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INIRODUCCION

Hasta principios del siglo XVIII, 1la primera
causa de musrte en el mundo la constituian las enfermedades
de tipo infeccicso, debido en gran parte a los malos haditos
de higiene y al escaso conocimiento que hasta entonces se
tenia sobre a2 transmisidén y el tratamiento de dichas
enfermedades.

En las sociada&es actuales ha habido cambios

dramaticos, las enfermedades infecciosas han dejado de seor

la primera causa de muerte e incluso algunas de ellas han

' dejado de ser un problema gra#e de salud o Sien han sido
completamente erradicadas.

Sin embargo on la actualidad, el hombre ests
expuesto a numercsos agentes de tipo fisico y quimico gque
son el resultado de la industrializacién de sus sociedades.
La radiacién es uno de esos agentes. el cual se ha
incrementado notablemente‘an los dltimos afScs.

La radiacién es una forma de energia ques ha
: existido siempre sn la naturaleza y ha jugado ur papesl muy
importante en los procesos bioldgicos y en la evolucién de
la vida en este planeta.

La luz visible, los rayos infrarrojos y los
ultravioleta, son considerados como radiacién no ionizante
porque su snergia ss inferior a la necesaria para sacar de
laﬁ érbitas periféricas a los electrones. La energia
asociada a la radiacién ionizante es sulicientemente alta
para {onizar &tomcs, dentro de este tipo de radiacidn se
incluyen los rayos X, los raycs gamma y las particulas de
alta velocidad emitidas a través del decaimiento radiactivo
de ciertas reaccicnes nuclsares, tal es ol caso de las
particulas alfa y beta.



Los rayos X fueron descubiertos en 1895 por
Roentgen. En 1896 Bsguere]l descubric 1a radioactividad, y al
affo siguients FPierre y Marie Curie descubrieron los
slementos radivactivos radio y polonio. (Kedar, 1984).

El desarrollo de la Radiobiologia se inicid
inmediataments después del descubrimiento de los rayos X. En
términos generales puede definirse como el estudic de las
interacciones de los organismos vivos con cualquier tipo de
radiacidn {Arena, 1971). E1 objetivo wespecifico de 1la
Radiobiologia es la dascripcidn de los fenémencs cbservables
que ocurren cuando la radiacién interactua con los sistemas
bioldgicos v 1a elucidacién de los principios basicos gue
llevan a la respussta observada.

Con los descubrimientos de MUller en 1927 y
Stadler en 1328 de los efectos mutagénicos de ios rayos ¥ en
Proscehila, la genédtica entréd en una nueva era, ademas esta
fué l1a primera svidencia de qus un agenie ambiental puede
inducir un cambdic genético y que éste puede ser +tranamitido
a los descendientes. En los affos siguientes, diversas
especies de plantas y animales fueron probados y se encontrd
que eran suceptidles a la accién mutagénica de la radiaciédn
ionizante (Sankaranarayanan, 1%82).

La radiacién ha contribuido al conocimiento de
ciertos aspectos de la biologia celular que diffcilmente
hubieran sido dilucidados por otros medios.

Para explicar los efsctos bioclégicos de 1la
radiacién ionizanie fueron introducidas numerosas ideas,
entre ellas el concepto de la tecria blanco propuesta en
1922. En términos generales, esta teoria predice que la
inactivacién de las moléculas diolégicas, se incrementa en
forma exponencial con respecto a la dosis absorbida y el
dafio se produce por la interaccién de la radiacién ionizante



con las moléculas blanco: la probabilidad de la {interaccidn
aumenta a medida que aumenta el tamafio de las moléculas, por
lo que los Acidos nucleicos son los mas afectados por ser
las moléculas mis grandes que existen en los organismos.

Posteriormente se desarrollé el concepto de
"efecto indirecto", de acuerdo al cual, las moléculas
bioldgicas en solucidn son inactivadas por los radicales
litres que se forman cuando la radiacién interactda con el
agua.

El i{mpresionante progreso sn la genética
durante las dos décadas siguientes a los descubrimientos de
Miller y Stadler fué debido en gran parts, a la
introduccién, por parts d=) primero, de los conceptos de
"frecuencia de mutacidn”, "taza de mutacidn" y al disefio de
la metocdologla genética en [Qrosophila para sl estudio
cuantitativo de las mutaciones, En 1l1a misma &poca, se
desarrolld la dosimetria de las radjaciones y los conceptos
de "dosis absorbida" y "dosis de exposicién", que ayudaron a
cuantificar los efectos genéticos de la radiaciédn ionizante
en los albtores de 1a genética de la radiacién. '

A pesar de gue fué poco tiempo después del
descubrimiento de los rayos X cuando se presentaron los
primeros efectos agudos causados por radiacién, eon ess
momento, no se prestd mucha atencién a la proteccidn de los
individuos gue s® encontraban expuestos.

Poco tismpo después de terminar la segunda
guerra mundial, el interés por el riesgo genético para las
poblaciones humanas se increments, sobre todo después de
observar el dafo causado & los. sobrevivientes de la
explosiones 4aAtomicas de Hiroshima y Nagasaki y a sus
descendientes.



Durante los dltimos affosa, la gen#ética en
general y la investigacién en mutagénesis, en particular,
han pasado por un periodo de gran actividad. El
descubrimiento de los mutigenos quimicos. ol conocimiento de
la estructura y funcién del ADN, la introduccién de los
microorganismos dentro de la investigaciéon y ol
perfeccionamiento de las técnicas para el cultivo de las
células de mamiferos, permitieron grandes avances en el
conocimiento de las causas de la mutacién y en los procesocs
involucrados en la reparacién, ademis de propiciar el
desarrollo de nuevas disciplinas, tales como 1la biologia
molecular y la citogenética humana y animal, por mencionar
algunas.

Actualmente, la radiacitn jusga un papel muy
importante en la vida de todos los organismos que. habitamos
el planeta, ya qus no s¢lo estamos expuestos a los efectos
de la radiacién proveniente de las fuentes naturales, como
son: los rayos cdsmicos, la radiacién uliravioleta
proveniente del sol y las smisiones de los radioisétopos que
se encuentran en forma natural en la corteza terrestre. Los
adelantos tecnolégicos de la sociedad en que vivimos han
traido como resultado, nuevas fuentes qus producen emisiones
radioactivas en forma artificial; entre -estas encontramos
los relojes con carstula luminosa, los hornos de microondas,
las emisiones radiocactivas de los aparatos usados en
radioterapia y las plantas nucleceléctricas.

En vista de que la radiacién artificial se ha
convertido en un elemento cotidiano y hasta cierto punto,
indispensable en nuestras vidas, tenemos que investigar los
efectos que produce sobre los organismos y sus riesgos y
tratar de minimizar la exposicién.



EFECTOS BIOLOGICOS DE LA RADIACION

El daNo que la radiacion puede producir a una
célula, depande del tipo de radiacién, de la razsn de dosis,
de la dosis absordida, de las condiciones del medio y de la
actividad reproductora de la célula.

En 1903 1los bDiolégos franceses Bergonie vy
Tribdondeau, establecieron una ley, segun 1la cuil, la
radiosensibilidad de una célula as directamente proporcional
a su actividad reproductiva ® inversamente proporcional a su
grado de diferenciacién (Arsna, 1971).

De asta manera. las células menos
diferenciadas y con una gran actividad reprcductora son mas
radiosensibles que las células mas diferenciadas.

El dafo por radiacién pueds ser causado tanto

ﬁor accién directa, como por la interaccidn de la moléculas
con radicales libres.

Las radiaciones con una baja transferencia
lineal de energia (LET), producen dafio a través ds 1la
interaccion 48 las moléculas con radicales libres, tal ss el
casoc do los rayos X y gamma. Las particulas alfa y bsta, que
tiens alta tranaferencia lineal de energia. producen dafio
mediante accién directa.

Se menciond anteriorments, que 1la sesensibilidad
de las células a la radiacién depende de sesu actividad
reproductora, por 10 que la radiosensibilidad es diferents
en las distintas fases del ciclo celular, existiendo una
relacién directa entre la cantidad de ADN nuclear y 1la
radiosensibilidad de las cé#lulas, siendo #sta mayor a medida
que la cantidad de ADN aumenta, lo cual, esti generalmente
relacionado con el tamafo del nacleso. En la Tabla No. 1,



podemcs observar la senaibilidad de 1a célula durante las
diferentes stapas del ciclo celular (Kedar, 1984).

