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RESUMEN 

 

Existen sustancias que pueden provocar efectos adversos en los seres vivos de los cuales uno de los 

menos estudiados es el daño a la capacidad reproductora. Nuestro grupo de trabajo ha calibrado 

bioindicadores como fertilidad, cantidad de progenie y proporción sexual, todos enfocados a evaluar 

el daño reprotóxico in vivo con especies del género Drosophila. En este trabajo se evaluó la 

introducción de Drosophila mulleri como un modelo alternativo a Drosophila melanogaster en 

estudios de daño reprotóxico. Durante la valoración de un modelo experimental se expone a los 

organismos a sustancias de resultado conocido para verificar la respuesta respecto a estudios 

anteriores. El objetivo fue determinar si D. mulleri mostraba una respuesta similar a D. melanogaster, 

para el daño reprotóxico causado por el promutágeno y alquilante N-nitrosodimetilamina (NDMA), 

así como observar daño transgeneracional como efecto de tratar a los machos con dicho compuesto. 

Para el desarrollo del proyecto se aislaron larvas de tercer estadio de D. melanogaster y D. mülleri 

que se alimentaron con NDMA (7.63E-05 – 1.50E+00) o agua destilada (testigo negativo y 

diluyente). Los organismos recobrados se contaron para estimar la sobrevivencia, se revisó la 

morfología poniendo especial atención a la estructura genital y gónadas masculinas. Por cada 

concentración se realizaron treinta cruzas 1:1 de machos tratados con hembras no tratadas para 

obtener la F1. Posteriormente se forman treinta familias que se siguieron por dos generaciones más 

(F2 y F3). En cada generación se contó y revisó morfológicamente a las moscas, calculando además 

fertilidad y fecundidad por cada familia, así como la proporción sexual. D. melanogaster y D. mulleri 

presentaron diferencias significativas, respecto a su testigo, en un 50% de las concentraciones usadas. 

También se presentó la perdida de fertilidad a partir de la concentración 2.35-E01 para ambas cepas, 

aunque en distintas generaciones, y para D. mulleri se presentó perdida de fertilidad también en 

concentraciones intermedias. Respecto a la fecundidad, ambas cepas de moscas se vieron afectadas 

en distintas concentraciones y generaciones, por lo que se sugiere que la NDMA causa daño 

reprotóxico y transgeneracional en el género Drosophila. Se propone que D. mulleri resulta un 

modelo confiable para la evaluación daño reprotóxico y transgeneracional al obtener datos 

cuantitativos similares a D. melanogaster. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

1. Toxicología 

 

La toxicología es la ciencia de los venenos, identifica y cuantifica los efectos adversos 

asociados a la exposición con agentes físicos, químicos o biológicos en los organismos para 

comprender los mecanismos de acción de los agentes tóxicos para lo que se han elaborado 

herramientas experimentales enfocadas a la determinación de sus propiedades (E. Silbergeld, n.d., 

2000; Smart and Hodgson 2008; Roldan 2016). El efecto de la sustancia será modulado por la edad, 

el sexo, la dieta y la salud del organismo (Brusick 1987; Peña, Carter, and Ayala-Fierro 2001; E. K. 

Silbergeld 2000).  

 

Una rama de la toxicología es la toxicología genética, está, identifica y examina la acción de 

los agentes tóxicos que tienen la capacidad de interactuar con el material genético, a los que llamamos 

agentes genotóxicos (Brusick 1987). Su objetivo fundamental es medir el impacto que los compuestos 

externos pueden inducir cambios hereditarios en las células sexuales o en las células somáticas de los 

organismos expuestos, pero que también podrían alterar nuevas generaciones por otros mecanismos 

(E. Silbergeld 2000; Brusick 1987; Ramos-Morales and Vega García 2008). 

 

Un tóxico es todo agente químico, físico o biológico que, al entrar en un organismo en dosis 

determinadas, producen efectos adversos o indirectos. Pueden ser xenobióticos, es decir sustancias 

que no se producen dentro del organismo, sino que viene del ambiente; algunos ejemplos de éstos 

son los productos industriales, las drogas o los fármacos, pero también pueden ser compuestos 

producidos por animales y vegetales (Kniewald et al. 2005; Peña, Carter, and Ayala-Fierro 2001; 

Roldan 2016; Smart and Hodgson 2008).  

 

La forma de medir el efecto de la sustancia que entra al cuerpo es dosis-dependiente, estás 

sustancias pueden ser de efecto directo, es decir tóxicas en cuanto entran al organismo, o bien 

necesitar del metabolismo del organismo para ser descompuesta, en este caso los metabolitos son la 

forma toxica.  El tipo de lesión será dada por el tipo de exposición, la distribución, retención o 

excreción de la sustancia en el organismo y la eficacia del metabolismo. (Brusick 1987; Peña, Carter, 

and Ayala-Fierro 2001; E. K. Silbergeld 2000). 
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Los compuestos pueden tener efecto genotóxico, que puede detectarse en forma de mutaciones, 

por ejemplo, cambiar una base por otra, eliminar o agregar a una o más bases lo que provoca el 

corrimiento del marco de lectura durante la traducción y puede generar proteínas alteradas, entre otras 

posibilidades. También pueden afectar su integridad, como aberraciones cromosómicas o bien 

rupturas de las hebras de DNA que pueden llevar a pérdidas o ganancias de segmentos, cambios en 

el orden de los genes; en el número de cromosomas, por la pérdida o ganancia de un cromosoma o 

incluso de un juego completo de éstos, entre otros efectos (Choy 2001; Lodola and Stadler 2011).  

 

Tanto las células somáticas como las germinales pueden sufrir daño y su capacidad para reparar 

o eliminar la lesión causada por un genotóxico influye en el daño que se podría heredar a futuras 

generaciones. Actualmente existen estudios que asocian enfermedades o síntomas a diversos 

contaminantes ambientales, por ejemplo, las enfermedades que tiene que ver con aparato respiratorio 

como la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC) (Smart and Hodgson 2008; Ramos 

Morales et al. 1993; E. Silbergeld 2000). 

 

El diagnóstico del potencial genotóxico de una sustancia se ha basado principalmente en los 

efectos provocados en las células somáticas de los organismos expuestos o en sus descendientes, 

mediante la inducción de mutaciones en las células sexuales, aspectos para los que se dispone de gran 

variedad de metodologías experimentales tanto in vivo como in vitro, sin embargo, la respuesta de 

reacción de los sistemas celulares ante el metabolismo puede ser diferente en cada organismo. 

 

Se ha documentado el daño a nivel reproductivo a través de la incidencia de infertilidad en 

poblaciones humanas, problema que se ve incrementado en grandes ciudades. En el caso de la Ciudad 

de México, los registros que se tenían hasta 2019, marca que la tasa de fecundidad en México 

descendió de 6.74 en 1968 a 2.1 en 2018, datos obtenidos de estudios de infertilidad (Fig. 1), esto 

incrementa la necesidad de solicitar técnicas para reproducción asistida (González Cervera 2006). 
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Fig. 1 Tasa Global de Fecundidad en México donde se observa que ha descendido de 

6.74 en 1968 a 2.1 en 2018. La Ciudad de México, una de las más bajas con 1.49. 

CONAPO (2019). 

No obstante, poco se ha explorado el impacto de tóxicos en la capacidad reproductiva de los 

organismos, lo que resulta fundamental para el mantenimiento de las poblaciones. Para continuar 

explorando la incidencia de compuestos sobre la reproducción es necesario estudiar organismos 

donde haya un recambio poblacional en un periodo más corto que el del humano y es aquí donde los 

modelos animales resultan de gran importancia. 

 

 

2. Modelos in vivo 

 

Los modelos animales como rata, ratón, perros, cerdos y primates, de los que se conocen 

ampliamente sus características biológicas, además de la relación genética con los humanos, se han 

usado para el estudio de genotóxicos, los estudios se hacen en células somáticas, así como células 

sexuales. No obstante, actualmente el uso de sistemas de mamíferos ha sido restringido y el número 

de organismos que pueden utilizarse es bajo, además de que el costo del seguimiento de sus 

descendientes a lo largo de varias generaciones implica costo y espacio considerables (Morgan 1919; 

Rodríguez-Yunta 2007; Santalla, Portiansky, and Ferrero 2016). 
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Entre las características de los modelos biológicos que favorecen su uso para el estudio de la 

actividad reproductiva se encuentran la producción de progenie numerosa que facilite el análisis 

estadístico robusto, ciclos de vida cortos que aporten información de varias generaciones en períodos 

razonables y un costo de mantenimiento moderado. El grupo de los insectos reúnen estas 

características y en particular los pertenecientes al género Drosophila (Adams et al. 2000; Avanesian, 

Semnani, and Jafari 2009; Brusick 1987; Markow and O’Grady 2007). 

