EC o el 

sistema de cruza del que se tratara.   
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Fig. 28 Distribución de la frecuencia de manchas/mosca de la progenie de la cruza NTxT – macho 

tratado. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 29 Distribución de la frecuencia de manchas/mosca de la progenie de la cruza TxNT– hembra 

tratada. 
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Fig. 30 Distribución de la frecuencia de manchas/mosca de la progenie de la cruza TxT – ambos 

padres tratados. 

 

 

En la figura 31 se muestra la frecuencia de moscas con manchas de los lotes testigo y 

experimentales de los tres sistemas de cruza y de las moscas expuestas directamente al 

EC.   

 
Con base en los tres sistemas de cruza y sin importar el progenitor expuesto al EC en la 

descendencia resultante de dichas cruzas, se recupera una frecuencia de manchas por 

mosca muy similar (Fig. 31a y c) o inlcuso mayor (Fig. 31b) a la encontrada en las moscas 

transheterocigotas de la cruza SMART (Fig, 31d). 
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Fig. 31 Frecuencia acumulada sin considerar la concentración de EC, de las manchas por mosca 
de la descendencia de los diferentes sistemas de cruza a) NTxT b) TxNT y c) TxT comparada con 

la frecuencia de d) las moscas transheterocigotas de la cruza SMART expuestas al EC .  
 
 
 

 

 

 

d) Moscas transheterocigotas expuestas al EC 
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7. DISCUSIÓN 

 

La exposición a una gran variedad de agentes químicos y físicos está presente en la vida 

diaria de los seres vivos, algunos de estos compuestos tienen el potencial de poner en 

riesgo la integridad y la reproducción de los organismos. Actualmente, más de 84,000 

sustancias químicas que se encuentran en la lista de la Agencia de Protección Ambiental 

de EE. UU. (EPA, 2007), presentan deficiencias en su regularización, por consiguiente, se 

ignoran los riesgos a la salud y otros efectos tóxicos a largo plazo (Vogel y Roberts, 

2011) entre ellos el daño a las generaciones posteriores. 

 

Durante los últimos 25 años se han realizado estudios en humanos y en distintos modelos 

animales sobre la posible asociación entre la exposición parental frente a los agentes 

mutagénicos y/o carcinogénicos y  la ocurrencia de infertilidad, abortos espontáneos.  Así 

como el impacto negativo en la descendencia que incluye cambios morfológicos en el 

desarrollo embrionario, mortalidad infantil, riesgo de padecer enfermedades crónicas 

como diabetes tipo 2, obesidad, enfermedades cardiovasculares y distintos tipos de 

cáncer (Smulevich et al., 1999; Barber et al., 2006; Glen y Dubrova, 2012). 

 

La integridad de la información genética de los gametos masculino y femenino es vital 

para asegurar una transmisión correcta al nuevo individuo, por lo tanto, es crucial el 

entendimiento de los fenómenos involucrados, lo cual podría ser un paso importante en 

la prevención y tratamiento de problemas reproductivos y de igual manera en las 

enfermedades que se presentan a edades tempranas en generaciones siguientes.  

 

De acuerdo con los resultados obtenidos, la exposición de los padres a distintas 

concentraciones de EC durante la etapa larvaria provocó cambios en la integridad 

genética de las células somáticas de la progenie que se reflejó indirectamente en la 

aparición, multiplicación y distribución de los biomarcadores flr3 y/o mwh, e en los 

tricomas de las alas de la progenie. Conjuntamente hubo repercusiones en el contexto 

reproductivo de los padres expuestos al EC; en la fertilidad, cantidad de progenie por 

familia y proporción sexual. 
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7.1.    Efecto del EC en las moscas de la cruza SMART 
 

 

Se obtuvo una menor sobrevivencia en la descedencia de moscas portadoras del 

cromosoma balanceador (TM3,BdS/mwh,e,+) en todas las concentraciones probadas en 

comparación con las moscas libres de inversión (+,flr3/mwh,e,+), condición que puede 

atribuirse a los cambios en la localización de genes asociados a la modulación de la 

actividad metabólica y aunado a la falta de reparación por recombinación homóloga es 

probable que presenten varias consecuencias, entre ellas, la disminución en la 

sobrevivencia (Muñoz, 2008). 

En cuanto a la Proporción Sexual (PS), en las moscas LI se contabilizó un mayor número 

de hembras y menor número de machos en cuatro de las seis concentraciones probadas 

de EC respecto a la PS promedio encontrada en el lote testigo (IC0.95). Esto indica que en 

esas concentraciones la PS de ambos sexos se aleja de los valores de sus respectivos 

testigos, lo cual se debe al afecto directo ejercido por la exposición al EC. 