Tabla No. 1 .- SENSIBILIDAD A LA RADIACION DE VARIAS FASES
DEL CICLO CELULAR.

- an

Criterio de radioeensibdbilidad Faso mis sensitiva

Muerte reproductiva
Dafio cromosémico
Retardo en la divisién
Sintesis de ADN

K ;g Fg =

La radiacidn cambia 1a sstructura, la sintesis
y la funcién de los Acidos nucleicos y las proteinas, entre
las que se encuentra la ADN polimerasa. llegandd a bhloquear
completamente la sintesis de ADN.

EFECTOS DE LA RADIACION A NIVEL CELULAR

Los rayos X y gamma son capaces de inducir
cambios intra e intergénicos. Los radicales 1libres causan
errores on @&l apareamiento de las basea, 1o que ocasiona
mutaciones génicas y cromosdmicas, e incluso, puede originar
la aparicitn de aberraciones cromosdmicas.

Entre las aberraciones cromosémicas producidas
por la radiacién, se sencusntran las inversiones, las
translocaciones y las alteraciones en el ndmero cromosémico
(Sankaranarayanan, 1982). Se sabe qua los cambios en la
sstructura de un cromosoma (aberraciones eatructurales) y
las alteraciones al namero cromosdmico { aberraciones
numéricas) se producen esponténeaments en las célulae
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somaticas y germinales de plantas y animales y que esta
frecuencia se incrementa por la exposicién a agentes
mutagénicos.

L.as aberraciones estructurales pueden ser
cromosémicas o© cromatidicas (Goodenough, 1081, las
cromatidicas se distinguen de las cromosdmicas porque, en
las primeras, se ve afectada una de las dos cromatidas que
componen un cromosomsa Y en las segundas, la lesién ocurre en
ambas.

Entre la aberraciones estructural ex
ocasionadas por la radiacién ionizante, encontramos:
delssiones terminales (] intercalares, duplicaciones,

inversiones paracéntricas Yy pericéntricas y anillos
(Sankaranarayanan, 1982),

En los eucariontes, la irradiacion de
espermatocitos puede llevar a la produccién de aberraciones
estructurales de tipo cromatidico.

Ests bien establecido que los tipos
predominantes de lesiones inducidas en el ADN por radiacioén
ionizante se basan en la ruptura de una o las dos bandas de
la molécula CHariaharan, et al, 1079,

Los resultados de los experimentos realizados
en este campo, sugieren que las lesiones producidas por
radiacién ultravioleta y agentes alquilantes, dan' como
resultado aberraciones cromosémicas, deblﬂo a errores en la
replicacién y las lesiones originadas por radiacién
ionizante son generadas por errores en la reparacidén (Evans,
1Q9773.

Ademis de las aberraciones cromosédmicas, la
radiacién ionizante induce otro tipo de evento, conocido
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como intercambio de cromitidas hermanas (ICH); #ste afecta a
ambas crom&tidas. Existen algunas diferencias entre las
aberraciones cromoadmicas y los ICH, entre las que podemos
mencionar que, mientras la radiacién ionizante produce
aberraciones cromosémicas en cualquier fass del ciclo
celular, los intercambios sdlo se producen en la fase S del
ciclo celular.

Otra diferesncia importante radica en el hecho
de que las lesiones que producen las aberraciones "tienen
una vida corta” dopend(aﬁte de la viabilidad celular,
mientras que las lesiones que causan 1los  intercambjios de
crom&tidas son persistentes y son compatibles con la
viabilidad celular (Morales, pt al. 1988).

Otras consecuencias del dafo inducido por la
radiacién son las mutaciones 1letales dominantes, que
especificamente incluye todos los cambios genéticos que,
independientemente de su origen materno o bntorno. causan la
muerte de los husvos que los portan, poco tiempo después de
la fertilizacién (Sankaranarayanan, 1982).

Existe una clara distincitn entre los letales
originados en las células germinales premeidticas y
postmeisdticas. A bajas dosis, el dafio se expresa
primordialmente, como pérdida de cromosomas dsbido a simples
rupturas, si el fragmento terminal no se restituye, forma
fragmentos acéntricos y cromosomas dicéntricos durante el
desarrollo del cigoto, lo cudl origina la muerte del mismo.
A dosis altas, las rupturas mgltiples pueden llevar a la
muerte del cigoto.

En las células masculinas premeidtocas muchas,
6ino todas las rupturas cromosémicas, producen cromosédmas
acéntricos y dicéntricos.



La recombinaciédn se presenta como un fendmeno
producido por 1la radiacidn ionizante. Muchos agentes
mutagénicos producen mutaciones., rearreglos cromosémiccs ¥y
recomtinaciédn en diferentes proporciones. Esto sugisre que
debe haber algunos pasos primarios en comun entre estos
eventos. La hipotesis de que 1os rearreglos cromosémicos
pueden originarse por recombinacién ilegitima entre
cromosomas no homélogos, ha sido probada en Drosephila con
rayos X y mutdgenos quimicos y no se ha encontrado svidencia
suficiente para sostenerla (Sankaranarayanan, 1982).

El primer estudio de 1la induccién de 1la
recombinacién por medio de radiacién, fué realjzado en
DRroscphila (Becker, 1976). La consecuencia genética de 1la
recombinacion, es la homocigosis de un gen.

Hay numerosos ejemplos de que la recombinaciédn
mitética es causada por radiacidn ionizante en eucariontes
inferiores, entre estos ha sido reportada, por ejemplo, en
Aspergillus npidulans. Ustilaxo mavdis v Saccaromices
corevisas (Wigler, 1986).

EFECTOS DE LA RADIACION EN Drosoehila melancogaster

En D.oelanczaster. como en todos los
sucariontes multicelulares, la radiacién ionizante puede

producir mutaciones génicas y aberraciones cromosdmicas. La
evidencia que conduce a la naturaleza de la radiacién como
inductora de mutaciones, ha resultadoc del andlisis de las
mutaciones inducidas en una gran variedad de estados
germinales (Sankaranarayanan y Sobels, 1975).

Los letales dominantes, que incluyen cualquier
evento 8]l cu&l es incompatible con la supervivencia de 1la



célula, también pusden ser observados en D. mpelanogaster
después de la irradiacién (Wigler y Ramel, 1986). Los datos
de la induccién de letales dominantes por medio de rayos X
an difersntes estados des la espsrmatogénesis muestran que,
como en el caso des los lstales recesivos ¥y las
translocaciones, los estados mie radiosensibles son las
espermitidas y los espermatozoides.

Se considera a las aberraciones cromosémicas
como sventos claves para el conocimiento del daNo genético
producido por radiacién en las células somiticas: la pérdida
de cromosomas posterior a las rupturas., juega un papsl muy
importants en la mortalidad producida por riyot X en larvas
de Drosgoehila: En una serie de vastos experimentos.
Ostertag, en 1963, obtuvo evidencia en D. melanciasisr que
sostiene que 1la ruptura de cromosomas, seguida por la
pérdida de los mismos, o8 l1a principal causa del daNo
somético por radiacidn.

En cuanto & la recombinacidn, ya se menciond
que o] primer estudio fué realizado con Drosophila’
utilizando loa marcadores genéticos apropiados ee pudieron
detectar clones an la cuticula de la mosca adulta. Se dedujo
que esos clones fueron el resultado .de un evento de
recombinacién reciproca sntre los cromosomas homélogos en un
estado temprano del desarrollo (Becker, 1976).
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Pruebas para detectar nutigencs.

Ademids de la radiacidén ijonizante, existe un
gran namero de agentes sobre todo de tipo quimico que pueden
inducir mutaciones. Eatos agentes mutagénicos han
incremsntado l1a frecuencia de algunas enfsrmedades que hasta
hace algunos aNos sran poco frecuentes. Estudios realizados
con 3almenella ihvehimurium v DR. aslancxasisr han confirmado
una fuerte correlacién entre 1la carcinogenicidad y 1la
nutagenicidad de tales agentes (Sobels y Vogel, 1978; Wugler
y Ramel, 1986).

Actualmesnte se calcula quea las enfermedades
cardiovasculares causan 50 veces mis nuertes que las
enfermedades infecciosas y sl céncer es considerado como la
segunda causa de muerte en el mundo {(Purchase, 1982).