 

 

3. Drosophila melanogaster 

 

La distribución del género Drosophila es cosmopolita y está integrado por numerosas especies 

que pueden encontrarse desde las altas montañas hasta el nivel del mar y desde los trópicos hasta la 

tundra. Y aunque la mayoría de los hábitats parecen apropiados para estos dípteros, existe una mayor 

abundancia y variabilidad en los bosques y selvas (Throckmorton 1982; Markow and O’Grady 2007; 

Hasson, Naveira, and Fontdevila 1992). 

 

Drosophila, es un organismo holometábolo, lo que significa que lleva a cabo una metamorfosis 

completa que incluye las etapas de huevo, larva, pupa y adulto, por lo que se pueden diferenciar todas 

las etapas de su desarrollo. Tiene un ciclo de vida corto, que va de diez a quince días a partir de la 

fertilización del huevo, dividiéndose en dos grandes periodos, la etapa larvaria y la del organismo 

adulto (figura 2). Su alimentación se basa en materia orgánica en descomposición, principalmente 

frutos (Adams et al. 2000; Guerrero and Lorenzana-Jiménez 2009; Markow and O’Grady 2007; 

Ramos-Morales and Vega García 2008). 
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Fig. 2 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (modificada de Ramon Giraldez). 

 

 

En el caso de la especie D. melanogaster, su tamaño va de 2 a 3 mm de largo, tienen ojos rojos 

y presentan dimorfismo sexual, es decir presentan atributos diferentes hembras y machos, entre ellos 

el tamaño, lo que facilita su identificación (figura 3). Su abdomen está dividido en ocho segmentos, 

pero en el caso del macho el séptimo no es evidente porque se ha fusionado con el octavo formando 

uno solo (Ramos-Morales and Vega García 2008; Markow and O’Grady 2007; Guerrero and 

Lorenzana-Jiménez 2009). 
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Fig. 3 Morfología externa de moscas Drosophila melanogaster (foto de Rubi 

Evangelista). 

 

Es un modelo pionero en estudios genéticos y en el área de biología del desarrollo. Se completó 

la secuencia de su genoma en el año 2000 y se mostró que alrededor del 70% de sus genes son 

compartidos con los del humano y de éstos, un porcentaje similar se asocia a genes relacionados con 

enfermedades humanas (Adams et al. 2000; Botas 2007). Este organismo acepta modificaciones 

importantes en el orden de los genes, es decir, se pueden introducir mutaciones en su genoma, además 

de grandes rearreglos en los que cambia el orden o número de genes; esta característica le da ventaja 

al organismo con respecto a otros modelos (Adams et al. 2000; Botas 2007; Ramos-Morales and 

Vega García 2008; Ramos Morales et al. 1993; Brusick 1987). 

 

Se ha mostrado que esta mosca tiene la capacidad de transformar y detoxificar sustancias de 

manera similar a los mamíferos, esto debido a que tiene sistemas enzimáticos dependientes de 

citocromos P450, con actividad equivalente a la fracción S9 del hígado de rata (Baars et al. 1980; 

Clark 1982; Giraudo et al. 2011; Graf, Wild, and Wirgler 1992; Hällström and Blanck 1985; Negishi 

et al. 1991; Shibahara et al. 1995). Se ha documentado que la mosca, puede distinguir entre 

mutágenos y promutágenos, característica esencial para hacer comparación con mamíferos, es decir, 

compuestos que son activos después de ser transformados por el metabolismo de los organismos, 

además de discriminar entre diferentes especies químicas (Hällström and Blanck 1985; Yang et al. 

2007).   
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Este modelo ha sido fructífero durante más de 100 años en los laboratorios y ofrece ventajas 

para los estudios de genotóxicos, además de ser un sistema promisorio para el estudio de daño 

reprotóxico ya que los genes reguladores de la reproducción se encuentran conservados en gran 

medida y comparten similitudes en la espermatogénesis con el humano (Adams et al. 2000; Botas 

2007; King, Aggarwal, and Aggarwal 1968). 

 

Una limitante de este modelo es que sus gónadas son hialinas, por lo que la valoración del 

efecto de genotóxicos en la morfología de las estructuras reproductoras hace necesaria la inspección 

visual minuciosa a través de la disección. Este aspecto podría superarse si la inspección visual directa 

(sin necesidad de disectar al organismo) pudiera informar de la presencia y posible funcionalidad de 

las gónadas, además de que haría posible mantener al organismo vivo para cruzas posteriores, esta 

característica está presente en moscas con gónadas pigmentadas como Drosophila mulleri. 

 

 

4. Drosophilla mulleri   

 

El género Drosophila se divide en grupos debido a su variabilidad, desde el punto de vista 

morfológico el grupo Repleta es de los más importantes, se caracteriza por un mesonoto grisáceo o 

marrón, cada queta se encuentra rodeada de manchas negras o marrón oscuras que en ocasiones se 

encuentran ausentes o fusionadas formando patrones elaborados. En el grupo se encuentran las 

especies de mayor tamaño, con gran variabilidad genética, por lo que se forman cinco subgrupos; 

hydei, mercatorum, repleta, fasciola y mulleri (Durando et al. 2000; Richardson 1977; Simpson 2002; 

Throckmorton 1982; Vilela 1983; M. Wasserman and Koepfer 1979; Marven Wasserman and H. 

Roberta 1930; Marvin Wasserman 1968; Marvin Wasserman and Koepfer 1977, 1980; Marvin 

Wasserman and Richardson 1987; Wassserman 1972, 1960; Wassserman, Fontdevila, and Ruiz 

1983). 

 

El subgrupo mülleri, es la subunidad mayor con 36 especies, que se agrupan en cinco 

complejos, donde el complejo mulleri es el más grande. La distribución geográfica del complejo está 

limitado a los hábitats del desierto (Wassserman, Fontdevila, and Ruiz 1983; Vilela 1983). Se 

considera que el ancestro del complejo formaba poblaciones semiaisladas que aún tenían intercambio 

genético y posteriormente se diferenció en subespecies, lo que agrupa a las especies en un nivel por 
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debajo del complejo o “clusters” dada sus relaciones reproductivas (Hasson, Naveira, and Fontdevila 

1992). Lo que deja a Drosophila mulleri dentro de la siguiente clasificación: 

 

      Reino: Animalia 
 

 Fila: Arthropoda 
 

       Clase: Insecta 
 

  Orden: Diptera 
 

        Familia: Drosophilidae 
 

   Género: Drosophila 
 

         Grupo: Repleta 
 

    Subgrupo: mulleri 
 

          Complex: mulleri 
 

     Cluster: D. mulleri 
 

           Especie: Drosophila mulleri 

 

 

Nuestro grupo de trabajo ha observado y registrado el ciclo de vida de D. mulleri, obteniendo 

una duración de dieciocho días a partir de la fertilización del huevo (0 h), la fase larvaria incluye tres 

estadios, larva de primer estadio (51 h), larva de segundo estadio (102 h) y larva de tercer estadio 

(164 h), la fase de pupa (269 h), y por último el adulto, que aparece a los 18 días (432 h), como se 

puede observar en la figura 4. 
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Fig. 4 Ciclo de vida de Drosophila mulleri (modificada de Ramon Giraldez) 

 

 

Su tamaño va de 2.8 a 3 mm, el dimorfismo sexual favorece a la hembra, pero es poco evidente, 

su coloración es ámbar oscuro, en los costados presenta ocho hileras de cedas delgadas en posición 

pre-escutelar, con manchas de color café en el tórax, características del grupo filogenético, presentan 

antenas de color amarillo-café y ojos rojos como se observa en la figura 5 (Durando et al. 2000; 

Patterson 1943; Patterson and Mainland. 1944). 

 

Los machos de este grupo presentan los testículos pigmentados, color que varía dependiendo 

de la especie y se acentúa con la edad de la mosca, en el caso de D. mulleri tienen coloraciones que 

van de amarillo a rojo, es decir entre más edad tienen los machos, más rojizos serán los testículos 

(Patterson and Mainland. 1944). Precisamente esta coloración en los testículos de D. mulleri es la que 

hace al organismo adecuado en este trabajo, ya que las gónadas masculinas son visibles y de gran 

tamaño como se observa en el esquema mostrado en la figura 6. Esta cualidad facilita la visualización 

de daños morfológicos en testículos sin que sea necesario disectar al organismo (Hammoud et al. 

2010; Ianella, Azeredo-Oliveira, and Itoyama 2008; Rajpurohit, Oliveira, Elges, et al. 2013).  
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Fig. 5 Morfología externa de moscas Drosophila mulleri: A. posición lateral; 

B. Macho en posición ventral donde se pueden apreciar los testículos coloreados en 

tono amarillo (foto de Rubi Evangelista). 