 

Esta respuesta coincide con estudios llevados a cabo en otros organismos modelo que 

fueron expuestos a distintas concentraciones de insecticidas elaborados a partir del 

compuesto EC en donde encontraron alteraciones en la síntesis de hormonas 

reproductivas, deficiencias a nivel de maduración sexual y producción de gametos 

(Baligar y Kaliwal, 2002; Cheng et al., 2006; Goad et al., 2004). 

 

Se analizó la frecuencia de manchas y la susceptibilidad poblacional al EC, en donde se 

pudo apreciar que, en las tres concentraciones más bajas hay incremento en la frecuencia 

de moscas afectadas al mismo tiempo que aumenta la aparición de manchas chicas y 

totales; esto se puede explicar porque la afectación en los organismos va siendo cada vez 

mayor  y aunque las moscas lo metabolizan y reparan el daño genotóxico, se llega a un 

punto en el que es demasiado el daño en sus células (en este caso en la concentración 

4.7E-9mM) y si se sobrepasa ese límite se activan nuevos mecanismos de reparación de 

daño y capacidad de seguir con el proceso de división mitótica, esto explicaría el aumento 

en la cantidad de manchas grandes y el decaimiento en la cantidad de moscas afectadas y 

como consecuencia una disminución en la frecuencia de manchas totales 
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              7.2.   Efecto del EC en las líneas de las cruzas SMART modificada  

 

En las cepas parentales flr3/TM3,eBdS y mwh,e ninguna concentración resultó letal y se 

obtuvo una respuesta similar para ambos tipos de líneas de moscas expuestas, esto 

significa que la constitución genética de las cepas no fue una variable de intervención en 

la respuesta biológica obtenida (Lindsley y Zimm, 1992). 

  

La mayor fluctuación de la PS respecto a su testigo se mostró en la cepa flr3/TM3,eBdS sin 

embargo, no fue estadísticamente significativa. Esto puede deberse a la sofisticada 

construcción genética de la cepa, dado que los rearreglos de los marcadores genéticos 

que posee dicha cepa, le confiere una sensibilidad distinta y considerando la toxicidad del 

tratamiento, se recuperaron pocos organismos por lo que la menor aparición de machos 

podría estar sesgada por el bajo número de sobrevivientes. 

 

Por otro lado, en la PS de la cepa CS utilizada como testigo de línea hubo una respuesta 

significativa en concentraciones altas (2.4E-6 y 0.078mM), lo cual se aprecia en una 

mayor cantidad de hembras en comparación con el testigo, lo que indica que el EC sin 

duda ejerce un efecto en la proporción de sexos independientemente de los marcadores 

genéticos de las cepas.  

 

La diferenciación sexual en la mosca de la fruta comprende el empalme alternativo de 

RNAs mensajeros de genes sexuales (Sxl, tra, dsx) (Burtis, 1993; Keisman et al., 2001) y a 

pesar de que posee un sistema endocrino complejo ninguna hormona ha sido 

explícitamente implicada en tal proceso, otros autores proponen a la ecdisoma y a la 20-

hidroxiecdisona como contrapartes de las hormonas de mamíferos: testosterona y 

estrógeno, respectivamente (De Loof y Huybrechts, 1998) y que la formación de ovocitos 

maduros requiere de la hormona 20-hidroxiecdisona y la hormona juvenil (Carney y 

Bender, 2000). 
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                7.2.1.  Daño reprotóxico en los sistemas de la cruza SMART modificada 
 

El efecto de la exposición al EC en los diferentes sistemas de cruza con relación a los 

biomarcadores de fertilidad (capacidad de tener hijos) y progenie promedio por familia 

fue distinta dependiendo el tipo de progenitor expuesto. Aun cuando no se confirmaron 

diferencias estadísticas significativas en todos los sistemas de cruza, de manera 

cualitativa pueden observarse diferencias que implican una importancia biológica en 

niveles más altos de organización (Lagadic et al., 2000; Meza-González, 2015). 

 

En cuanto a la fertilidad, es relevante mencionar que sólo en la concentración intermedia 

(4.7E-09mM) se mostró claramente un efecto sinérgico es decir, la disminución en la 

capacidad de procrear fue mucho más intensa en la cruza donde ambos progenitores 

estuvieron expuestos al EC (TxT) que la respuesta mostrada por separado en los sistemas 

de cruza donde sólo uno de los progenitores estuvo expuesto. 