Los estudios epidemiolégicos de diferentes
poblaciones de emigrantes en los Estados Unidos y Canadd han
sugerido qus el c&ncer as causado por influencias
ambientales, y que éstas estan intimaments relacionadas con
ol estilo de vida. Muchos muiigenos y carcindgenos se
encuentran en embutidos, particularmenie en los Qque son
asados o ahumados. Los hibitos tales como: sl tabaquismo, el
alcoholismo y las dietas grasosas entrs otros, contribuyen a
incrementar la incidencia de cancear (Reporte de
contaminantes ambientales, Canada, 1986¢).

Considerando lo anterior, una de las posibles
medidas para la prevencién de algunos tipos de enfermedades
incluyando el céncer, seria la de detectar aquellos agentes
que las pueden causar de entre los ciento-va los que esti
expuestc sl hombre y minimizar la exposicién de la poblacién
a asos agentes.

Sin embargo l1a evaluacién de estos agentes es
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una tarea diflcil( ya que por sjemplo para sl caso de los
agentes de tipo quimico see tiene registrados 5,000,000,
segun 8l reports publicado por la Agencia para la Proteccién
de} Ambiente de Canada en 1986: de estos 70,000 son usados
cominmente en &l mundo. Adn cuando la tarea parece dificil,
se estin llevando a caboe numerosos esfuerzos para
realizaria; la comunidad cientifica internacional ha
estimulado la rapida expansién de un nusvo campo al 'quo se
ha denominado '"mutagénesis ambiental"” & "genética
toxicolégica", que ha dado como resultado el desarrollo de
una amplia variedad de prusbas biolégicas a corto plazo para
detectar la habilidad de los agentes, ya sean flsicos o
quimicos para provocar cambios genéticos en microorganismos,
plantas, insectos y mamiferos.

Desds 1980 1la Agencia de Proteccion del

Ambiente de los Estados Unidos cred un programa para evaluar

las pruebas que ss utilizan para Jdetectar nutigenos. Los

objetivos del programa fueron los siguientes:

- Determinar 1a habilidad de los biocensayos para detectar
mutigenos.

- Evaluar la sensibilidad de cada bicensayo para responder a
claseas especificas de agentes.

- Formular protocolos generales y criterios para la
interpretaciéon de los datos.

= Proponer baterias especializadas de bioensayos para
detectar con una alta probabilidad el dafio genético
inducido por diversos agentes (Green y Auletta, 1980).

Para 1la evaluacioén de los ensayos se
utilizaron los siguientes criterios:
a) NGmero y clases de compuestos quimicos probados con el
ensayo.
b) Uniformidad dsl ensayo.
¢c) Namero de ensayos realizados por afo y costos de los
mismos (Brusik, ei. al., 1985).
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Como resultado de este programa, se
géoeleccionaron 10 ensayos que fusron catalogados como

rutinas, y que se encuentran snlistados en la tabla # 2.
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TABLA No.2

GRUPO DE PRUEBAS IDENTIFICADAS COMO RUTINAS.
(Brusik y Auletta,1988%5)

BIOENSAYO

TIPO DE PRUEBA.

Salmonella tvephimurium. microsoma

Mutaciones reversas.

E:. coli. Mutacion reversa
E: coli. Reparacion de
ADN.

Drosophila. LRLS.
Anslisis cromosémico
ICH.

Mutacién V 79 HPRT.
Andlisis cromosémico en
médula Ssea.
Micronacleos.

Letales Dominantes.

14

Bacteria.

Bacteria.
Bacteria.

Insecto.
Cels.Mamifero.
Cels.Mamifero.
Cels. Mamifero.
Rosdor.

Roedor.
. Rosdor.



Drosophila COMQ SISTEMA DE PRUEBA.

Uno de los ensayos clasificados como rutina
por la Agencia de Proteccitn del Ambiente de 1os Estados
Unidos es realizado con la mosca de 1la fruta Drosephila
gelanogaster.

Drosophila melancgkaster es un  insecto

holomet&bolo cuya genética ha sido intensivamentes estudiada
desde principios dm este siglo; esto 1o ha convertido en un
buen candidato para realizar estudios de mutagenicidad
(Wugler, 1980).

Bajo condiciones normales de cultivo (25¢C y
60% 48 humedad rslativa)., la duracién aproximada de los
diferentes estados de desarrollo es 1a siguiente:
dia.
dia.
Larva dol 2 @StAdI0 (vrveserrssrssicsnancrsansssreass dfa.

Desarrollo embrionarfo ....ccvcvieecerncrcserneessss 1
1
1
Larva del 3° 86tadi0 .vvevrecrvarresvesnsrssserrseses 1 dia.
2
4

Larva del 1° @stadfo vivevvevvaitrrannsriecrrtnrsess

PrOPUPA e vvvrricrocrnortsscsasortoosransosrosnasnnns dias.
PUPB ittt ittt veresoattonnsssrassacsosrsnssons dias.
Estado adUltO ..ot verrensrrecnsccncnsnssesecseses 40 dlas.

Qrosophila como sistema de prusba presenta
numerosas ventajas (Lee, gt al, 1983: Wigler, gt al, 1384):

.Presenta un ciclo de vida corto, aprcximadamente de 10 dfas
en condiciones de laboratorio.

.58 pueden cuitivar un numero considerable de individuos en
un espacio reducido a un bajo costo.

.Permite realizar ensayos "in vivo" con prusbas bien
definidas para determinar un amplio aespectro de eventos
genéticos (mutaciones latales recesivas, delesiones,
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translocaciones, pérdida de cromosomas y recombinacidn)
(Wigler, 1980; Graf, 1984).

.Drosophila posee la capacidad metabédlica para activar e
inactivar promutégenos y procarcinégenos y sus metabolitos,
siendo comparable qon 1los tejidos extrahepiticos de los
mamiferos. (Hallstrom y Magnusom, 1982). El aniklisis
bioquimico de las enzimas involucradas en su
biotransformacién indica la presencia de muchas de ellas en
Drosgphila (Vogel. 1987). Aunque los insectos no posesn un
érgano especifico como el higado de los mamiferos para la
desintoxicacién, numerosos tejidos estén involucrados en
este proceso, entre éstos se encuentran los tubos de
Malpigio, algunas partes del tracto digestivo y ciertas
regiones del tejido gonadal (Cassida, 1969).

.Ademis ofrece la capacidad de determinar la frscuencia de
mutaciones inducidas en las diferentes etapas del desarrollo
de las células germinales. (Loe, et al 1983;
Sankaranarayanan y Sobels, 1975).

La prueba de letales recesivos ligados al sexo
({LRLS) ha sido la mas utilizada durante los Gltimos 27 aMos.
(Lee, of al, 1983;: Wigler, 1983; Wigler, et al. 1984). Esta
prusba ofrece numerosas ventajas:

1) Desds ol punto de vista genético, detecta mutaciones
puntuales y psquefias delesiones.

2) Es una prusba sensible, ya que involucra todo el
cromosoma X. el cual representa al 20% del total del

gencma; es decir entre 600 y 800 genes. (Wugler, 1983).

3) La correlacién sesntre la actividad carcinogénica y
mutagénica es excelente, de los carcinogénos clisicos que
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se han probado en Drosophila, entre el 83% y el 91%
resultaron ser positivos CGraf, et al, 1884).

Hasta 1983, se hablian probado con este ensayoc
421 compuestos, de estosz 108 fueron positivos, 48 negativos
¥y 177 resultaron inconclusos, debido en gran parte a que se
utilizé un criterio muy rigido para clasificarlos. CLee, et
al., 19683; Wigler, gt al. 1884; Vogel, 1987).

La principal desventaja que presentan los
letales recesivos es la de ser una prueba larga y muy
tediosa, ya que se realiza en dosr generaciones; esto, hace
que se convierta en una prueba costosa (Wigler y Vogel,
1988>. En un laboratorioc especializado la prueba de letales
recesivos puede tardar hasta dos meses, por esta razén en la
pratica se aplica sélo a uncs pocos agentes.

_ Por otra parte se debe considerar la
pPosibilidad de que se eliminen células portadoras de una
mutacion letal en la llamada “seleccién germinal”. Este
término fué introducido por Miller en 1084 e indica la
eliminacién de células que carecen de un gen requerido para
que se desarrolle un espermatozoide a partir de una
espermatogeonia, por lo que algunas de las mutaciones
inducidas no se recuperan dando resul tados
parciales CWigler, ot al, 1088,

LA PRUEBA DE MUTACIONES SOMATICAS Y RECOMBINACION
EN Drosophila

En vista de las limitacicnes intrinsecas que
presenta la prueba de LRLS, se ha propuesto el usc potencial
de células somiticas de mu_g.' para detectar con mayor
facilidad y rapidez la capacidad mutagénica de un gran
namero de compuestos CVogel, 1989; Wigler, et al, 1984;
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Wugler, ot al, 1986).