 

 

 

Fig. 6 Cambio de pigmentación en testículos de D. mulleri (modificado de Ramirez-Flores 2015). 

 

La distribución de esta mosca va desde el desierto de Sonora hasta el Sur de Estados Unidos y 

su alimentación es principalmente de plantas de desierto. Se encuentra asociada a ambientes xerófilos, 

por lo que se alimenta de cactus en descomposición, metabolizando productos de la fermentación 

(Rajpurohit et al. 2013). En laboratorio se mantiene en medio banana-opuntia ya que existen algunas 

diferencias en la actividad metabólica de las moscas, por su adaptación a distintos ambientes, pero se 

ha mostrado que muchos de los genes responsables de la activación de compuestos se han conservado 

en las moscas y son comunes al humano (Adams et al. 2000; Fischer and Maniatis 1985; Yang et al. 

2007). 

 

Por lo que, el ciclo de vida corto (respecto a mamíferos), el poco espacio necesario para su 

mantenimiento, los rasgos conservados, sumados a la pigmentación de testículos según la madures 

sexual en machos, D. mulleri resulta ser una buena propuesta como modelo complementario a D. 

melanogaster en estudios de daño reprotóxico y transgeneracional (Patterson and Mainland. 1944; 
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Rajpurohit et al. 2013). Además, al obtener resultados favorables, D. mulleri podría brindar 

información de aquellos ambientes extremos donde es menos frecuente D. melanogaster. 

 

La introducción de un modelo alternativo para valorar daño genético implica un proceso de 

validación para documentar su respuesta al cambio en el ambiente a través de una o varias variables 

de respuesta (viabilidad, metabolismo, fertilidad, daño genético, etc.). Para lo cual se recurre al uso 

de sustancias de referencia que han mostrado inducir la respuesta de interés, por ejemplo, 

rompimiento del ADN, mutación puntual y toxicidad reproductiva, entre otras (Butterworth, 

Gunatilaka, and Gonsebatt 2001). 

 

Por ejemplo, la N-nitrosodimetilamina (NDMA), es una sustancia de referencia, es decir, ha 

sido estudiada y catalogada como compuesto alquilante y promutágeno, además ha sido confirmada 

como un agente carcinógeno. Los estudios se han realizado en insectos, mamíferos e incluso en 

células humanas (Agency for Toxic Substances and Disease Registry 2005; ATSDR 1999, 2017; EPA 

2014a; García, Haza, and Morales 2011; Mesinga, Speijers, and Meulenbelt 2003). 

 

 

5. N-nitrosodimetilamina (NDMA) 

 

La N-nitrosodimetilamina (NMDA) puede ser sintetizada por bacterias nitrificantes, por lo que 

podemos encontrar sales como nitratos y nitritos a consecuencia del ciclo del nitrógeno, donde estás 

bacterias actúan, a pesar de que estas sales no son tóxicas, sus metabolitos, es decir sus derivados, 

pueden tener esta capacidad. Estos metabolitos podrían llegar a los humanos por la fijación en plantas 

o animales que consumimos, debido a que el ciclo del nitrógeno, figura 7, es de suma importancia en 

la productividad de cultivos (Rees et al. 2005; Cerón-Rincón and Aristizábal-Gutiérrez 2012). 
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Fig. 7 Ciclo del nitrógeno (modificada de Murray y Murray, 2013) 

 

 

El ciclo del nitrógeno puede verse afectado por diversas actividades humanas, por ejemplo, la 

aplicación de fertilizantes nitrogenados que se usan para agricultura, los residuos orgánicos o 

industriales sin tratamiento que no son sometidos a tratamientos de depuración, los vegetales y los 

productos cárnicos son de las principales fuentes de exposición de nitratos en humanos. Algunas 

especies vegetales tienen gran capacidad de acumulación de nitrato, principalmente los productos de 

hoja. El grado de acumulación no sólo depende del tipo y de la variedad genética, sino también de la 

temperatura, la luz solar, el nitrógeno disponible, o el modo de cultivo (García, Haza, and Morales 

2011). 

 

Algunas bacterias fijan el nitrógeno en las hojas de los vegetales, de donde los animales 

obtendrán el nitrógeno que por metabolismo eliminarán en forma de urea. Las N-nitrosaminas son 
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especialmente de interés, una de las más importantes es la N-nitrosodimetilamina, considerada un 

promutágeno o bien mutágeno indirecto, ya que el compuesto debe ser metabolizado para tener o 

incrementar su actividad genotóxica y ejercer su efecto, proceso realizado por el complejo de enzimas 

conocidas como citocromos P450 (Mesinga, Speijers, and Meulenbelt 2003). 

 

La NDMA que es una dialquilnitrosamina, formada por la reacción de la dimetilamina con el 

ácido nitroso, reacción que se muestra en la figura 8, se forma por ejemplo en zonas industriales, en 

el aire, el agua y el suelo. En la actualidad solo se usa para investigación debido a su efecto como 

carcinógeno y teratógeno (ATSDR 1999, 2005, 2017; EMS 1975; EPA 2014a; Gichner, Velemínský, 

and Underbrink 1980), pero como hemos mencionado, también puede formarse en procesos 

biológicos que pueden acelerarse por fuentes antropogénicas. 

 

Como ejemplo de los procesos donde se puede formar la NDMA o ponerse en exposición están 

el procesamiento prolongado de alimentos o el tratamiento de aguas negras, en la exposición al humo 

del tabaco, el tabaco para mascar, alimentos como las carnes ahumadas, la cerveza, el pescado, 

quesos, artículos de baño y productos cosméticos (Beland and Poirier 1994; EPA 2014b; EPA United 

States Environmental Protection Agency 2015a; Lijnsky 1999; Williams, Mori, and McQueen 1989).  
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Fig. 8. Biotransformación de la N-nitrosodimetilamina (modificado de WHO, 2008) 

 

 

Los metabolitos de la NDMA es un agente alquilante monofuncional que se caracteriza por 

agregar grupos alquilo al DNA, modificando las características fisicoquímicas de las bases 

involucradas y promoviendo la ruptura de la molécula (ATSDR 1999, 2005, 2017; EMS 1975; EPA 

2014a; Gichner, Velemínský, and Underbrink 1980). En mamíferos, su conversión metabólica 

depende del complejo enzimático P450-CYP2E1 y la función del sistema oxidasas mixto. En D. 

melanogaster, la NDMA altera la diferenciación de las gónadas del macho e induce esterilidad en los 

organismos expuestos durante la fase larvaria (Ramos-Morales and Vega García 2008). Cuando un 

tóxico como la NDMA, hace contacto con el organismo y llega a torrente sanguíneo de donde se 

distribuye a diferentes órganos donde puede causar daños, desecharse o acumularse.  
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Las sustancias complejas, gracias al catabolismo, se transforman en moléculas más simples a 

lo que llamamos biotransformación, como resultado de este proceso se obtiene una activación que se 

puede llamar bioactivación lo que indica que los metabolitos del compuesto tienen algún efecto 

dañino para el organismo o algún órgano de éste; por otro lado, puede darse un proceso de 

desintoxicación que lleve a la eliminación de los metabolitos producidos (Peña, Carter, and Ayala-

Fierro 2001). Esas sustancias pueden tener efecto aún en generaciones posteriores.  

 

 

6. Daño reprotóxico y transgeneracional 

 

Podemos hablar de daño reprotóxico cuando un organismo se ve afectado en su fertilidad o 

fecundidad, efecto causado por un compuesto en específico o como reacción al ambiente. En el caso 

de los organismos fértiles, que tienen descendencia, llamada generación F1, y esta a su vez tiene 

progenie, llamada F2. Si la generación F2 presenta daños en DNA o morfológicos relacionados a la 

exposición de los organismos F0, podremos asociar la exposición a un daño transgeneracional. 

Todas las células somáticas tienen la misma información genética, pero cada tipo celular tiene 

una estructura y función característica que se debe a la expresión diferencial del genoma, expresión 

que es regulada principalmente por mecanismos epigenéticos. Estos mecanismos son heredables sin 

la alteración en la secuencia de nucleótidos del DNA, que funciona activando y desactivados genes 

funcionales. Además, las modificaciones epigenéticas pueden modificar de diversas maneras al 

material hereditario, por ejemplo, metilar residuos de citosina en el DNA o bien modificar la 

estructura de la cromatina (Nakao 2001; Wolffe and Matzke 1999). 

