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RESUMEN 

Recien1cmente se lm prnpuestoel empleo de célulassomá1icas deDmsop/1ila 

melcuwgasler t:n un sistema, 4ut: permite dt!tcctnr a4ucllos agentes químicos 

capaces de inducir mutaciones y recombinacilÍn en células sómaiicas (SMART). 

Emplea células de los discos imagales de las larvas, las cuales se encuentran ya 

determinadas gcnéticamcmc y pt:rmancccn en un número reducido hasta entrar u 

la étapa de metamorfosis (donde se llevan a cabo una serie de divisiqnes mitóticas 

4ue darán lugara las divcrsase>lructurasddadultu). El proplisitudecste trahajofué 

el de calibrar el sistema de prueba SMART (Somalic mutation ami recombination 

1cst) en células de los ojos de DroJOplii/u utilizando 5 mutúgenos de referencia: 

DMN, DEN, MMS, ll·Pl.., MMC 4ue son agemes al4uilames que requieren de 

activaci6n mctah<llica excepto el MMS que es un agente de acción directa. 

Se expusieron larvas de 72 :t. 4 huras de edad, a los agentes sujetos a prueba 

durante 6 horas (1ratamiento agudo), el tes1igo ncga1ivo fué sacarosa al 5% . La 

variable de respuesta analizada son las células pigmen1arias primarias. Se comparó 

1 la frecuencia y el tamaño de las manchas tanto en las series tratadas como en el 

control, y para hembras y machos rcspectivamenle, a una P= 0.05. El orden de 

inducción de manchas ob1enido fué: MMC > MMS > DMN > DEN > ll-PL en 

hembras y MMS > MMC > ll-PL > DEN > DMN en machos. 
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I. INTRODUCCION 

El. ambiente contiene un númt:ro calla vez mayor de productos químicos 

capaces de producir daño g<!oético con efectos a corto, mediano y largo plazo, se 

calcula que mús de 50,000 productos químicos distintos son elaborados por el 

homlmo para uso comercial e industrial, cada año entran ni mercad~ entre 500y 1000 

productos <¡uímicos nuevos (Albert, 1988). La contaminación ambiental por agentes 

químicos potencialmente tóxicos, constituye en In actualidad una prcocupacilm a 

nivel mundial por los riesgos que ocasiona en la salud humana, se sabe que ciertas 

carnctcrísticas químicas y físicas tienen importancia para estimar el peligro potencial 

que entrañan los agentes tóxicos ambkntales. Además de la información en cuanto 

a los efectos sobre los diferentes organismos, es esencial conocer sus propiedades 

para predecir el impacto amhicntal, capacidad r.lt! degradación de la sustancia, 

movilidad por el uirc, agua y sucio, que rn.:urru o nu bioacumulación1 transporte de 

la sustancia y hioamplific:ición e.le sus efectos por las cadenas alimenticias. Los 

productos químicos 4uc se <lcgrmlan pobremente (por vías bióticas o abióticas), 

manifiestan pt!rsistcncia ambienta 1 ypur lo t:1nto, pueden acumularse. L.ussustancias 

lipofílicas tienden a acumularse en la grasa corporal. Cuando el agente tóxico se 

incorpora en la cadena alimenticia, ocurre hioamplificación en el momento en que 

una especie se alimenta de otras y concentra el producto químico (Plaa 1990), por 

lo cual es necesario conocer la manera en que se pueden emplear estas sustancias 

sin que sean peligrosas para el hombre y el ambiente. 



La contumi.nucilín ha sitio un fenómeno parnlr:lua los pr<tccsuz.¡ 1ccnotc'1gicos, 

la índustríalizución y la creación .de grandes centros urbanos han hecho que se 

contamine el aire, el agua y el suelo. Las causas principales de contaminación se 

1 relacionan con la producción y el empleo de productos químicos industriales y el 

aumento de la actividad agrícola. 