Durante el desarrollo smbrionario ds
Droscphila. on la etapa de blastodermo, las células se
diferencian en una de dos dirscciones generales. Algunas dan
lugar al cuerpo de la larva, mientras que otras f{orman
partes del cuerpo de la mosca adulta. A lo largo de las tres
fases larvarias del ciclo de 1a mosca, algunas células se
separan en forma de pequefios paquetes indiferenciados
denominados: discos imagales. Las células del disco
conservan su morfologia indifersnciada, hasta el momento en
que se exponsn a la accién de la hormona ecdisona, que
determina la formacién de los tejidos de los adultos.
{ Goodenough, 1981).

Durante la metamorfosis, los discoe imagales
s® evaginan y se convierten en los ojos, las antenas., las
patas y las alas de la mosca adulta.

El ensayo de mutaciones somiticas y
recombinacién, consiste esencialmente en la exposicién de
una larva heterdéciga para dos marcadores visibles en el
adulto a un mutigeno(Graf, gt alr 1984). Esta 1larva posee
un grupo de células destinadas a dividires en una
configuracidn m&s o menos constante. de tal manera que una
mutacién inducida en ulgunas de las células expuestas, dari
como resultado una alteracisn del fenotipo, que se expresari
como una mancha reconocibls en la cuticula del adulto.

En la actualidad existen +tres ensayos en
células somaticas que ya possen un duen nivel de validacidn
(Wugler, pt al. 1985; wugler, pt al. 1986; Vogel, 1985;
Fujikawa, et al, 1983): :

A) La prusba de la mancha en o] ala, basado esn los
marcadores mwh y flr.
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B)

C)

La pruaba de la mancha en el ojo, que utiliza los dos
alelos del "locus white".

Los dos ensayos mnmencionados anteriormente detectan
mutaciones somAticas y recombinacidn,

La prueba de la mancha en el ojo, utilizando el marcador
inestable "white-zeste", detecta la inducciédn de eventos
gonéticos relacionados con la insercién de una secuencia
en la regiédn del gen "white" (Wigler y Vogel, 1986;
Yogel. 1985b).

Las ventajas que presentan los ansayos

somdticos son las siguientes:

Es una prueba ra&pida ya que se roaliza en una sola
generacién; por esta razédn es una prueba barata sodbre todo
si la comparamos con la prusba de LRLS.

Tanto en el snsayo del ala como on el del ojo, se cuenta
con numsrosas células blanco (800 omatidias en el caso del
ojo y mas de 30,000 células en ®»]1 ensayo del ala).

No s6lo permite evaluar la mutagenicidad, sinc tamdbién 1la
actividad recombinogénica de los compuesios y ésta parece
estar en relaciétn directa con la carcinogenicidad
(Wigler, 1986).

Los snsayos son capaces de detectar mutigenos tales como
agentes alquilantes, mono y polifuncionales, que con otras
prusbas regultan dificiles de detectar.

Detectan ademias de mnutaciones génicas, absrraciones

cromosémicas, racombinacidn mitética y posiblemente
conversién génica.
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OBJETIVO
DETERMINAR LA FRECUENCIA DE MUTACICHES SOMATICAS Y

RECOMBINACION INDUCIDAS EN Drogephils wmelancqaster POR RAYCS
GAMMA, UTILIZANDO EL ENSAYO DEL ALA.
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MATERIALES Y METODOS

Para realizar la prusbta de la mancha en el
ala, se realizaron dos cruzas diferentes, para 1lo cual se
utilizaron las sigulentes cepas:

CRUZA No. 1
gg_ yWw/yw ; mwh se/mwh se Q"™ +/Y : se/se
CRUZA No. 2

o9 mwh/mwh o o f1r’/TM3,Ser.

Las hembras yw/yw ; mwh se/mwh 8o, presentan
el cuerpo amarillo y los ojos blancos, e marcador mwh
("multiple wing hair"), ests& 1localizado en el brazo
izquierdo del cromosoma 3, en posicién 3.0 muy cerca del
cantrémero (sl centrémero est& en posicién 4.47) y determina
que las células gue 1o portan presenten 3 6 mAs cerdas en
lugar de una como en o]l tipc silvestre (Lindsley, 1968). El
caracter mwh sélo se exprssa en condicién homéciga.

Los machos sepia (se), presentan el cuerpo
silvestre y los ojos de® color sepia, este marcador también
se sncusntra en el cromosoma 3 en posicién 2.6 .

Las hembras mwh son fenotipicamente como el
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tipo silvestire, pero presentan en las alas la mutacidn mwh
antes descrita. Los machos flr”/TM3,Ser también son
fenotipicamente silvestres, tanto para el color de los ojos
como el cuerpo. La mutacién f£ir?, al igual que la mwh,
afecta las cerdas de las células del ala. Esta mutacidn se
encuentra en condicién heterédciga, ya que en condicién
homéciga es letal y estd balanceada por el marcador TM3.

Cuando la mutacién fir? se expresa, produce
cerdas deformadas que presentan la apariencia de flamas.
Esto marcadoer se encuentra también en el cromosoma 3 en
posicién 3.9 . El marcador Serratia (Ser? modifica los
bordes de las alas haciéndolos discontinuos.

El protoceolo que se siguid fué el siguiente:

Se aislaron hembras virgenes de 0 a 12 horas de edad de las
cepas yw/yw ; mwh se/mvh se y mwh-mwh. Se dejarocn madurar
por espacic de ® dias al cabo de los cuales se dejaron
cruzar las hembras ywsyw ; mwh se/mwh se ,fueron cruzadas
por los machos +7Y ; ser/se y las hembras mwh/mwh se
cruzaron por los machos fir?/TM3,Ser.

La cruza se realizé en frascos lecheros de
0.280 1. de capacidad. Las parejas se dejaron cruzar durante
dos dias en un cuarto de cultivo a 23<C.

COLECTA DE HUEVOS
Para colectar los huevos, las moscas se
colocaron en frascos lecheros, limpios y sin alimento; se
cubrieron con cajas de Petrli de 8 cm. de altura, las cuales
contenian medio fresco.

Se permitié® a las moscas ovipositar sélamente
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durante una hora con la finalidad de hcomogenizar al m&ximo
la edad de los huevos; trasnscurrida la hora, se cambi¢d 1la
caja de Petri por una nueva para colectar huevos por otra
hora, este procedimiento se repitiéd hasta obtener la muestra
deseada.

Los huevos fusron cubiertos con la tapa de la
caja de Petri y fusron mantenidos en un cuarto de cultivo
hasta que completaron su desarrollo.

Cuando las larvas alcanzaron el segundo
estadio, es decir a las 48 horas, fueron {rradiadas en un
irradiador experimental Vick-rad. (Vick-rad 2000, Vicker
Radiation Division England.). Las dosis que se utilizaron
fueron las siguientes: 0, 2.5, 5.0 y 10 Gy.

Despuée de la irradiacidén, las larvas fueron
transferidas a tubos homeopi&ticos que contenfan medio de
cultivo. Se colocaron 25 larvas en cada tubo y se dejaron
incubar en el cuarto de cultivo hasta que emergieron 1los
adultos 8 dias después.

PREPARACIOR DE LAS ALAS

Cuando los adultos emergieron, se procedidé a
separar las alas utilizando pinzas de relojero del No. 5 ¥y
agujas de diseccién. En el caso de la cruza No. 2 se
descartd la progenis que presentaba el marcador serratia.

Una vez separadas las alas se procediéd a
montarlas de la siguiente manera:

Se extendid una gota de solucién de Faure (ver
férmula en el spendice 1) sobres un portaobjetos y se
colocaron las alas extendiéndolas perfectaments con la ayuda
de un pincel ds]l No. 1; sstas preparaciones se.dejaron secar
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por 24 horas en una atmésfera libre de polvo. posteriormente
se puso una gota de solucién de Faure y se cubrid con un
cubreobjeto ,dejsndose secar nuevamente en una atmésfera
lidre de polvo.

Cuando 1las preparaciones se secaron, £
procedid a su anAlisis en un microscopio 6ptico a 400 X.

Para facilitar la observaciédn Graf, gt al.
1984 dividieron el ala en 7 regiones en relacién con las
venas (Fig. No.1). En hojas de conteo espsciales, (apéndice
No. 2) se anoté el numero de células afectadas para cada ala
y en cada regién. Se analizaron 25 alas para cada dosis en
cada cruza y se realizaron tres repeticionss.