La metilación del DNA se ha reportado en bacterias, hongos plantas y otros organismos, como 

ejemplo claro se ha demostrado de manera experimental la metilación en DNA en los primeros 

estadios del desarrollo en Drosophila (Bird 2002; Paulsen and Fergunson-Smith 2001). En mamíferos 

se ha visto que la metilación está involucrada en la diferenciación celular, aumento de mutaciones 

espontáneas y en la inactivación transcripcional. (Bird 2002; Paulsen and Fergunson-Smith 2001; 

Bird and Wolff 1999). 
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Los patrones de metilación en las células somáticas son generalmente estables y heredables, 

pero en células germinales son reprogramados en el desarrollo embrionario temprano y es común que 

el DNA de las células germinales femeninas se encuentren menos metilada que las masculinas (Bird 

2002; Paulsen and Fergunson-Smith 2001; Bird and Wolff 1999). En ratones transgénicos con 

mutaciones para las DNA metiltransferasas, se ha demostrado que los patrones de metilación son 

vitales para el desarrollo regular, aunque una de las mayores interrogantes ha sido el dilucidar como 

se mantiene esta metilación en las células diferenciadas (Bestor 2000; Li, Bestor, and Jaenisch 1992; 

Okano et al. 1999). 

Para la replicación del DNA también es indispensable la metilación, en este caso la cadena 

nueva no se encuentra metilada y así es posible identificar y regular a los transposones y regiones 

improntadas (Costello and Plass 2001; Paulsen and Fergunson-Smith 2001; Bird and Wolff 1999; 

Araujo et al. 1998). Otras modificaciones epigenéticas importantes, adicionales a la metilación, son 

la acetilación, fosforilación y ubiquitinación, además puede afectar a las histonas, esto último resulta 

de vital importancia por el alto número de modificaciones postraduccionales en las histonas (Richards 

and Elgin 2002; Jenuwein and Alliis 2001; Rakyan et al. 2001). 

Se sugiere que el patrón de modificaciones en las histonas dicta las interacciones que tienen las 

proteínas asociadas a los cromosomas, lo que modifica el empaquetamiento y la regulación en la 

expresión del genoma (Richards and Elgin 2002; Jenuwein and Alliis 2001; Rakyan et al. 2001). Así, 

los patrones de metilación son de gran importancia para regular de manera adecuada la expresión de 

los genes y asegurar un desarrollo regular, de lo contrario podría verse afectada la estabilidad del 

genoma y estos efectos podrían ser heredados a otras generaciones (Barber et al. 2006; Costello and 

Plass 2001; Plass 2002; Yauk et al. 2002).  

Si bien el daño que un tóxico causa puede ser evidente en el organismo que fue expuesto, existe 

evidencia de que estos factores también pueden causar efectos de desarrollo o genéticos en 

generaciones no expuestas, aun cuando la exposición sólo haya ocurrido en uno de los progenitores 

(Laubenthal et al. 2012; Skinner 2008). La estabilidad en el genoma es difícil de analizar en las 

diferentes generaciones de humanos, debido al tiempo que debe transcurrir para recobrar una nueva 

generación de individuos. 
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Y estos efectos se han observado en ratas, ratones, y en moscas, para la exposición en ratones, 

Skinner (2008) sugiere que la generación F3 sería la primera en dar información sobre el daño 

transgeneracional, sin embargo, en Drosophila, al ser un organismo holometábolo y no desarrollar 

las células germinales antes podemos ver el efecto desde la generación F2 como se observa en la 

figura 9. 
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Fig. 9 Efecto transgeneracional en ratones y moscas, podemos observar que en mamíferos el daño transgeneracional se observa hasta la generación F3 y en 

organismos como Drosophila en la F2. (Modificado de Skinner, 2008) 
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Se ha comprobado en modelos de roedores que se presenta susceptibilidad a enfermedades u 

otros síntomas, después de la exposición a contaminantes, productos químicos y otros factores 

ambientales. Podemos mencionar la exposición a radiación o quimioterapia como fuentes de 

mutaciones y daño en el DNA para humanos (Laubenthal et al. 2012; Merlo et al. 2009; Skinner 

2008). 

 

Existe evidencia en roedores e incluso en humanos que la exposición a mutágenos, como podría 

ser la NDMA, puede generar daño en células germinales y mutaciones en la línea germinal que 

pueden heredarse (O’Brien et al. 2013). Estudios epidemiológicos informan que el efecto de algunos 

compuestos sobre células germinales ataca las células de esperma reduciendo su motilidad o 

afectando de alguna manera su morfología (Kumar 2004; Altamirano-Lozano et al. 2014; Xu et al. 

1993). 
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II. JUSTIFICACIÓN 

 

Debido a que todos los días estamos expuestos a compuestos que pueden afectar nuestra salud. 

Los compuestos tóxicos pueden generar daño que derive en alergias o enfermedades, ya sean 

momentáneas o degenerativas como el cáncer, afectar la capacidad reproductiva o bien causar la 

muerte. Cada vez es más frecuente el reporte de casos de niños con trastornos, síndromes o 

enfermedades que antes solo se presentaban en adultos, así como se ha incrementado la frecuencia de 

parejas con problemas para tener hijos. 

 

Los agentes físicos, químicos o biológicos que interfieren con esta actividad se les denomina 

reprotóxicos por el deterioro que se presenta en la función sexual o en el daño estructural al aparato 

reproductor. Algunos compuestos con efectos reprotóxicos también se asocian con efectos 

transgeneracionales, es decir que no solo los individuos expuestos al tóxico reflejan efectos, sino que 

generaciones posteriores también presentan problemas. Para estudiar este daño en la actividad 

reproductiva es importante encontrar modelos que muestren los efectos de los diversos compuestos. 

 

Sin embargo, este tipo de estudios son poco frecuentes ya que los organismos que se usan 

requieren de espacio, tiempo y presupuesto considerable para su manutención. Los insectos son una 

alternativa en la investigación y, en particular, Drosophila melanogaster es una buena opción 

experimental con un ciclo de vida corto, requiere poco espacio y se necesita de un presupuesto 

moderado para su mantenimiento, además, es factible analizar el efecto de una exposición en lo 

organismos directamente expuestos y a lo largo de varias generaciones en un tiempo razonable. 

 

La especie Drosophila mulleri pertenece al grupo Repleta y presenta pigmentación en los 

testículos por lo que se pueden hacer una inspección preliminar de la información de las estructuras 

y mantener vivas a las moscas para realizar cruces posteriores, lo que la convierte en el organismo 

idóneo para complementar la información obtenida a partir de D. melanogaster en estudios de daño 

reprotóxico y transgeneracional. Más adelante será necesaria la disección de las moscas para 

confirmar el diagnóstico inicial y relacionar esta información con la capacidad de producción de 

progenie y la calidad de ésta. 
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III. HIPÓTESIS 

 

La N-nitrosodimetilamina es un promutágeno que interfiere con la formación regular de 

gónadas y la fertilidad de los organismos expuestos en Drosophila melanogaster, por su cercanía 

filogenética, la exposición de moscas Drosophila mülleri a la N-nitrosodimetilamina afectará la 

formación de gónadas y la fertilidad de las moscas tratadas (daño reprotóxico). Además, de afectar 

en fertilidad y fecundidad a generaciones posteriores que no se encuentren expuestas al promutágeno 

(daño trangeneracional). 
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IV. OBJETIVOS 

 

Objetivo General: 

Determinar si las moscas de la especie Drosophila mülleri son organismos sensibles al daño 

reprotóxico y transgeneracional inducido por la NDMA. 

 

Objetivos Particulares: 

› Comparar la respuesta de D. melanogaster y D. mülleri, para verificar la similitud. 

› Comprobar que la exposición a NDMA muestra daño morfológico en la formación de 

gónadas y en la placa genital de D. mülleri. 

› Cuantificar la proporción de sexos, fertilidad y cantidad de progenie en la población 

tratada con NDMA para observar una diferencia con los organismos no tratados. 

› Observar que la exposición de los progenitores machos a la NDMA tiene efecto 

reprotóxico y transgeneracional. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Se utilizaron dos especies de moscas, pertenecientes al género Drosophila, como modelo 

biológico en el desarrollo de este trabajo por su ciclo de vida corto y el número de descendientes que 

produce. Por el amplio conocimiento de su biología, Drosophila melanogaster, moscas de la figura 

10, fue la línea de moscas de referencia con la que se valorará la respuesta aportada por las moscas 

de la especie Drosophila mulleri observada en la figura 11, especie que se propone incorporar para 

el análisis de daño reprotóxico y transgeneracional, usando como indicador de daño las gónadas 

masculinas que presentan pigmentación. 

 

 

Fig. 10 Drosophila melanogaster en posición 

lateral 

Fig. 11 Drosophila mulleri: A) Posición lateral; B) Posición 

ventral. 

 

1. Mantenimiento de cultivos 

 

Ambas especies pertenecen al género Drosophila, sin embargo, las diferencias en la duración 

del ciclo de desarrollo, aspecto morfológico y su distribución geográfica modifica el tipo de alimento.  