 

No obstante, en las demás concentraciones experimentales, la cruza TxT fue la que mayor 

fertilidad mostró, en segundo lugar la cruza TxNT y por último la cruza NTxT. Esto podría 

explicarse en virtud de que los organismos han desarrollado una serie de respuestas que 

se activan para hacer frente a cualquier factor que modifique o interrumpa la 

homeostasis del individuo (cambios en el ambiente, depredadores, clima, escasez de 

alimentos y otros) e inducen cambios que modifican su fisiología y/o su comportamiento 

con el propósito de maximizar su supervivencia y restablecer la homeostasis (Páez-Serna, 

1998; Sapolsky, 2000; Monaghan y Haussmann, 2015).  

 

Con relación al biomarcador de la cantidad de progenie por familia de los tres sistemas de 

cruza en general, se recobró un menor número de descendencia sólo cuando la hembra 

estuvo afectada y más descendencia cuando ambos padres fueron tratados. Esta 

fluctuación observada en concentraciones bajas de EC podría estar asociada al fenómeno 

de hormesis, esto implica que el organismo puede presentar una estimulación ante 

cantidades mínimas e inhibición en dosis altas de un compuesto; sin definirse umbrales 

delimitados ya que, a pesar de no representar letalidad, no existen dosis seguras o 

inofensivas (Lovell, 2000).  
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Existe evidencia de hormesis en diversos modelos biológicos considerándose una 

respuesta adaptativa ante estímulos tanto endógenos como ambientales que pueden 

desencadenar desde enfermedades multifactoriales hasta problemas de infertilidad y del 

desarrollo (Calabrese, 2008; Mattson, 2008; Ramírez-Flores, 2015). 

 

Las fluctuaciones en la proporción sexual mostraron que en las cruzas NTxT y TxT la 

cantidad de hembras aumentó, aunque cuando ambos padres fueron expuestos se 

modificó la PS tanto de las moscas LI como de las PI. En cambio, en la cruza TxNT la 

cantidad de hembras disminuyó, como ocurrió en la PS de la progenie de la cruza SMART 

y de la cepa testigo CS. Por lo que se determinó que el EC afecta de manera importante la 

distribución normal de los sexos incluso una generación posterior a la exposición directa 

con el compuesto.  

 

Lo anterior puede significar un efecto más devastador que si ocurriera durante la etapa 

adulta debido a que durante el desarrollo embrionario los disruptores endocrinos 

químicos pueden afectar de manera permanente la expresión génica y el desarrollo de los 

órganos que modulan la producción de hormonas y el número de receptores (Sugawara 

et al., 2002). 

 

Aun cuando no se ha explorado del todo la determinación sexual en Drosophila, la 

repercusión del EC a nivel reproductivo y en la PS es similar a la observada en otros 

modelos animales expuestos a pesticidas de carbamato (Baligar y Kaliwal, 2002; Goad et 

al., 2004; Cheng et al., 2006).  

 

Por esta razón, Drosophila melanogaster puede ser un modelo muy útil para la evaluación 

de disruptores endocrinos, puesto que es importante conocer más a fondo qué productos 

químicos tienen la capacidad de alterar las hormonas, los efectos en el sistema endocrino 

de los organismos expuestos y hasta cuantas generaciones pueden trascender las 

consecuencias de estos compuestos.  
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7.2.2.  Daño multigeneracional  del EC en los sistemas de cruza SMART 

modificada 

El efecto multigeneracional del EC se evaluó a través de la prueba SMART, la cual 

proporcionó información cuantificable de los efectos provocados en el DNA; como 

mutación puntual, deleción, no disyunción o recombinación mitótica (Graf et al., 1984) 

dichas alteraciones genéticas se evidenciaron indirectamente en la morfología de los 

tricomas de las alas de la descendencia de organismos expuestos al compuesto durante su 

etapa larvaria. 

 

          7.2.2.1. Cruza NT x T – macho progenitor tratado 
 

La descendencia recuperada de la cruza donde sólo el macho estuvo expuesto al EC 

mostró una frecuencia significativamente mayor de manchas conformadas por más de 

dos células en comparación con el lote testigo, lo que implica la presencia de inestabilidad 

cromosómica que se manifiesta como daño en las células somáticas, las cuales se 

repararon en etapas tempranas del desarrollo y continuaron con el proceso de división 

mitótica.  