CLASIFICACION DE LAS MANCHAS
A) TAMANO DE LAS MANCHAS.
Segtn Wugler y Vogel, 1986, las manchas pueden ser

clasificadas de acuerdo con su tamafio en dos categorias:

-—- Manchas chicas: Aquellas que tienen 1 ¢ 2 células
(fotografia No. 1).

== Manchas grandes: Las que tienen mias des 3 ceélulas
(fotografia No. 2).
B) TIPOS DE MANCHAS.

De acuerdo con el tipo de células i{nvolucradas en la
mancha, é#&stas pusden ser:

-~ Manchas sencillas: Las que involucran un solo tipo de
células ya sea mwh o fir?, (Fotografias 3 v 4).



FIGURA No. 1
REGIONES EM DUE HA SIDO DIVIDIDA EL ALA PARA SU ANALISIS,
(Graf, et al, 1984)
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Manchae gemelas: Las que presentan los dos tipos de
células, mwh ¥ fir® (Fotografia No. 5).

Ya gque la cruza No. 1 sélo presenta el

marcador mwh, Unicamente se pudieron analizar manchas
sencillas, ya fueran chicas & grandes.

2,

CRITERIOS UTILIZADOS PARA EL ANALISIS DE LAS MANCHAS

. Para gque una c#lula sea considerada como mwh, ésta debe

presentar 3 & mée cerdas.

Una célula que presenta menos de 3 cerdas, puesde ser
considerada como mwh, si pressnta al menos 2 cerdas y se
encuentra rodeada de 3 & m&s ceélulas que presenten 3
cerdas.

Si existen mis d6 3 hileras de células normales separando
hileras de células que presenten la mutacién mwh o fir?,
éstas seran consideradas como dos manchas, en caso
contrario ss considerari como una sola mancha.
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FOTOGRAFIA No.2 MANCHA GRANDE MWH.
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OTOGRAFIA Mo. 3 MANCHA SIMPLE MWH.
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FOTOGRAFIA No.4.MANCHA SIMPLE FLR’.
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RESULTADOS

Los resultados para la frecuencia de
mutaciones somaticas inducidas por 2.%, 5.0, y 10.0 Gy en
los descendientes de la cruza yw/yw ; mwh se/mwh se ¥ +/Y,
son pressntados en la tabla No. 1.

En esta cruza s6lo existe la posibilidad de
observar manchas simples (chicas &6 grandes) ya que
tnicamente presenta el marcador mwh. En 1la tabla No. 1
aparece el noGmero total d4s manchas chicas y grandes
encontrado para los tres sxperimentos realizados. En esta
tabla podemos observar que para las manchas chicas, no se
encontraron diferencias significativas para la dosis de 2.5
Gy cuando se aplicod la prusba de xi¢*. Al observar la tabla,
podemos notar que el namsro de manchas chicas inducidas para
esa dosis, fué menor a la del testigo. Para las dosis de 5.0
y 10.0 Gy se encontraron difersncias significativas al 0.05.

En ol casc de las manchas grandes, todas 1las
dosis indujeron un nimeroc mayor con respecto al testigo: al
aplicar la prusba estadistica, resultaron ser altamente
significativas (p < 0.001).

En 1a tabla Ko. 2 s® pressntan los rssultados
obtenidos para la cruza No. 2. En esta cruza, ss analizaron
las manchas simplea, chicas ¢ grandes, pero al pressntar los
dos marcadores utilizados sn el ensayc del ala (mwh y fir?),
se pudieron analizar también las manchas gomelas,
consistentess en una regisn mwh y otra fir’., En la tabla No.
2 aparecan ol numero total de manchas chicas, grandses vy
gomelas.

En cuanto al nimero de manchas chicas, sélo la
dosis de 2.5 Gy resultd ser altamente significativa (p <«

0.001). Para las manchas grandes, s&l1o las dosis de 5.0 y
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10.0 Gy resultaron ser aliamente significativas. Con
respecto a las manchas gemelas, ninguna de las dosis elevd
significativamente el ntmero de estas manchas.

En 1a tabla No. 3 aparece o1 tamafic promedio
de las manchas, el cuil se obtuvo dividiendo el ndmero de
células involucradas en cada mancha entre sl namero total de
manchas existentes.

Para las manchas chicas, podemos observar que
no se registréd una variacién importante para ninguna de las
dosis con respacto al testigoe. En cuanto a las manchas
grandes, &stas se incrementaron de manera lineal con
respacto a la dosis de radiacion.

En la tabla No. 4 podemos observar el tamafo
promedio para las manchas chicas, grandes y gemelas en la
cruza No. 2. En esta tabla como en 1la anterior, podemos
observar que el tamafio promedio de las manchas chicas, no
difiere significativamente. En cuanto a las manchas grandes,
no sa encontré ninguna de estas manchas para el grupo
testigo pero el tamafic promedio d4e éstas se incrementéd de
manera lineal con la dosis de radiacién; esto mismo ocurrié
con las manchas gemelas cuyo tamaNo auments tanto para 1la
parte mwh como para la fir®, Se puede notar en esta tabdla
que aunque el mayor ndmerc de manchas grandes y gemelas fué
obtenido con la dosis de 10.0 Gy, el tamaMo promedio mayor,
se obtuvéd con la dosis de 5.0 Gy y no con la mas alta como
era de egperarse.

En la tabla No. 5 se muestra el numero de
células promedio obtenidas en 1los tres oxperimentos, que
presentaron la mutacién mwh en la cruza No. 1. Este ndamero
s6 obtuvd al sumar todas las células involucradas tanto en
las manchas chicas como en las manchas grandes. Para todas
las dosis results ser altamente significativo con respecto
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al testigo (p < 0.001).

En la tabla No. 6 se muestran los resultados
de 1os promedios obtenidos para el nGmero de células dque
presentaron las mutaciones mwh y fir’en la cruza No. 2. Ests
ntmerc se obtuvo sumando todas las células involucradas en
las manchas chicas, grandes y gemelas y dividiendo eate
numero entre los sxpsrimentos realizados. Como en la cruza
No. 1 todas las dosis dieron resultaron altamente
significativos con respecto al testigo.

Con los resultados obtenidos en las tablas 5 y
6, se construyd la grafica No. 1 para poder comparar el
comportamiento de las dos cruzas.

Flrn determinar la distriducién del tamafo de
las manchas en relacién con la dosise de radiacidén, las
manchas fueron inclufdas en los siguientes intervalos: 1, 2,
3-4. 5-8, 9-16, -32, -64, -128, -256. Estos intervalos han
sido utilizados en tradbajos anterjores (Graf. gt 3al, 1984;
Wigler y Vogel, 1986).

Una vez incluidas las manchas en los
intervalos, se calculé el porcentaje en que se presentaba
cada uno y con estos datos ee construyeron las tablas 7 y 8.
Estos resultados se graficaron posteriormenie para las 4
dosis de las dos cruzas.
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YAELA No, |

FRECUENCIA DE MUTACIONES SOMATICAS Y RECOMBINACION
INDUCIDAS EN D, melanngaster POR RAYODS GAMMA.

(Cruza No. 1)

TRATA- No. [E ALAS

MIENTO ANALIZADSS E WIS IE MANGAS
(©y) CHICAS GRANIES
0 b 25 (0.33) 3 {0.08)
2.5 b4 21 (0.28) 19ra%(0,25)
5.0 75 42* (0,56) 24%%%(), 32)
10.0 I 41* {0.54) 42**4(p,56)
$¥%x significativo para p < 0.001

significativo para p ¢ 0.05
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*

TAR A Nri,
FRECUENCTA DE MUTACINNES SOMATICAS Y RECOMBINATICH
UG IDAS BN D, molanogacter FOR RAYDS GAMMA,

{Cruza Na.

?