 

Drosophila melanogaster silvestre, cepa Canton S. Las moscas se mantuvieron en un medio de 

cultivo estándar a base de: agar (0.6%), harina de maíz (6%), sacarosa (7.6%), levadura 

desamargada (4.1%) y agua (81.7%). 

 

Drosophila mulleri silvestre. Las moscas se crecieron en un medio de cultivo banana/opuntia 

a base de: agar (0.7%), levadura desamargada (2.8%), malta (3.1%), polvo de opuntia (0.2%), 

plátano (14.2%), miel de maíz (4.8%) y agua (74.2%). 
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A ambos medios de cultivo se les agregó ácido propiónico y nipagín simple, como 

conservadores, después se vierten alrededor de 5 ml en tubos homeopáticos (2 cm de diámetro por 

9.5 cm de alto). Los cultivos de ambas cepas se mantuvieron a 25°C y 60% de humedad relativa. 

 

 

2. Organismos para tratamiento 

 

Debido a que la duración del ciclo de desarrollo de las dos especies de Drosophila es diferente 

se adecuó la metodología a cada especie. Un cultivo maduro de cada cepa se transfirió a medio fresco, 

en frascos de cristal de 4.5 cm de diámetro y 12 cm de alto, para que las hembras ovipositarán. En el 

caso de D. melanogaster se dejó un lapso de ocho horas, mientras que para D. mulleri, las moscas 

permanecieron durante 24 horas. Pasando este tiempo los adultos fueron retirados y los frascos se 

almacenaron a temperatura ambiente, dejando que las larvas se desarrollaran hasta el tercer estadio 

larvario. 

 

 

3. Tratamiento  

 

3.1 Concentraciones 

Se utilizó el compuesto N-Nitrosodimetilamina (NDMA) (SIGMA-ALDRICH, Bellefonte, PA 

USA.) (62-75-9), para preparar una solución de NDMA a 1.50E+00 mM, está concentración sería la 

más alta y a partir de ella también se prepararon 19 diluciones sucesivas, utilizando como disolvente 

agua destilada, hasta llegar a la concentración más baja 7.63E-05 mM, el agua destilada también fue 

usada como testigo negativo, lo que da un total de 21 concentraciones experimentales. Previamente 

se prepararon tubos de vidrio de 2 cm de diámetro por 9.5 cm de alto que contenían 1 gramo de medio 

instantáneo para Drosophila (Carolina Biological Supply, Formula 4-24) al que se agregaron 4.5 ml 

de la solución a probar o de agua destilada. 
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3.2. Obtención de larvas 

Cuando los organismos alcanzaron el tercer estadio de desarrollo larvario, 72 h para D. 

melanogaster y 164 h para D. mulleri, se extrajeron con una solución de sacarosa al 20 o 30 % para 

D. melanogaster y D. mülleri, respectivamente. La solución de sacarosa se vertió en los tubos que 

contenían las larvas, las cuales flotaron por diferencia de densidad (Nöthiger 1970). La solución de 

sacarosa y las larvas se vertieron a un embudo de separación, se retiraron los restos de medio de 

cultivo y se enjuagaron con solución de sacarosa. Una vez sin residuos, se enjuagaron con agua 

corriente con lo que se rompió el gradiente de densidad y las larvas se recibieron en una malla de 

nylon. 

 

Con ayuda de una espátula pequeña se pusieron grupos homogéneos de larvas (80-100 para D. 

melanogaster y 50-70 para D. mulleri) en cada tubo que ya contenía el medio instantáneo para mosca 

enriquecido con la solución de NDMA a probar o agua destilada. Se colocó un tapón de hule-espuma 

para evitar que las larvas escaparan. A partir de este momento las larvas se alimentaron del medio 

hidratado y se mantuvieron a 25°C y 60% de humedad relativa. Para cada especie se hicieron dos 

réplicas por experimento y el experimento completo se repitió en tres ocasiones. 

 

 

3.3. Determinación de toxicidad 

Una vez que emergieron los adultos se cuantificó y registró el número de moscas, separando 

por hembras y machos.  Se revisó la morfología externa de las moscas, poniendo especial atención a 

la placa genital de ambas especies, y en el caso de D. mulleri también se visualizaba la presencia y 

forma de los testículos, ayudándonos de su pigmentación de acuerdo con Ramos et al (1993) y 

Markow y O’Grady (2005). 
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Fig. 12 . Exposición de moscas D. melanogaster y D. mulleri a NDMA 
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4. Cruzas para evaluar fertilidad y la cantidad de la progenie de organismos 

tratados (efecto reprotóxico y transgeneracional). 

 

Se realizaron treinta cruzas individuales con una hembra no tratada (NT) y un macho tratado 

(T) (parentales expuestos directamente) con NDMA o con agua destilada, en tubos homeopáticos con 

medio de cultivo fresco.  Se retiró a los progenitores cinco y siete días después, para D. melanogaster 

y para D. mulleri respectivamente. Después de doce días de realizar la cruza para D. melanogaster y 

dieciocho para D. mulleri, se registró la cantidad de hembras y machos recobrados. 

 

Por cada concentración se sembraron nuevamente treinta parejas de cada concentración (F1 x 

F1). Se considera que las moscas de la generación F1, tienen una exposición indirecta al tratamiento 

ya que, en los organismos expuestos, en este caso los machos, ya estaban presentes las células 

precursoras de las células germinales. Una vez que emergió la siguiente generación, se registró la 

cantidad de hembras y machos recobrados en la F2 y se revisó su morfología y la coloración de los 

testículos en el caso de D. mulleri. 

 

El proceso se repitió nuevamente para sembrar treinta parejas (F2 x F2) de cada concentración, 

retirando y analizando cada pareja al encontrar larvas en los tubos, al emerger los adultos se cuantificó 

y revisó la morfología de la progenie F3. Se considera que las moscas de la F2 ya no tienen ningún 

tipo de exposición, ni directa ni indirecta, por lo que, si se presentan diferencias en los biomarcadores 

evaluados entre las moscas descendientes de moscas expuestas originalmente a la NDMA, con 

respecto a las moscas descendientes del lote testigo, se tendrá un efecto transgeneracional. 
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Fig. 13 Cruza de machos tratados (T) con hembras no tratadas (NT) y generaciones posteriores, se marca con rosa los organismos tratados de 

forma directa (T) e indirecta (F1). 
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5. Disección de aparato reproductor 

 

 Una vez que la cruza se realizó y pasaron los días señalados en cada especie, las moscas fueron 

anestesiadas con éter etílico para la revisión externa de las gónadas de los machos tratados en un 

microscopio estereoscópico. Con ayuda de pinzas para relojero y agujas de disección se verificó que 

la estructura observada a nivel externo coincidiera con lo observado una vez que se disectó al 

organismo. Los daños a nivel de placa genital o anal, así como cambios visibles, respecto a 

organismos tratados, se registraron para su posterior análisis. Para las generaciones F1, F2 y F3 ambos 

organismos de cada cruza fueron revisados. Todos los organismos con daño morfológico aparente 

fueron disectados. 

 

 

6. Análisis estadístico 

 

Para estimar la toxicidad en las diferentes líneas se cuantificó la sobrevivencia por unidad 

experimental (tubo homeopático) y se realizó un promedio, además de obtener el error estándar. Para 

analizar el daño reprotóxico se determinó la fertilidad y progenie promedio por familia. Para poder 

hacer una comparación entre D. melanogaster y D. mulleri, la progenie por familia de cada 

concentración se dividió entre la progenie promedio del testigo de cada especie, de manera que la 

sobrevivencia del lote testigo fue de 1 (progenie promedio corregida).  Adicionalmente se cuantificó 

la proporción sexual para ver si alguno de los sexos estaba siendo más afectado a causa del 

tratamiento. 

 

Ecuación 1. 

 

𝑆𝑜𝑏𝑟𝑒𝑣𝑖𝑣𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 (𝑆) =  
∑ 𝑚𝑜𝑠𝑐𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑙𝑜𝑡𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙𝑛

𝑖=1  

∑ 𝑚𝑜𝑠𝑐𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑙𝑜𝑡𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑛
𝑙=1

 

 

 

Ecuación 2. 

 

𝐹𝑒𝑟𝑡𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 =  
𝑇𝑢𝑏𝑜𝑠 𝑐𝑜𝑛 𝑝𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑖𝑒

𝑇𝑢𝑏𝑜𝑠 𝑠𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜𝑠
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Ecuación 3. 

𝑃𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑖𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑝𝑜𝑟 𝑓𝑎𝑚𝑖𝑙𝑖𝑎 =  
∑ 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑖𝑒 𝑝𝑜𝑟 𝑡𝑢𝑏𝑜𝑠 𝑠𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑑𝑜𝑠𝑛

𝑖=1

𝑁ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑡𝑢𝑏𝑜𝑠 𝑐𝑜𝑛 𝑝𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑖𝑒
 

 

 

Ecuación 4. 