Ciertas sustancias puc=dcn ser mutngénicas, carcin.~gén~cu~ o_,terat~géni~~s. 

Una sustancia mutugénica es m¡uella que produce un cambio genético que.St: 
. -'- _,-_. :_~ -~:..: 

munilfosta en la descendencia como alteraciones heredilarius'(éél~h;s g¿~ri1foál~s), 
-,--_-····.:T.-,- ·:.-.=-· .,-_;·_· ~· 

mientrns que las mutaciones en células so_máticuS· t.Ú~t4n~_¡_1S_O_~i~~~s--Con la 

carcinogt!ncsis.( Bcranck 1990). La mayoÍía-de Jos'.curcinl\gc~os Són mutágenos 

(Suzukí 199()yAvers 1984). 

Un teratogéno es cualquier agente susceptible de provocar malformaciones 

congénitas, actúa a nivel de las células de los tejidos en desarrollo, principalmente 

durante la organogénesis, como anomalías anatómicas que se expresan al nacer. 

Durante las dos primeras semanas de desarrollo, los agentes teratógenos pueden 

llcasionar la muerte al embrión. (More, 1979). 

Se han l!m:ontrmJo Hgcntcs mutugénícos entre los químicos utiliwdos cumu 

aditivos de uliml!ntos, meUicHmentos, cosméticos, pesticidas y otros conwminantes 

ambientales. En Ju tablu l se: muestra una clusíficución U!! los m utugénos nmhit~ntales 

prnpucsta por (Motschen 1985). Asi el mcrcuriD, es un metal pesado que es tóxico 

a niveles bajos; el humo de los cigarrillos y Jos tintes del cabello contienen también 

prnductos murngénicos, los nitrillls que son utilizados para mejorar el color de 
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algunas carnes,_ d cdulcurnntc ·urtificia1 ciclanmto, t=s mutagénico en algunos 

sistemas de prueba y su uso se ha restringido en muchos paises. Estos son solo 

algunos ejemplos de los miles de productos a los que están exput!Stos los seres vivos 

(Jenkins, 1982). 

El hombre interucciomi con una grnn variedad de agentes físicos y químicos 

lle forma uccillcntal, laboral y/o voluntaria (S(Jisa !:l.11!. 1982), las sustancias pueden 

entrar al organismo me!diantc diverSus rutas como: ingestión, inhalación, vía 

intrnvcnosu, íntrnmuscuJar, intrapcritoncal, suhcutfinca y <.térmica (Fig. l ), 1a principal 

ruta de tlístrihuci6n en el organisnm es c1 sistcmu circulatorio, mediante eJ cual los 

guimicos son trnnspnrtado.s por todo el organismo y posteriormente son excretados 

o bien almacenad<JS en determinados tejidos (Klaassen, 1975). 

La vía de entrada de las sustancias químicas en el cuerpo difiere en las 

distintas formas de exposición. En el ambiente industriul la vía principal de entrada 

es la inhalación. Es también muy importante. Ja vía cutanea, pero la vía oral es 

relativamente menor, por lo tanto, las medidas prevcnthmscdiseñun principalmente 

pura eliminar o controlar Ja ubsorciún por inhulaciiln o por contactn. Los 

contaminantes utnll1sft!ricos Jt1gran entrnrcn el cucrpt) pL>r inhalación, miC'ntrus que 

paru los contaminantes del agua y del sucJu 1u vía princip;il de C);posicilm clel homhre 

es la ingestión (Plua 1990). 
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Los yuímicos pueden ser clasificados de acuerdo al tipo de acción yue 

prcscnrnn; así se considera un ugcntc de ucciún lfircctu u uqi.Jd cUmpucSto qUírüicü 

que no requiere ser metabolizado para producir su efecto tóxico,:ml,tin:traÁ':que ,un 

compuesto de acci(Jn imJin:!t.:ta, requiere ser transforma"uo prt:!_viri:~:i~~~~ ·ª t;~1Vés·d~1 
mctaholismo (Norton 1975). 