23

TRATA- No. IE ALAS Neo. TOTAL No. TOTAL No. TOTAL
MIENTO ANALTZADAS E MWGAS TE MANGHAS DE MANGHAS
(Gy) CHICAS GRANTES EMELAS
0 75 13 (6.17) 0 0 1 (0.013)
2.5 75 36%%+(0, 48) 2 (0.026) 1 (0.013)
5.0 75 15 (0.20) 1544 (0,20) 2 (0.026)
10.0 75 23 (0.30) 34Ran(0,45) 3 (0.04)

significativo para p ¢ 0.05%
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TABLA No. 3
TAMARC PROMEDIO DE LAS MANCHAS ANALIZADAS
(Cruza No. 1)

TRATA- No. IE ALAS TAMARO PROMEDIO TAMARO PROMEDIO
MIENTO ANALI ZADAS IE LAS MANGHAS IE LAS MANCHAS
(5%) CHICAS GRANIES
0 75 : 1.2 4.3
2.5 75 ' 1.1 23.7
5.0 75 1.2 58.0
10.0 75 .3 . ' 69.5
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TABLA No. 4

TAMANO PROMEDIO DE LAS MANCHAS ANALIZADAS

(Cruza No. 2)

TRATA- No. [E ALAS TAMANO PROMEDIO TAMANO PROMEDIO TAMARO PROMEDIO
MIENTO ANALIZADAS DE LAS MANCHAS DE LAS MANCHAS DE LAS MANCHAS
() CHICAS GRANIES GEMELAS
0 75 1.2 0 1.33/.66
2.5 75 1.1 51.5 2.6/1.33
5.0 75 1.5 65.1 16.3/14.6
10.0 n 1.0 57.0 8.3/5.0

38



TABLA No. 5
PROMEDIO DE CELULAS QUE PRESENTARON
LA MUTACION MWH

CRUZA No.1l.
Tratamiento No. de Células,
(Gy)
0 14.0
2.5 167.0
5.0 438.0
16.0 632.0
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TABLA No.6
PROMEDIO DE CELULAS QUE PRESENTARON LAS MUTACIONES
MWH O FLR*
CRUZA No.2
Tratamiento Ho.de Células.
(Gy)
0 7.3
2.5 67.7
5.0 360.5
10.0 661.5
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EROMEDIS DE CELULAS QUE FRESENTARCN LA MUTACION MWl O FLR?
EN LAE CRUZAS 1 ¥V 2

Cruza No. 1

moeemtmeeae. Cruza No. 2

6008

5008

400}

300

2001

100

2.5 5.0 7.5 © 10.0 (DOS1S)
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TABLA No. 7
PORCENTAJES OBTENIDOS PARA LA DISTRIBUCION DEL TAMANO
DE. MANCHAS (Cruza No.i>

Tratamiento Clase ' Porcentaje.

Testigo 1 (g
2 le
3-4 7
8-8 4

2.8 Gy. i 43.0

a2 10.0

3-4 ) 2.8

8-8 2.8

o~-18 22.0

-32 7.8

-84 10.0

-128 2.8

8.0 Gy. 1 48.0

' 2 5 18.0

3-4 : 3.0

3-8 1.8

o-18 7.8

-3 8.0

-84 ' : 7.8

~-128 8.0

-29% 4.5

10.0 Gy. i 3.0

2 9.8

3-4 ' 2.4

8-8 88

g9-18 @.8

-32 12.0

~84 8.0

~-128 8.C

~288 3.8
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TABLA No.8

PORCENTAJES OBTENIDOS PARA LA DISTRIBUCION DEL TAMARO

DE LAS MANCHAS (Cruza No.2)

Tratamiento Clase Porcentaje.
“"testigo 1 T T
2 22.0
3-4 0.0
5-8 7.0
TT20E Gy. 1 T 78.3
2 13.5
3-4 0.0
5-8 2.7
9-16 0.0
-32 0.0
~64 0.0
-128 5.5
5.0 Gy 1 25.0
2 25.0
3-4 3.0
5-8 3.0
9-16 12.8
-32 9.4
-64 12.5
~128 6.6
10.0 Gy- 1 39.2
2 5.8
3-4 1.9
5-8 3.9
9-16 11.7
-32 5.8
-64 17.6
-128 9.8
4.3

~256

— o e e

- ———
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GRAFICA No.2 DISTRIBUCIGH DEL
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GRAFICA No.3 DISTRIBUCION DEL TAMARD DE LAS MANCHAS.
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GRAFTCA No 4 DISTRIBUCION DEL
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GRAFICA No. 5 DISTRIBUCION DEL TAMARD DE LAS MANCHAS
10.0 Gy.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El snsayo ds la mancha en 81 ala, conaiste
esoncialments en exponer poblaciones celulares a un
mutigeno. Estas poblaciones estin destinadas a dividirse en
una configuracién determinada, de tal manera que &i s»
induce una mutacién en una de las células expuestas, ésta
daré lugar a una mancha fa&cilmente identificable an la
cutfcula de 1a mosca adulta (Graf. gt al. 1984). En este
experimento se utilizd el ensayo de la mancha en el ala. Se
expusieron las células del los discos imagales qua darsn
origen a laes alas de la mosca adulta, a diferentes dosis de
rayos gamma.

Para realizar sste ensayo, s® utilizaron los
marcadores mvh y fir’, que producen cerdas deformadas en las
células que los portan (Lindsley, 1968).

La diferencia entre las dos cruzas que se
utilizaron para realizar esta investigaciém reside en 8l
hecho de que 1z cruza Ko. 1 s6lo presenta el marcador mwh,
por lo tanto permite detectar dnicamente manchas sencillas;
con esta cruza sin embargo, se pueden detectar ‘mutacione:
sométicas y recombinacidén en el ojo utilizando los
marcadores w (dlanco) y se (sepia).

Sin  embargo, cuando se realizs este
experimento no se pudieron detectar ias manchas en el ojo,
esto fué debido tal vez al hecho de que la induccién de las
manchas en @1 ojo y ®n el ala, 66 producen en etapas
diferentes del desarrollo de la larva (Wigler, et al., 1986).

Szabad, ot al: en 1983, reportaron 1a
dificultad para detectar las manchas sn el ojo, sobre todo

las chicas debido a que cada omatidia contiene numerosas
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células pigmentosas, algunas de estas estin divididas por
omatidias adyacentes, y los bordes de las celulas y las
omatidias coinciden muy raraments; por esta razén las
manchas inducidas en sl ojo (sobre todo las de 1 6 2
células) son mas dif{ciles de observar que las de las alas.

Los mecanismos genéticos involucrados en el
ansayo, astan asquematizados sn las figuras 2 y 3. La
recombinacién entre cromosomas homédlogos., tiens
consecuencias comparables a las del entrecruzamiento en
cé#lulas germinales {Sankaranarayanan, 1982). En el ensayo
del ala, la recombinacidén en la regién del cromosoma entre
mwh y flr?, da como resultado la homocigocidad del marcador
mas distal y da origen a manchas simples mwh (Wogler. et al,
1985). La recombinacion entre fir' y el centrémero, conduce
a manchas gemelas como resultado de 1a proliferacién de dos
células hijas, una homéciga para fir* y 1la otra para mwh
(Graf, at al, 1984).

Una mutacién génica sn el “locus" marcado,
podria dar como resultado una mancha simple. Las manchas
gomelas pusden originarse, tedricamente, ei ocurren dos
mutacionss génicas simultsneamsnts en los dos alslos usados
on el sistema (Wigler y Vogel, 1986). Hasndel en 1971,
utilizando el ensayoc del ojo demostré que 1la frecuencia
esponténea de ssas dobles mutaciones, es cerca de 10,000
vecss mis psqueffa que las 5riginada: por recombinacién. De
esta manera las mutaciones génicas 1 consideran
irrelevantes como inductoras de manchas gemelas.

En las células somAticas las radiaciones vy
otros agentes mutagénicos, pueden originar cambios de
diversos tipos, que pusden afectar unos pocos nucledtidos
hasta delesiones muy grandes. En el caso del ensayo del ala,
el marcador mwh puede hacerse evidente por una delesién
terminal (Wugler y Vogel, 1986).
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FIGURA No. 3

MECANIEMODS GENETICOS INVCLUCRADDS EN LA FORMACION
DE LAS MANCHAS.

1 Célula Mitosis 2 Células Resul tado.

d
No~ disyuncidn. 4 J
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FIGURA No. 2

MECANISMOS GENETICOS INVOLUCRADOS EN LA FORMACION
DE LAS MANCHAS.

1 Célula Mitosis 2 Células Resul tado.

Mutacién Puntual. Mancha simpl
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La conversién génica permanece Ccomo una
posibilidad tesrica para la formacidén de manchas simples,
pero no se cuenta con la evidencia necesaria para apoyar
esta hipstesis (Wigler, gt al, 1985). Sin embargo es ha
demostrado que la conversién génica ss un fendmeno Gue
ocurre en la linea germinal de D. nelaopxasier. (Finnerty.,
1976).