𝑃𝑟𝑜𝑔𝑒𝑛𝑖𝑒 𝑝𝑟𝑜𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜 𝑐𝑜𝑟𝑟𝑒𝑔𝑖𝑑𝑎 =  
∑ 𝑚𝑜𝑠𝑐𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑙𝑜𝑡𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙 𝑛

𝑖=1

∑ 𝑚𝑜𝑠𝑐𝑎𝑠 𝑑𝑒𝑙 𝑙𝑜𝑡𝑒 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑛
𝑙=1

 

 

 

Ecuación 5. 

𝑃𝑟𝑜𝑝𝑜𝑟𝑐𝑖ó𝑛 𝑠𝑒𝑥𝑢𝑎𝑙 =  
∑ 𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 ♀ 𝑜 ♂𝑛

𝑖=1

∑ 𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑠𝑚𝑜𝑠𝑛
𝑖=1

 

 

 

Los promedios de la sobrevivencia de las moscas tratadas y de la cantidad de progenie por tubo 

de las moscas tratadas se comparó con los valores promedio de las moscas testigo mediante un 

ANOVA de una vía (𝛼= 0.05) en GraphPad Prism 6. Para comparar la fertilidad de las moscas tratadas 

y su testigo correspondiente se utilizó la prueba de z para proporciones (𝛼= 0.05) (Moore 2005). Para 

la proporción sexual se calculó el intervalo de confianza del 95% con base en los valores del lote 

testigo. 
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VI. RESULTADOS 

 

La respuesta de Drosophila a la N-nitrosodimetilamina se presenta en dos etapas: 

 

La primera se compone del análisis de toxicidad que las moscas D. melanogaster y D. mulleri 

presentan ante la NDMA, conjuntamente se analizó la proporción de sexos en cada concentración. 

Aunado a esto se hizo el análisis del daño reprotóxico en machos, es decir machos recuperados se 

cruzaron con hembras no expuestas, para establecer si se afectó la fertilidad y la cantidad de progenie. 

Para esta etapa también se consideró la morfología de los organismos y se realizaron disecciones para 

confirmar el estado de las gónadas.  

 

Para una segunda etapa se comparó la fertilidad y el promedio de hijos descendientes de las 

series testigo y tratadas con NDMA para establecer un efecto transgeneracional, así mismo, se registró 

y analizó la proporción de sexos. Para esta etapa también se examinó la morfología de las moscas y 

se realizó la disección de gónadas.  

 

 

A) Organismos tratados 

 

1. Toxicidad 

En la tabla 1 se muestra la sobrevivencia (promedio ± error estándar) de las moscas tratadas 

con la NDMA. Para D. melanogaster, la sobrevivencia en las series experimentales mantiene 

fluctuaciones (figura 14) y después decae desde la concentración 1.56E-01, presentando diferencias 

significativas en 1.25E-00 y 1.50E-00 (ANOVA, p>0.05; Dunnett, p<0.05).  D. mülleri, es una cepa 

menos prolífica comparada con D. melanogaster, sin embargo, el efecto del tratamiento fue más 

evidente, desde la concentración 2.44E-03, siendo significativamente menor en las concentraciones 

1.56E-01, 2.35E01E-01, 3.13E-01 y 4.69E-01 (ANOVA, p<0.05; Dunnett, p<0.05). 
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La figura 15 nos muestra la proporción de sexos obtenida en ambas especies. Donde,  D. mulleri 

presenta mayor dispersión en cuanto a la proporción de sexos, con diferencia significativas en 7.63E-

05, 7.81E-02, 3.13E-01 y 4.69E-01 (Z, p < 0.05) en la que se recobró mayor proporción de hembras. 

D. melanogaster presenta diferencias significativas en las concentraciones 1.53E-04, 3.01E-04 y 

8.33E-01 (Z, p < 0.05), donde solo en la primera se recobró un mayor número de machos.  
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Tabla 1. Moscas del género Drosophila tratadas en tercer estadio larvario con NDMA 

 

*Diferencias significativas de las moscas tratadas con respecto a su testigo P>0.05 

*Diferencias significativas de la proporción de sexos de las moscas tratadas respecto a su testigo. 
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Fig. 14 Sobrevivencia de Drosophila melanogaster en azul y Drosophila mulleri en morado, 

(promedio ± error estándar). 
*Diferencias significativas en Drosophila melanogaster respecto a su testigo. 

*Diferencias significativas en Drosophila mulleri respecto a su testigo. 

P<0.05 
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Fig. 15 Índice de proporción sexual de Drosophila melanogaster ( azul) y Drosophila mülleri 

(morado) (H, hembras; M, machos). 
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2. ¿Cómo se ven estas moscas? 

Se revisaron los tubos de cristal donde se administró el tratamiento y en el caso de D. mulleri 

se observó que en la concentración 1.50E+00 los organismos no llegaron a pupar, sino que aun en 

larva murieron por la toxicidad del compuesto (figura 16).  

 

 

Fig. 16 Tubos homeopáticos de cristal con medio instantáneo para mosca, hidratados 

con la concentración 1.50E+00 con larvas muertas de D. mulleri (fotografías Rubi 

Evangelista). 

 

En la figura 17 se presentan fotografías de moscas que eclosionaron y murieron al momento 

(faratos) o bien que murieron en estadio pupal. Al mismo tiempo que se cuantificaba la sobrevivencia 

se revisaba externamente a los organismos y se encontraron daños a nivel de placa genital tanto en 

D. melanogaster como D. mülleri, daño que puede observarse señalado con flechas en la figura 

número 18. 
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Fig. 17 A. Larvas que no sobrevivieron a la concentración 1.50E+00; B. Faratos en la concentración 

1.25E+00; C. Pupas con huecos en la parte del tórax concentración 1.25E+00; D. Pupas con huecos en el 

tórax y cabeza concentración 8.33E-01; E. Pupas con huecos en tórax y sin cabeza, así como organismos 

que no eclosionaron en la concentración 1.50E+00 (fotografías Rubi Evangelista). 

 

 

 

Fig. 18. A) D. melanogaster macho con placa genital evertida; B) D. mülleri 1. Hembra con daño en placa 

genital; 2. Macho de D. mulleri con placa genital evertida (fotografías Rubi Evangelista). 
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3. Daño reprotóxico 

 

3.1. Machos tratados 

Se realizaron treinta cruzas individuales con una hembra no tratada (NT) y un macho tratado 

(T) con NDMA o con agua destilada. La tabla 2 y la figura 19 muestran el registro de las diferencias 

significativas de fertilidad en D. mulleri para las concentraciones 6.10E-04, 1.95E-02 y 2.35E-01 (Z, 

p < 0.05), coincidiendo 1.95E-02 con la concentración en la que más alteraciones de placa genital se 

presentaron. La fertilidad de las moscas D. melanogaster fue significativamente diferente en las 

concentraciones 7.63E-05, 3.91E-02, 7.81E-2 y 1.56E-01 (Z, p < 0.05). 

 

Tabla 2. Resultados de fertilidad de cruza NTxT de moscas Drosophila 
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Fig. 19 Fertilidad de moscas NTxT, Drosophila melanogaster y Drosophila mulleri. 

*Diferencias significativas en Drosophila melanogaster respecto a su testigo. 

*Diferencias significativas en Drosophila mülleri respecto a su testigo. 

P<0.05 

 

 

3.2. Cruza F1 x F1 

Posteriormente se realizó la cruza de treinta parejas individuales F1 x F1 y una vez que las 

moscas emergieron se registró la progenie recobrada, cuantificando hembras y machos de cada 

concentración (Tabla 3). Para esta generación se encontraron diferencias significativas en las 

concentraciones 7.81E-02 y 1.56E-01 para D. melanogaster y para D. mulleri solo en 1.56E-09 para 

la progenie promedio (figura 20). 
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En el caso de la Proporción sexual, D. melanogaster presentó diferencias significativas en la 

concentración 1.95E-02, en la que también se recobraron más hembras. En el caso de D. mulleri se 

presentan diferencias en las ocho concentraciones siguientes: 7.63E-05, 1.53E-04, 3.01E-04, 1.22E-

03, 9.77E-03, 1.95E-02, 7.81E-02 y 1.56E-01, en todas las concentraciones mencionadas se presenta 

una mayor cantidad de machos. 

 

La frecuencia de daño en placa genital en las concentraciones antes mencionadas se cuantifica 

en la Tabla 4, el tipo de daño encontrado se presenta en la figura 21, señalándolas con una flecha rosa. 

En la figura 22 se registraron las diferencias significativas de fertilidad en las concentraciones 3.91E-

02, 7.81E-02 y 1.56E-01 (Z, p < 0.05) en D. melanogaster. La fertilidad de las moscas D. mülleri fue 

significativamente diferente respecto a su testigo en las concentraciones 7.63E-05, 1.53E-02, 9.77E-

03 y 1.95E-02 (Z, p < 0.05). 
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Tabla 3. Progenie de cruza NT x T de moscas Drosophila. 