. ~-:-:-- -:-:: . 
. -:'~ ,'.__ ' 

Ciertos agentes tisicos y químicos presentes en el ambiente incrementan Ja 

'' incit..lcncia de c¡inccr (Dcvorct J979). U:1 mayoría de los c.fuímkos carcimigcnos 

exhihen su activiúmJ iniciaúora a trav¿s úe interacciones con d ADN Jo que origina 

úuños genéticos como mutaciones y aberraciones cromosómicus (Fíg.2), 

La presencia de estos compuestos en el ambiente conduce a desarrollar 

metudologíassensihlcsy rápidas para detectarlos, por foque es necesario identificar 

aquellas suhstuncias potendulmcnte cunccrígem1s usí como bus.car ultcrnutivas para 

disminuir fas concentraciones 1.k las ya cxi>tentes en el ambiente (Castañcúa 1988). 

De csw mancw se justifica Ja investigacil>n de los efectos mutagénicos de Jos 

contaminantes, no solo para evaluar el riesgo potencial para la poblaci6n o progenie 

que estún expuestas a agentes físicos o químicos, sino también, como herramic.ntu 

¡nirn determinar su potencial cuncerigcnu. En cmnparuciún con los cstm.lius 4uc 

evaJuan curcinogenicillm.I, las pruebas que determinan Ja capacidad mutñgcnica lle 

un compuesto son de menorcostoyduración (días os~manus) (Vogel J987y Brusick 

1988). 
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El cmripo aJqÜe se.hace ;{ref~ncia es de Ja Genética Toxicologíca, que 

estudia los eféc.tos ~ru:~¡~cu~·~~-por:cuntuminantes en los sen:s vivos con el fin de 

determinar Jascondfcicines en las cuales un agente químico no es capaz de producir 
'. ·:· ;· .. ·.·.-. 

dañó, a truv~s· de· biucnsayus animales en los cuales las respuestas podrían ser 

similares a Jus que se presentarían en el hombre bajo ciertas condiciones de 

~xpusidón (Casare! 1975 y Brusick 1987). Los hiuensayos son evaluados en base a 

su capacidmJ de respuesta y son seleccionados aquellos que resulten sensibles y 

puedan evaluar Jos diferentes tipos de daños (Brusick 1987). 

Los resultados obtenidos a partir de las pruebas mutagénicas pueden ser de 

gran utilidad para: 

l. Identificar posibles constituyentes carcinógenicos en una mezcla 

cumple ju tal como Jos· aliín~rltus. 

2. Determinar el iipo de interacción química del compuesto en el 

organismo. 

3. Establecer Jos mecanismos genéticos involucrados. 

La grun variedad de cumput:stos es uno de los principales problemas en los 

estudios de Ja evaluación de riesgo, ya que a menudo la exposición involucra a más 

de un contaminante (Zijlstra 1987). 

Los contaminantes pueden ser tanto de origen natural como de origen 

untropogénico, estos últimos.un Jos más abundantes en el ambiente (Albert 1988y 

Fishhcin l<J81 ). 
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El d;lfio gcm:ii~u p'ÚCc.Í~"-St:r ·caust~do um.~o .en célulus smmhicas COf!lO en 

germinales .. Cuando <!I dañ~ es ocási(JIJádo én las é¿lulas germinales se hereda a las 

futuras gent:ra.ciones Y. ~·~~nd~:.~:~~,~~rt! ... :~n c~J~~las Somáticas st! expresa en el 

organismo afectado. 

r.ura iad~lerminaci6n gt!notóxica de los quimícosst: requit!re necesariamente 

del empico de orgünismns Con di\'érstls niveles Uc organizacil>n (que vnn llcsdc 

bacterias hastu mamíf<!ros), debido a que sí bien el ADN es Ja molcicula hen:ditaria 

universal, el impacto que r<!ciben los organismos resulta distinto por las diferentes 

barreras que Jos químicos han de atravesar para poder interaccionar con él. En Ja 

actualidad se cuenta con una gran diversidad tk ensayos experimentales que 

prnpurcionan informnci6n 5ohre el peligro que implica la exposición a ciertos 

químico .. (Klmmen 1975 y Brusick 1987 y 1988). 