Un error en la segregacién de los autosomas,
como consecuencia de la no disyuncién, conduce a 1a
formacién de dos células hijas, una trisomica y la otra
monosdmica para sl autosoma involucrado: en este ensayo sélo
la linea monosdmica puede expresar fenotipicamente el
marcador que porta y da lugar a una mancha simple (Vogel,
1985a). Una mancha ganela, puede ser {formada si la linea
monosémica persiste y en la linea trisdmica los dos
cromosomas no disyuncionales se mantiene juntos en la
siguients division celular. Otra posibilidad para originar
una mancha gemela es que ocurra una no disyuncién dobls, de
tal manera que una célula hersda los dos cromosomas flr y la
otra los dos cromosomas que llevan el marcador amwh. Sin
embargo las no disyunciones dobles ocurren muy raramsnte.

La pérdida de cromosomas; pusde dar como
resultado una mancha simple. El1 dafic al wuso acromtktico
producido por la radiacién, es una de las principales causas
de la no disyuncién. (Sankaranarayanan y Sobels, 1975).

Se menciond antes que en la cruza No. 1 edlo
s8¢ pudieron observar manchas simples, y éstas fueron
divididas en chicas (aquellas que tenian una ¢ dos células)
y manchas grandes (de mis de 3 células). En 1a cruza No. 2
se pudieron observar manchas simples y manchas genslas. En
los tres expsrimsntos que se realizaron con esta crusza, las
manchas m&s f{recuentes fueron las manchas simplies mwh,
soguidas por las manchas gemelas; las manchas menos
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frecuentes fueron 1as manchas simples fir’. Esta frecuencia
en la aparicitn de las manchas, concuerda con 10 reportado
por Graf, gt al. en 1984.

La baja viabilidad de las manchas simples fir’

puede ser debida al mismo efecto letal dque conduce a 1la
muerte de los organismos que los portan en forma homéciga
{Szabad, gt al., 1983). Una muy rara dobdle recombinacioén, una
entre mwh y fir? la otra entre fir’'y el centrémero, da como
resultado una mancha simple f1r® (Wigler, st al, 1885).

En 1984 Graf, et al. reportaron 1os resultados
obtenidos para el ndmero d4e manchas chicas por ala:. en
diferentes experimentos para el grupo testigo. El valor mas
bajo fué de 0.04 y o1l més alto de 0.37 obteniéndose un
promedio de 0.33. En esta investigacién se obtuvo un vailor
promedio de 0.33 para la cruza No. 1 y de 0.17 para la cruza
No. 2.

La cruza mwh-flr’ presenta la ventaja de
producir valores basales mis dbajos que otras cruzas (Wigler
y Vogel, 1986). En esta investigacién 1la cruza No. 2
presenté valores basales mas dajos que la cruza No. 1.

El marcador {ir se puede presentar en tres
alelos: fir, fir®* y fir® (Lindsley, 1968). Szabad, gt al. en
1983 trabdajando con el alelo flir, encontré que éste no ss
expresa en manchas mis pequefias de 4 células. E1l alelo fir'
oes m&s dtil porgque permite la deteccién de manchas de una vy
dos células (Garcia-Bellido y Dapena, 1974).

En el experimento No. 1 observamos que la
dosis de 2.5 Gy, no indujo un namero significativo de
manchas chicas, cuando se 1e comparsd con sl grupo testigo vy
las dosis de 5.0 y 10.0 sf.
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En la cruza No. 2 la dosis menor indujo .un
némero significativo de manchas chicas (p < 0.001), misntras
que las dosis de 5.0y 10.0 Gy no elevaron este nctmero
significativamente.

Para tratar de explicar el comportamisnto de
las manchas chicas, es necesaric revisar brevements los
~eofectos 48 Ia radiacién sobre la divisidn celular.

De acuerdo con la ley postulada por Tridondesu -

y Bergonie en 1903 (citado por Arena;: 1971), las células que

presentan una actividad reproductiva mas alta, son ads

radiosensidbles. Cuando las células que €8 . estan
reproducisndo son irradiadas, ¢e puede observar algunos ds
los siguientes asfectos:

1) La célula musre durantes la irradiacién.

2) La muerte de la célula ccurre algun tiempo despuds de 12
irradiacién, cuando ss han 1llevado a cabo una & dos
divisiones celulares.

3) La célula sobrevive pero la mitosis so inhive
permansntesente.

4) La célula sobrevive y ee divide, pero la primera mitosis
0 las mitosis posteriorss a la irradiscién se retrasan
(Arena, 1971).

La muerts celular as un evento regular en sl
desarrollo de loe discos imagales: ha sido detectada en
algunos mutantes de Drosophila ¥ atm en el tipo silvestre
(Raynie y Bryant, 1976). A' hot-rminadac concentraciones
algunos genotéxicos pueden actuar prefersntemente ¢obre las
células que se estén dividiendo ean el disco imagal.

Es un hecho que la radiacién produce la muerte
de una parte del disco imagal. Haynie y Bryant en 1377
sncontraron evidencia directa de la muerie de los discos
imagales inducida - en D. melanozaster por rayos X: sin
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embargo va que i disco imagal va a dar origen a una
estructura de la mosca adulta y #sta no puede quedar
inconclusa, las células que sobrsviven en el disco, deben
restaurar el numero total de células.

En ol sxperimento No. 1, la dosis menor, no
increment® sl ntimero de manchas chicas, perc indujo un
ntmero altaments significativo de manchas grandes. Graf, g}
al: on 1984 reportaron un minimo de 0 manchas grandes por
ala para el grupo testigo y un méximo de 0.05 para dar un
promedio de 0.02; en esta investigacidén se obtuvo un
promedio de 0.04 para 1a cruza Ko. 1 y de 0.0 para la cruza
No. 2.

En ol experimentc No. 1 1a radiacién pudo
haber originado un porcentaje considerable de muerte celular
on algunas células, ademss de inducir mutacionas sn algunas
otras. Las células que sobrevivieron, (atn las que
presentaban por ejemplo aderraciones cromosdémicas) tuvieron
que suplir el dafo y de esta maners se incremetd el nomero
de manchas grandes.

Para las dosis de 5.0 y 10.0 Gy, se incremsntéd
tanto el naGmero de manchas chicas como sl de grandes., estas
altimas con frecuencias significativas. Las manchas chicas
pudieron ser originadas porque la radiacién causd uns
mutacién en la célula pero el dafo produjo la muesrte de la
célula después de una divisisn celular, lo qus darfa lugar a
una mancha chica de dos ceélulas, & bdien. que una de las
células hijas, sobreviva perc la mitosis 1] inhiba
permanentemente y la otra cé#lula hija muera, dando como
resultado una mancha chica ds una sola célula.

Frei y Wigler en 1928, ham sugerido gque las
manchas chicas sean consideradas separadamente; 1las dos
Gltimas divisiones celulares tienem lugar en 1a pupa, cuando
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los individuos ya no ingieren alimento. En los tratamientos
crénicos con sustancias quimicas, este hecho es muy atil
para distinguir las manchas inducidas en la pupa (las
chicas) de las inducidas cuando ia larva estuvo expuesta.
Por otra parte es muy prodadle que las deficiencias
goenéticas debidas a aberraciones cromosdmicas, las cuales
ponen de manifiesto la mutacién mwh, conducen en la mayoria
de los casos a manchas chicas (Haynie y Bryant, 1977; Graf.
ot al. 1984). Independientements dsl tiempo de su iniciacién
esas manchas permanescen chicas.

En el experimento No. 2 la dosis de 2.5 Gy
indujo un ndamero altamente significativo d4e manchas chicas,
no asi las dosis de 5.0 y 16.0 Gy; weste rasultado no
concuerda con 10 esperado y se sugiers repetir esta dosis.
En este experimento las dosis de 5.0 y 10.0 Gy indujeron un
naimero altamente significative de manchas grandes, dedido a
que también produjeron un altoc porcentaje de muerte celular.

Si observamos las tablas 3 y 4, notaremos que
en ambas cruzas el tamafo promedioc de las manchas chicas no
difiere oen forma significativa entre el testigo y los grupos
tratados. Este resultado ya se esperaba, ya que en las
manchas chicas sdlo se incluyeron las que tenian 1 6 2
células, y el tamafic promedio de 1las manchas e® hubiera
incrementado ¢i el numero de las manchas de 2 células se
hubiese slevado significativamente en las dosis mis altas,
pero esto no ocurrié.