 

Esto puede explicarse debido a que en los machos, la reparación del DNA es altamente 

eficiente durante la mitosis y en la interfase meiótica de las células germinales pero 

declina drásticamente al iniciar la meiosis, específicamente a partir de la reorganización y 

reemplazo de histonas por protaminas que junto con los mecanismos epigenéticos 

contribuyen entre otras cosas a proteger el genoma paterno del daño físico y químico 

(Rathke et al., 2014) por lo que cualquier lesión en el DNA antes de esta etapa no puede 

ser reparada sino hasta después de la fecundación, a través de la maquinaria de 

reparación materna (Marchetti y Wyrobek. 2008; Castillo-Manzanilla, 2015). En 

Drosophila los espermatozoides deficientes en protaminas presentan una mayor 

sensibilidad a los rayos X (Rathke et al., 2010).   

 

Esto se reflejó en el descenso en la frecuencia de manchas totales en comparación con el 

testigo, ya que si la inestabilidad genómica de la descendencia es tal, que sobrepasa un 

determinado umbral, la maquinaria de reparación materna se satura y si los 

rompimientos no se reparan de inmediato, se activan cascadas de señalización que 
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conducen  a la muerte celular por lo que el daño genotóxico podría no ser evidenciado, ya 

que la ausencia de células reparadas podría asociarse con una falta aparente de daño, lo 

que sería una conclusión errónea ya que el EC podría causar citotoxicidad hasta tal punto 

que una proporción de las células alteradas mueren (Ramos-Morales et al., 2000; 

Herrera-Bazán, 2009). 
 

7.2.2.2.     Cruza T x NT – hembra progenitora tratada 
 

En Drosophila melanogaster las células nodriza (células que acompañan al ovocito 

durante la ovogénesis) aportan RNAs, proteínas y organelos al ovocito en desarrollo hasta 

su maduración, estos factores embebidos en el citoplasma pasaran al futuro embrión para 

la activación de la transcripción del genoma del cigoto, la formación de los ejes antero-

posterior y dorso-ventral y el comienzo del desarrollo del embrión en general (Farrell y 

O`Farrell, 2014; Laver et al., 2015). 

 

Durante el proceso de la ovogénesis existe una estricta regulación del mantenimiento del 

genoma materno. Un ejemplo, es la expresión de la proteína Dmp53 (Drosophila p53) en 

respuesta al daño del DNA, la cual se encarga de activar e inducir la apoptosis de las 

células germinales primordiales y también está involucrada en la reparación del DNA por 

rompimientos de doble cadena (Hu et al., 2011; Robin et al., 2019). Todo esto sugiere que 

existe una selección premeiótica de los ovocitos con la finalidad de asegurar la integridad 

genómica materna, garantizar la fertilidad y el adecuado desarrollo de la descendencia. 

 

Cuando el proceso de la ovogénesis es afectado por algún factor genotóxico además del 

DNA, las proteínas, los RNAs y todos los factores encargados de la protección y 

reparación del genoma pueden verse afectados, por lo que las hembras manifestarán 

defectos en varios pasos de la reproducción incluyendo una disminución en la capacidad 

ovulatoria e inestabilidad genómica de los ovocitos (Tomasini et al., 2008). Si el estrés 

genotóxico es excesivo o crónico puede conducir al agotamiento de la reserva folicular y 

por lo tanto llegar a la infertilidad. 

 

La combinación de todos estos factores podría explicar los resultados obtenidos en las 

familias donde sólo la hembra fue expuesta al EC (TxNT); a pesar de que la capacidad de 

tener hijos no se modificó considerablemente (fertilidad), si disminuyó la fecundidad es 
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decir, la cantidad de hijos por familia fue menor y también modificó la integridad 

genómica de las células somáticas de la descendencia puesto que la frecuencia total de 

manchas así como el tamaño de las mismas fue diferente a la obtenida en el lote testigo, 

sin mostrar un patrón definido al aumentar la concentración de EC.  

 

7.2.2.3. Cruza T x T – ambos progenitores tratados 

 

Considerando todas las características particulares de la gametogénesis y el sistema 

reproductivo tanto del macho como de la hembra; en la descendencia proveniente de la 

cruza con ambos padres expuestos al EC (TxT) es probable que un estrés metabólico 

mucho mayor, promueva la activación de más cantidad o incluso nuevos mecanismos de 

desintoxicación que en condiciones individuales de exposición no se estimularían (Chen y 

Wagner, 2012; Garbuz et al., 2017).  

 

En el proceso reproductivo, diversos estudios coinciden en que en los machos, la 

capacidad de producir hijos está limitada al número de óvulos que consiga fecundar  

(Clutton-Brock, 2007) y los componentes del fluido seminal de Drosophila melanogaster 

como las proteínas de las glándulas accesorias (Acps) y el esperma, al transferirse a las 

hembras durante la cópula estimulan la maduración de los ovocitos (Heifetz et al., 2001; 

Brommer et al., 2012),  esto explicaría el aumento en la fertilidad  y en la cantidad de 

óvulos fecundados así como la deposición de los huevos. 