Las carnctcrísticas principales 4ue debe de tener un sistema tic prueba son: 

qut! sea sensible, que pucúa tlctccwr b¡ijas conccntrucioncs del mut5gcno, 

reproducibk, de corla duración , bajo costo y que analize un amplio espectro de 

mutaciones. (Brusick, 1987). 

Existe una gran variedad 1fo pruebas de corto· tiempo que se han desarrollado 

para detectar agenies mutag¿nicos (Tabla 11), dentro de estas se encuentra el 

sistema, que cmpka a Drusop/Jila melcmogus1er, el cual es uno de los organismos de 

hioensayo más rápido, wrs{t1il y cficient<! con el que pueden analizarse un amplio 

espectro de alteraciones genéticas inducidus por agentes ambicntaks1 las ventajas 

que brinda este ensayo se muestran en la figura 3. 
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Ent~c Jos cnsuyus ·uc mutagénesis. rculizullos en Dro.wpllila me/mwgaJter se 

encue.ntrun : 

U. Prueba de no disyunción y pérdida de cromosomas sexuales (SCLT; Sex 

Cro111osmi1eLoss Test), fa cual valora el efecto clastogénico y la no disyunción de 

cromosomas a través del análisis de fa pérdida p11rciaf de marcadores fenotípicos y 

la gananciu o pértlitla de cromosomas sexuales, d tiempo requerido es de unu sola 

generaci<in (Fig. 4) (Castañeda, 1988). 

U. Prueba de letales recesivus ligados al scxu(SLRLT; Sex-finked Reccssive 

Lethal Test), valora fa aparici<in de letales recesivos ligados al sexo como producto 

lle eventos genéticos del tipo e.Je mutacifü1 puntual y aberraciones estructurales, es 

una de las pruebas más sensibles para la detección de los efectos mutagénicos 

im.lucklo por agentes yuímicos, involucrn simultancarncnte entre 600 y 800 loci e.Je! 

cromosoma X que equivale al 80% del cromosoma u una quinw parte de este, el cual 

consta aproximadamente de 5000 genes (Gaytan 1988); emplea células germinales, 

Ju generncidn analizada es la generncion filial Fz; Con este sistema se han probado 

421 compuestns, 198 tienen una respuesta mutagénica, 46 fueron clasificados no 

01u1agénicos y 177 han dado resollados inconcluyenlcs,(Lec et al. 1983 y Vogcl, 

1987). La correlación entre actividad carcinogénicu y mutagénica en el ensayo de 

letales es excelente, entre 83% (85/l 02) y 9 l % (50/55) de los carcinógenos probados 

sonmutagénicosenDrosophi/a(WürgleryVogel l986yWilbournetal. l986)(Fig.5). 
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E.~te sistema es c::specífico, lo que indica que en general un resultado positivo 

en SLRLes prob¡ihlcmente correcto, pero un resultado negativo es poco significativo 

(Vogcl J'JX7). Una tk!'lvcmaja tic! sistcnm es el tiempo y costo en co111paraciún con 

otro~ biocn!til)'U~, como lus hactcrianus y los cultivos de c~lulas animales. 

El si~tcma miís n:cicntc es La prueba de inducción de l\futucUm y 

Recombinacj¡jn Somática {SMART; Soma tic Mutation ami Recombination Test). 