Con respectc a las manchas grandes, en la
cruza No. 1 el tamafic de la mancha se incrementé en relacidén
directa con la dosis de radiacién. En la cruza No. 2 para
las dosis de 2.5 y 5.0 Gy también se observé un incremento
en el tamaffo promedio; sin embargo tanto para las manchas
grandes como las gemelas la dosis de 5.0 Gy indujo manchas
mas grandes que las de 10.0 Gy. Esto pudo ser el resgultado
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del retardo en la divisidn celular producido para las dosis
de 10.0 Gy, que a(n cuando produjo el mayor nQmero de
manchas grandes y gemslas, afectéd la capacidad reproductiva,
y las manchas inducidas por 5.0 Gy, adtn cuando fueron menos
numerosas, L 1 reprodujeron mas activamente porque
presentaban un dafo menor.

En cuantc al tamafo de la mancha. Patterson en
1929, postuld que el tamahto de é&sta depende principalmente
de la sdad de la larva en el momento ds la irradiacién , mas
que de la dosis; de esta manera, las larvas irradiadas en
una etapa temprana del desarrollo, producirian manchas
grandes porque sus células se dividirian muchas veces, y las
mutaciones causadas en las estapas finales del desarrollo de
la larva dan lugar a manchas chicas porque lss restan unas
pocas divisiones celulares.

Los huevos se colectaron solamente durante una
hora con la finalidad de homogenizar al maximo la edad de
las larvas; considerando lo anterior, y si las larvas tenian
mas o0 menos la misma edad, en el momento de la irradiaciodn,
las dosis utilizadas fueron decisivas para la induccién del
tamaho de la mancha.

Shweizer en 1972 (citado por Wigler y Vogel en
1386) encontrd que exists una relacién directa entre el
tamafio de las manchas originadas en los discos imagales de
0. melancgaster v los rayos X como inductores de muerte
celular. El aumento en al tamafo de la mancha indica que en
la restitucién del ndmeroc celular, estan involucradas todas
las células que sobrevivieron en el disco, tanto las
normalas como las que han sufrido alguna mutacién.

La restitucién del namero celular esta
acompaffado de una regulacidén del patron normal de

determinacidén (Wugler y Vogel, 1986).
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La taza de divisiédn celular durante el
crecimiento extra, no debe de incrementarsée notablemente,
puesto que originaria un retrasc en la pupacion de los
individuos irradiados. En este experimento 1los adultos
emsrgieron al octavo dia después de la irradiacién, 1o que
indica que no ss retrasd el desarrolloc de leos individuos.

Despuds de la irradiacion, no se registraron
adultos con estructuras alteradas (ojos & alas). El fenémeno
mas comGn fué la muerte de las larvas. Después de 1la
irradiacién con 10.0 Gy, murieron aproximadamente el 50% de
las larvas. Esta dosis corresponde a la LD 50 reportadoc por

Arena en 1971 para las larvas de Drosophila malancogaster.

En cuanto a las manchas gemelas inducidas en
la cruza No.2, ninguna de las dosis indujo un ntGmero de esta
manchas significativaments mas alta que el grupo testigo:
sin embargo, e! tamafo de 1la mancha, [ {.} incrementé
proporcionalmente con la exposicién a la radiacidn.

El hecho de que ninguna de las dosis hiya
incrementado significativamente el nimero de  manchas
lomol@u. no indica que no haya ocurrido recombinacién, ya
que este svento se presenta en Droscphila despuéds bdo la
irradiacién con rayos X ¢ gamma (Beker, 1976). Bajo las
condiciones de este experimento, no se obtuvo un ndmero
significativo de manchas gemelas. La frecuencia de
recombinacién somatica inducida en el bdrazo izquierdo del
cromosoma 3, depende de la edad de la larva. Esta frecuencia
&8 incerementa de 1 sn 500 células en larvas del segundo
sstadio a 1 en 250 en las del tercer estadio (Garcia-Bellido
y Merriam, 1971). No se sabe ain si esto esta relacionado
con cambjios regulares en la sensibiliad dentro del ciclo
celular. En este experimento se irradié a las larvas cuando
éstas estaban en el segundo estadio.
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Por otra partie tenemos que considerar que las
manchas gemelas no son el uUnico indicador de que haya
ocurrido recombinacién, ya que la recombinacién entre los
marcadores mwh y flr® conduce a la formacién de manchas
simples, las cuales no se puedesn distinguir de las que
fueron originadas por eventos no recombinacionales.

En la cruza No. 2 se descartaron a las alas
que pressntaban el marcador serratia, el cual estd asociado
con el balanceador TM3, (lindsley, 1968). Al analizar estas
alas se pusden observar manchas simples originadas por
esventos no recombinacionales, ya gqus la recombinacidén entre
mwh y TM3, produce células no viables. (Szabad, ot al.
1983).

Otra razén para no detectar manchas gemelas,
#s que haya ocurrido selecién en contra de una de las lineas
celulares en una mancha gemsla, dando como resultado la
extincidn de esa linsa y la proliferacién de la otra, 1o que
daria lugar a una mancha simple.

Se menciond anteriormente que las ceélulas fir®
pressntan una muy baja viabilidad, por lo que es muy
probable qus en una mancha gemela, esas cé#lulas murieran
dando como resultado la proliferacion de las manchas mwh.
Esta baja viabilidad la podemos observar en la tabla No.4 en
la que en ninguna de las dosis, las manchas {ir®’, {fueron
mayores que las mwh, ademis de que las manchas simples
f1r?, fueron las menos frecuentss en ®1 expsrimento No.2.

Para realizar este experimsnto, se utilizaron
tanto las alas de los machos como las de las hembras. Gatti
sn 1971, demostrs que las larvas de Drosophila wmelancgasier
de diferente saexo pueden diferir en su sensibilidad a
difersntes mutigenos y reportés que el MHS, produce ires
veces mas aberracionss cromosémicas en el ganglio neural de



las hembras en los machos.

De todos los compuestos que se& han probado
hasta la fecha en ol ensayo del ala, se ha podido concluir
que no existen diferencias en la induccién de las manchas de
las hembras y los machos. Por otra parte Beker en 1976,
demostré que 1a inducciédn de recombinacién mitéotica en el
brazo izquierdo del cromosoma 3 de Drosophila no difiere
entre hembras y machos.

En la gréafica No. 1 podemos obssrvar que el
comportamiento de las dos cruzas con respscto al ndmerc de
células que presentaron la mutacién mwh & fir?, fué muy
semejante. Para la parte de la curvaentre 0 y 2.5 Gy, el
resultado es inconcluso y debs ser complementado con mas
datos. Entre las dosis de 2.5 y 5.0 Gy, la grafica se
comporta como una recta, 10 que nos indica que &1 ntmero de
células que sufrieron una mutacién estd en relacidén directa
con la dosis. En ambas cruzas llega un momento en que ol
nimeroc de células alcanza un méximo y luego tiendes a
mantensrse constante, esto ocurre a la dosis de 10.0 Gy, 'la
cual coresponde a la LD 50.

Las graficas de la distribucién del tamalNo de
las manchas, nos indican que las dosis mas altas originan
manchas mas grandes, comoc ya se hadia puasto de manifiesto.

De los resultados obtenidos con esta
investigaci®n podemos concluir que se 1logrd el objetivo,
habiéndose observado que los rayos gamma inducen mutaciones
somdticas y recombinacién en las células del ala de

Rrosoehila melancgaster.
La cruza No. 1 presenté una mayor sensibilidad
que la cruza No. 2, aunque con #sta no se puada discriminar

las mutacionms somAticas de la recombinacion, ya que no ee
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obtuvieron manchas gemelas.

El estudio de las mutaciones somAticas ha
codbrado gran interés por su posible relacidén con la
carcinogénesis (Purchase, 1982; Wugler, 1983), asi como los
eansayos que Sson capaces de detectar la actividad
racombinogénica de los agentes.

Los sstudios comparativos entre la induccién
de dafic genético en células germinales y en células
somkticas han puesto de manifiesto que estas ¢liimas son mas
sensibles (Vogel, 1984; Vogel y Zijlastra, 1987). Este hecho
debe ser consideradc en estudios posteriores (Vogsl, 1987).

Se recomienda complementar los resultados
obtenidos en esta investigacidn con dosis mas bajas para
determinar el comportamiento de la curva de
radiosensibilidad.
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SOLUCION DE FAURE
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Hidrato de cloral .......cccvevticiceneces. .50 g.
AGUA DOSEIl1AdA -+ vvvvrrnrrarenncreainoanses..285 ml.
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