 

Por otro lado, los resultados obtenidos en los biomarcadores de la prueba de inducción de 

mutación somática en las alas de las moscas proveniente de la cruza TxT exhibieron 

efectos muy similares a los obtenidos en las moscas transheterocigotas expuestas 

directamente al EC durante su desarrollo larval. 

 

Esto significaría que el daño al DNA en las células de organismos expuestos a un 

compuesto durante un periodo largo o en etapas tempranas del desarrollo del individuo 

puede incrementar la propensión a adquirir alteraciones en el genoma de la futura 

descendencia. Si la capacidad de reparar no es suficiente o no repara eficazmente, estas 

alteraciones en su genoma se acumularán en periodos de tiempo muy cortos durante las 

subsiguientes divisiones celulares y dado que es un organismo que está en desarrollo la 
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dinámica de sus tejidos y órganos estarían en riesgo de transformación maligna, es decir 

en un estado diagnosticado como cáncer.  

 

Dado que los resultados obtenidos en este trabajo no se pueden explicar fácilmente por 

los paradigmas actuales debido a que no existe una sola respuesta, sin duda este trabajo 

proporciona nuevas bases que pueden ser aprovechadas por las herramientas 

moleculares disponibles, con el objetivo de dilucidar la compleja red de causas del cáncer 

en edades tempranas y problemas de infertilidad. 
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7.3. Consideraciones finales  

 

Las etapas tempranas en el ciclo de vida de la mayoría de los organismos son las más 

sensibles al estrés ambiental y, por lo tanto, la plasticidad fenotípica multigenereracional, 

mediante la cual el entorno parental y el entorno de la descedencia interactúan y como 

consecuencia se altera el fenotipo de la progenie, es clave para promover la persistencia 

de dichas modificaciones frente a los cambios ambientales. 

 

Si bien, se han realizado un sinfín de estudios con relación a los efectos en la descedencia 

a través de la vía materna, en años recientes se ha encontrado cada vez más evidencia 

respecto a que el efecto paterno también puede desempeñar un papel igual de 

trascendental en las siguientes generaciones. 

 

En este trabajo se descubrió que de manera individual las experiencias maternas y 

paternas frente a un compuesto genotóxico como el EC, afectaron heterogéneamente el 

rendimiento de la descendencia (fertilidad, progenie por familia, proporción sexual y 

estabilidad genómica).  

 

Sin embargo, sorprendentemente, se encontró que el efecto paterno (cruza NTxT) a 

menudo redujo el rendimiento de la descedencia en comparación con el efecto materno 

(TxNT), reflejándose en una disminución en la frecuencia de manchas totales y aumento 

en la frecuencia de manchas grandes, lo que conlleva a una mayor cantidad de rearreglos 

estrcuturales debidos a las constantes reparaciones del DNA y por lo tanto mayor 

propensión a desarrollar un proceso carcinogénico en etapas tempranas.  

 

Por lo que es necesario un entendimiento más completo de los procesos fisiológicos 

asociados con la reproducción y obtener más información acerca del transporte, el 

destino y la biodisponibilidad del compuesto dentro del organismo expuesto por primera 

vez para la identificación del potencial daño, tanto a nivel germinal como somático y a lo 

largo de las generaciones para lograr una comprensión integral de las posibles 

consecuencias en los organismos expuestos y en sus descendientes.  
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8. CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten obtener las siguientes 

conclusiones: 

 

 El EC tuvo un efecto multigeneracional ya que la frecuencia de los biomarcadores 

cuantitativos como: el número de manchas, su tamaño y su incidencia en las moscas 

expuestas durante su desarrollo larvario fue similar a la frecuencia de manchas de la 

F1 de uno o ambos padres expuestos al EC durante etapas tempranas de su desarrollo. 

 

 La respuesta al daño reprotóxico y el mecanismo que lo promueve es diferente 

cuando ambos padres estuvieron expuestos al EC que cuando sólo uno de los dos 

progenitores estuvo tratado. 

 

 El EC provoca cambios significativos en la Proporción Sexual en Drosophila 

melanogaster tanto por exposición directa como a nivel multigeneracional, sin 

importar el progenitor que haya sido expuesto. 

 
 La modificación de la prueba de SMART presentada en este trabajo al ser versátil, 

económica y cuantificable, puede ser utilizada como una alternativa in vivo para 

estudiar el efecto reprotóxico y multigeneracional de distintos compuestos de interés. 
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