En general, los ensayos de mutación somática se basan en una sola genernción de 

moscas. con un genotipo mi que un evento mutuciunal en Ja~ c¿lulas de los discos 

imagales origina un cambio que se manifiesta fenotípicHmentc en todas las ct!lulas 

hijas a partir tic Ja célula madre muwntc:, se produce así un clon lJUt!.SC expresará 

como una mancha en el organismo adulto, cuando se utilizan los man:adorcs 

apropiados {Fig. 6J(Baker ernl 1978 y Vogcl y Szaknrnry 1990). Existen diferentes 

protocolos, los mús utilizados ~on: 

I .• El ~istcma tic mo~ako en alu, el cual empica dos nwrradort!s 

genético!; yuc ~on c~pccíficos para la forma de lo~ tricumas del ala, 

mwh y flr3; se localizan en el brazo derecho del cromosoma tres,foé 

desarrollado por Grafy colaboradores en 1983 (Vogcl et ª11985). 

2.- El sistema de mosaico en ojo whitc+ / whitc ljUC utiliza dos 

marcadores ligados al sexo, desarrollado por Becker en 1966. En la 

Tabla IIJ se comparan ambos siMcmas. 
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Una desventaja de la prueba de letales (SLRLTJ ha sido el tiempo empleado 

para rcaliwr este bioensayo, el cual dura aproximadamente 3 meses (Leeel al. 1983 

y Gaytan 1988), mientras 4uc. el mús nove.Lioso hiocnsayo SMART en Dro.wphila 

melcmuguster ha resultado ser un sistt!ma capaz <.Je detectar un amplio c:spectro de 

agentes gcnotúxicos, incluyendo un número de procarcinogénos que no han sido 

correctamente idcntilicados por Ja prueba de SLRLT. 

Este sistema permite acortar al tiempo del ensayo a una sóla generación (10 

días), es un biocnsayo técnicumt:ntc sencillo, t!I costo es sumamente barato y 

sensible. Además involucra un número de células elevado por organismo (24,400 

células para el protocolo que emplea las alas y 800 omatidias el que emplea los ojos 

del insecto).(Clcmcnts y Vogel 1988, Clcmcnts et al. 1988), se emplean células de 

los discos imagulcs de las larvas, los qut! posteriormente darán origen a las distintas 

partes del cuerpo del imago. 

Es u11 sbtcma nuevo que permite detectar la capacidm..I de los agentes 

4uímicus para inducir mutadfü1 y rccomhinaciün a nivel somático , este tipo e.Je 

estudios cobran dia a dia gran importancia debido a que existe correlación entre la 

actividad recombinogénica y la carcinogénesis. En la Tabla IV se comparan ambas 

pruebas. 
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Biología del desarrollo. 

Desde el momento en que la larva eclosiona del huevo hasta que emerge el 

imago (adulto), el ciclo de vida de Drosop/Jila mela11ogaster es aproximadamente de 

192horasa 25 = 1 ºC. la larvupasa portresestadiosydos mudas larvales, la primera 

, muda ocurre a las 25 horas y la segunda a las 48, la formación del pupario se dá 

apmximudameme a las 96 horas (Fig 7) (Demerec 1965 y Rohcrts 1981>). 

Después de un día de desarrollo embrionario, eclosiona del huevo una 

pequeña larva, su cuerpo se encuc:=ntra formado por doct: ~egmentos no aparentc:s: 

1 segmento de la cabeza, 3 torácicos)' 8 abdominales. La pared del cuerpo de la larva 

esta formada por una cutícula externa no celular y por una epidermis celular interna, 

la cutícula t::-;rn formadíl por dos capas: una externa llamadu t:xrn:utícula, y la inti:=rna 

o endocuticula. 

La cutícula de cuda segmt:nto lleva en d borde anterior un anillo con 

pequeños ganchos quitinosos que se originan a panir de la exocutícula, una 

caracterí;tica principal del segmento de la cabeza es la presencia de los ganchos 

bucales que son de color obscuro, estos son remplazados en cada muda. Las 

estructuras intt:rnas de la larva son fácilmente distinguibles cuando se obser\'an a 

traves de la luz. ya que su cuerpo es translúcido. En la figura 8 se muestran las 

diferenlt:s t:structuras internas de la larva (Demen:c 1965). 