 

**Diferencias significativas con respecto a su testigo P<0.05 
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Fig. 20. Progenie promedio F1 de Drosophila melanogaster y Drosophila mulleri 

*Diferencias significativas en D. melanogaster respecto a su testigo. 

*Diferencias significativas en D. mülleri respecto a su testigo. P<0.05 
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Tabla 4. Fertilidad cruza F1xF1 y frecuencia de daño en placa genital. 

 

*Diferencias significativas P>0.05 

 

 

 

 

Fig. 21. Moscas D. mulleri F1 con placa genital alterada: A. Macho con placa anal evertida de la concentración 

7.63E-05; B. Hembra de la concentración 9.77E-03; C. Macho de la concentración 1.95E-02. 
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Fig. 22. Fertilidad de generación F1 Drosophila melanogaster y Drosophila mulleri 

*Diferencias significativas en D. melanogaster respecto a su testigo. 

*Diferencias significativas en D. mülleri respecto a su testigo. P<0.05 
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B) Cruzas de organismos no tratados (efecto transgeneracional). 

 

1. Progenie F2 (Cruza F1 x F1) 

Los resultados de la progenie promedio F2 se presentan en la tabla 5 y figura 23. Se obtuvieron 

diferencias significativas en las concentraciones 1.22E-03, 2.44E-03 y 4.88E-03, para D. 

melanogaster y para D. mülleri en las concentraciones 1.53E-04, 6.10E-04, 3.91E-02 y 7.81E-02. En 

cuanto a la proporción sexual se encontraron diferencias significativas para D. melanogaster en 

1.53E-04, 3.01E-04 y 4.88E-03 y 3.01E-04, 6.10E-04, 4.88E-03, 3.91E-02 y 7.81E-02 para D. 

mülleri. En casi todos los casos para ambas líneas se recobró una mayor cantidad de hembras. 
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Tabla 5. Progenie promedio F2 de moscas Drosophila 

 

        **Diferencias significativas con respecto a su testigo P>0.05 
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Fig. 23. Progenie promedio F2 (Cruza F1 x F1)Drosophila melanogaster y Drosophila mulleri 

*Diferencias significativas en D. melanogaster respecto a su testigo. 

*Diferencias significativas en D. mülleri respecto a su testigo. P<0.05 
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La tabla 6 muestra el efecto del tratamiento en la fertilidad de los organismos, así como la 

proporción de moscas que muestran daño en la placa genital. La figura 24 compara la fertilidad de 

ambas especies en la generación F2. Las moscas D. mülleri F3 (provienen de la cruza F2 x F2) 

descendientes de las expuestas a las concentraciones 6.10E-04 y 3.91E-02 fueron estériles. Es 

importante destacar que esta generación no estuvo expuesta al compuesto, ni de forma directa ni 

indirectamente, sin embargo, se recobraron moscas con la placa genital afectada, además de daño 

morfológico a diferente nivel como se aprecia en las figuras sucesivas (figuras, 25, 26, 27, 28). 

 

Tabla 6. Resultado de fertilidad de cruza F2xF2 
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Fig. 24. Fertilidad de generación F2 Drosophila melanogaster y Drosophila mulleri 

*Diferencias significativas en D. mülleri respecto a su testigo. P<0.05 
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Fig. 25. D. melanogaster: A. Macho con placa genital no diferenciada de la concentración 

1.53E-04, B. Daño morfológico en ala de la concentración 3.01E-04; C. Hembra con placa 

anal evertida ovipositando de la concentración 3.01E-04 (fotografías Rubi Evangelista). 
 

 
Fig. 26. Macho de D. mulleri con la placa genital girada 90 grados a la izquierda de la 

concentración 3.01E-04 (fotografías Rubi Evangelista). 

 

 

Fig. 27. D. mülleri: A. Machos con los testículos en posición baja de la concentración 

3.01E-04; B. Macho con placa genital evertida de la concentración 3.91E-02 (fotografías 

Rubi Evangelista). 
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Fig. 28. Daño morfológico de moscas F2: D. mülleri, A. Hembra con tórax alterado de la concentración 

1.53E-04; B. Hembra con abdomen más corto de la concentración 1.53E-04 (1) comparada con una 

regular (2); C. D. melanogaster sin dos terguitos (lado derecho) de la concentración 4.88E-03; D. Macho 

de la concentración 1.56E-01 con un ala dañada (fotografías Rubi Evangelista). 

 

 

2. Progenie F3 (Cruza F2 x F2) 

Los resultados de progenie promedio y proporción sexual que se presentan en la tabla 7, no 

muestran diferencias significativas en la proporción sexual de la F3. En la figura 29 se muestra que 

D. melanogaster conserva progenie en todas las concentraciones desde la F1 sin embargo D. mülleri 

presenta esterilidad en concentraciones diversas con diferencias significativas en la concentración 

1.56E-01 con respecto a su testigo. 
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Tabla 7. Progenie promedio de cruza F2xF2 

 

**Diferencias significativas con respecto a su testigo P>0.05 
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Fig. 29 Progenie promedio corregida en la F3 de D. melanogaster y D. mülleri 

*Diferencias significativas en D. melanogaster respecto a su testigo. 

*Diferencias significativas en D. mülleri respecto a su testigo. 

P<0.05 
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La frecuencia de placa genital afectada se mantiene aún en la F3 (figura 30 y tabla 8). En las 

concentraciones 9.77E-03 y 7.81E-02 contienen un 20% de su población con alteraciones. 

 

Tabla 8. Frecuencia de Placa genital afectada de la generación F3 de D. mülleri 

 

         

 

 

Fig. 30 Moscas de la F3 con alteraciones en placa genital o anal. A. Hembra de D. melanogaster con placa 
genital y anal evertida de la concentración 1.56E-01; B. Macho con placa genital no diferenciada de la 

concentración 1.56E-01; D. mülleri: C. Macho con placa genital evertida de la concentración 4.88E-03; D. 
Macho con placa genital y anal evertida de la concentración 7.81E-02 (fotografías Rubi Evangelista). 
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VII. DISCUSIÓN 

 

El tercer estadio larvario representa una etapa importante para la actividad enzimática ya que 

es parecida a la actividad que expresa la mosca adulta, además, las células, tejidos y órganos 

completan su diferenciación en la metamorfosis, por lo que es el estadio adecuado para someter a los 

organismos al tratamiento y analizar la actividad de un compuesto a nivel de desarrollo. En este 

trabajo se usaron concentraciones analizadas en proyectos anteriores (Ramirez Flores 2015; Ramos-

Morales and Vega García 2008) en los que se estudió y obtuvo respuesta al efecto de la NDMA en 

D. melanogaster, D. mulleri y D. mojavensis. 

 

1. Toxicidad a la NDMA 

Se ha mostrado que las moscas del género Drosophila comparten gran parte de los genes 

involucrados en el metabolismo con el humano, aunque existen diferencias en la expresión de las 

proteínas involucradas en la respuesta genotóxica asociadas con la adaptación de las especies de este 

género a los ambientes en los que habitan, factores que pueden modificar la toxicidad de un 

compuesto y que dependen tanto del agente químico como del modelo biológico (Repetto & Repetto, 

2009; Yang et al., 2007). 

 

La NDMA es un promutágeno que alcanza su actividad genotóxica al metabolizarse por una 

isoforma del citocromo CYP2E1 en Drosophila (CYP18A1) (Le Goff et al. 2006; Anderson et al. 

1992; Williams, Mori, and McQueen 1989). Debido a su cercanía filogenética podemos especular 

que D. mulleri cuenta con esta isoforma, lo que se confirma con la respuesta en fertilidad y 

fecundidad. Ambas especies fueron sensibles a la NDMA, en concentraciones altas, ambas especies 

tuvieron una tasa de mortalidad alta, además se presentó una variación en concentraciones bajas, lo 

cual deja ver que la exposición a una cantidad mínima de compuesto causa efectos adversos (Lovell 

2000). No se encuentra una relación lineal entre concentración y efecto, más bien esta es muy 

variable, lo que es característico de las dosis bajas (Mattson 2008; Fagin 2012; Calabrese 2003, 2008). 

 

Las dos especies de moscas presentan variaciones en su alimentación, por lo que su 

metabolismo también es diferente, esto podría explicar que las moscas D. mülleri tratadas mantienen 

la fertilidad en concentraciones mayores que D. melanogaster, dado que el compuesto es un 

promutágeno que para activarse requiere del metabolismo de los organismos expuestos y, en este 
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sentido, las moscas D. mulleri podrían ser menos eficientes en transformar al compuesto, por lo que 

los metabolitos causantes del daño se encontrarían en menor cantidad para ese momento del 

desarrollo, comparada con D. melanogaster y en consecuencia, se verían menos afectadas.  

 

Se ha reportado que la proporción sexual de D. melanogaster se ve afectada por exposición a 

NDMA, lo que sugiere que el compuesto se inclina hacia un sexo que podría asociarse con la pérdida 

de organismos (Ramos 2006), se observa una fluctuación en la proporción de sexos, donde se 

obtienen pocas diferencias significativas presentándose un mayor número de hembras en D. mulleri 

por más concentraciones, lo que sugiere que el compuesto afecta la sobrevivencia de los machos. 

 

Este tipo de respuesta también fue encontrada en trabajos anteriores como el de Ramirez-Flores 

en 2015. En ese trabajo, se probaron concentraciones diferentes, pero se encuentra una tendencia de 

respuesta al acercarse a concentraciones bajas. En el caso de este proyecto se prueban concentraciones 

más bajas y se aprecia un patrón, que podríamos llamar umbrales, donde se genera una especie de 

curva donde baja la fertilidad o fecundidad y nuevamente se fortalece.  

 

 

2. Daño reprotóxico y transgeneracional 

Con respecto al daño reprotóxico, los factores que modifican la respuesta ante un compuesto 

pueden recaer tanto en el agente químico como en el modelo biológico (Repetto Jiménez and Repetto 

Kuhn 2009). En este trabajo las dos especies de Drosophila reúnen a moscas con diferencias en cuanto 

a la viabilidad y número de progenie, pero, una vez que se exponen al promutágeno se observa que 

la respuesta de genotoxicidad es similar. 

 

D. mülleri ha sido poco usada en este tipo de ensayos, comparada con D. melanogaster mostró 

ser una especie sensible a la NDMA, con un metabolismo diferente ya que produjo una respuesta con 

diferencia cuantitativa más visible a la NDMA. Como en los efectos de fecundidad, que se observan 

en la generación F1 para D. mülleri y en la F2 para D. melanogaster. 

 

El efecto en la fertilidad es uno de los bioindicadores más importantes para comparar la 

actividad de la NDMA, debido a que interfiere con la formación de los testículos, no solo en las 

moscas expuestas, si no también en la progenie F1 (Ramirez Flores 2015; Ramos-Morales and Vega 
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García 2008). En este proyecto se observó una disminución marcada en la fertilidad de D. mullieri y 

de fecundidad para D. melanogaster, no solo en los organismos tratados sino en las generaciones 

posteriores, esto indica que no solo estamos en presencia de un daño directo si no también indirecto 

o transgeneracional. 

 

Tanto en D. melanogaster como en D. mulleri, se confirmó el efecto tóxico y reprotóxico de la 

NDMA, el cual se ubicó principalmente en las moscas expuestas en estadio larvario, exposición 

directa, y en la progenie F1, progenie con exposición indirecta dado que las células precursoras que 

les darían origen ya se encontraban en el organismo tratado (Ramos Morales et al. 1993). Para el 

efecto transgeneracional se sigue a la progenie F2 y F3, progenie que no presentan contacto alguno 

con el agente causal y el efecto antes analizado (Hanson and Skinner 2016). 

 

Ambas cepas presentaron diferencias significativas para la fertilidad y esterilidad desde la 

concentración 2.35E-01, dejando claro que la esterilidad es provocada por el compuesto y al menos 

uno de sus blancos, el aparato reproductor. Además, se presenta una baja en la progenie promedio 

por tubo (por pareja) en generaciones de la F1 y F2 de ambas cepas y esterilidad en distintas 

concentraciones de D. mulleri en F2, lo que indica que el efecto de la NDMA es transgeneracional. 

 

Es importante considerar que la NDMA es un agente alquilante que dona grupos alquilo a las 

bases del DNA, lo que podría sugerir un cambio en el patrón de metilación que puede perdurar por 

más de una generación, implicando la participación de mecanismos epigenéticos (Skinner 2008). 

 

 

3. Cruza NT x T 

El presente proyecto se desarrolló con la cruza de hembras no tratadas y machos tratados (NT 

x T) sabiendo que los aportes paternos se encuentran la contribución del genoma y los centriolos 

(Sutovsky and Schatten 2000). La contribución de genoma por parte del macho es muy interesante 

dado que, en la espermiogénesis las histonas se intercambian por protaminas, que son proteínas 

especializadas y generan una mayor compactación del DNA lo que le brinda mayor protección ante 

factores exógenos (Barratt et al. 2010).  
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Pero debido a su alta compactación no solo brinda una gran protección al daño sino que tampoco 

permite que la maquinaria de reparación detecte algún daño causado mientras el esperma se almacena 

o cuando se eyacula (Casas and Vavouri 2014; González Marín, Gosálvez, and Roy 2012), por lo que 

el daño causado en los organismos tratados no será reparado previo a la fecundación. Es precisamente 

esta premisa lo que explicaría que los organismos estudiados sean menos fértiles al ser afectados en 

etapas tempranas. 

 

 

4. Drosophila mulleri como modelo alternativo 

 

4.1. Morfología de gónadas 

Todos los organismos se observaron al microscopio para observar algún efecto en la morfología 

y se encontraron efectos en el desarrollo en todas las generaciones de ambas cepas, los efectos se 

observan en la morfología de las moscas y con una alta frecuencia de anormalidades en la placa sexual 

de D. mulleri. Al disectar a los organismos se encontró que el tejido era más frágil o con poca 

consistencia en las gónadas masculinas de los organismos tratados y posteriores generaciones, con 

respecto a sus testigos correspondientes.  

 

Esta fragilidad encontrada en la estructura general de las gónadas deja al descubierto una 

fragilidad estructural en la protección de las células germinales, que también puede reflejarse en la 

sensibilidad o daño que los espermatozoides tienen lo que explica de forma cuantitativa la baja 

fertilidad y fecundidad en los organismos tratados y sus descendientes. 

 

4.2. Organismo modelo 

Drosophila mulleri es un organismo con características biológicas de interés, sus gónadas 

pigmentadas nos permiten detectar el daño estructural en testículos sin necesidad de disectar al 

organismo, y aunque el daño en las gónadas no fue numéricamente representativo, podemos 

argumentar que el compuesto está afectando la viabilidad en el esperma ya que la fertilidad se ve 

disminuida en ambas especies. 
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El daño morfológico de la placa genital, también contribuye a la disminución en fertilidad que 

se presentó en los organismos tratados de ambas especies, así como en las generaciones posteriores 

a partir de la generación F1 para D. mülleri y F2 para D. melanogaster. Los resultados recobrados en 

este estudio constituyen un aporte importante porque facilita el seguimiento longitudinal del efecto 

de la exposición de los organismos a genotóxicos con resultados similares a los obtenidos por la cepa 

de referencia D. melanogaster, que ha sido extensivamente estudiada. 
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VIII. CONCLUSIONES 

 

• La diferencia observada en la proporción de sexos para la generación tratada deja ver que los 

machos resultan más afectados que las hembras, siendo más visible en la especie de D. mülleri. 

• Las gónadas de D. mülleri no fueron visiblemente afectadas, sin embargo, se presente 

esterilidad en los organismos tanto tratados (daño reprotóxico) como los no tratados (daño 

transgeneracional) 

• Ambas cepas presentan variación en las mismas concentraciones lo que implica que D. mülleri 

representa a un organismo igual de sensible y posible complemento a los estudios de daño 

reprotóxico y transgeneracional para D. melanogaster. 

• El efecto de esterilidad se ve presente en todas las generaciones tanto de D. melanogaster como 

D. mulleri, siendo más evidente en los organismos tratados. 

• Para ambas cepas se muestran más fluctuaciones en la progenie promedio de l F2 lo que hace 

más visible el daño transgeneracional en esta generación. 

• Drosophila mülleri muestra ser un modelo confiable, que aún debe estudiarse para comparar su 

respuesta con relación a otras especies del genero Drosophila. 

• Se propone exponer a D. mulleri a más compuestos pertenecientes a diferentes familias 

químicas para ver su similitud con D. melanogaste. 

 

Es importante que, en la evaluación de la actividad genotóxica de los contaminantes se incluya el 

efecto reprotóxico en los organismos expuestos y que se amplíe el estudio hacia las siguientes 

generaciones. El uso de D. mulleri es una ayuda importante porque con su característica de testículos 

pigmentados, es posible valorar el daño morfológico en una primera aproximación, lo que permite 

obtener cruzas adicionales para el seguimiento de la progenie. Es necesario continuar con la 

validación del modelo de D. mulleri para probar su sensibilidad ante sustancias pertenecientes a otros 

grupos químicos y también para establecer la correlación entre el diagnóstico de alteraciones en las 

gónadas masculinas por inspección visual y por disección directa. 
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