La larva presenta dos linajes celulares diferentes; las células larvarias y las 

imagales. 
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Las células imagulcs (no cstan involucnu.Jas cn Ju formación del cut:rpo de Ja 

larva) son distinguibles de las células larvales por su rnmaño pequeño, constitución 

cromosómica diploide, retención de Ja capacidad de división celular, y porque 

alcanzan su diferenciación hasta que entran a la étapa de metamorfosis Los discos 

ímagalcs aumcnrnn de tamaño pur miHlsis, Jus cuales ocurren a detc::rminados 

ticmpCJsdurante el desarrollo larvario (Fig 9). Las células larvarias forman el cuerpo 

th! Ju lurva, C?,lí.IS cc!lulashan pcn.Jidosu capacidml dt: divbiúnysolamentc aumentan 

de tamaño, en algunas se presentan cromosomas politénicos,son poliploides y están 

determinadasgenéticamente(Demerec 1965, Wilkins 1986, WürgleryVogel 1981, 

Pomerai 1990). 

En la figura !Ose muestra cada uno de los discos imagales; solamente el disco 

ínmgul del ojo muc~tru im.licios de Uifcrcnciaci{m temprana, yu que rcvda la 

presencia de omatidias precursoras en el último estadía larvario (Wilkins. 1986) 

Durnntc Ja metamorfosis, la hormona ccdisterona desencadena una serie de 

cambios en d organismo, estt: proccso in\'nlucra Ja dl!strucción de ciertos tejidos y 

organos larvales (histólisis) y Ja organización de las estructuras del adulto a partir de 

un complejo de células primitivas, los discos imagales. Los órganos que son 

completamente histolizados durante la metamorfosis son las glándulas salivales, el 

intestino, los cuerpos grn~os y Jos músculos. Todos los organos del imago son 

formados a partir de Jos discos imagalcs ya presentes en la larva o por células 

larvarfatsque se dikrencian en el momento de la reorganización del estado pupal,los 

tubos de Malpigi son relativamente poco alterados durante Ja metamorfosis aunque 

sí sufren algunos cambios en su composición estructural, el toráx se forma por la 
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combinació~ de vados discos imagaks. Las ex1remidades, ojos, antena, ala y el 

aparato genital se diferencian a partir de su respectivo disco imagal que sufre una 

histog.;m:sis durante el desarrollo pupa! dando origen a las distintas partes del 

cuerpo del aduho (Fig 11y12),(Demerec 1965 y Wilkins, 1986). 

DESARROLLO DEL OJO: 

Aproximadamente a las 16 horas después de la eclosión de la larva, Chen 

encontró indicius de la presencia del complejo cefálico de los discos antenal-ocular 

(Demercc, 1965). 

En la larva de 25 horas de edad el complejo cefálico está compuesto por dos 

sacos frantales los cuales se originan por evaginaciones de la pared dorsal de la 

faringe, a las 48 horas el complejo antcnal·ocularempieza a increnwntar su tamaño; 

el pedúnculo del ojo unido al cerebro ya es evidente. Semejante a otros discos 

imagalcs, el compkjoantenal-ocularcrccc durante el periodo larval por multiplicación 

celular y el tamaño de las c.; lulas permanece constante. A las 51 horas el compkjo 

antenal-ocular adquiere una forma ovalada integrada por varias capas celulares, el 

tallo óptico esta claramente presente a las 56 horas, la porción anterior del complejo 

se ha elongado. 

El complejo se incrementa en tamaño (64 horas), la porción anterior está 

ensanchada y la porción posterior empieza a ampliarse, la diferenciación del 

complejo hacia los discos de amena y ojo propiamente ha empezado. 
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A las 74 horas se distingue claramente .la porción anterior y la posterior, los 

discos de antena y ójo se distinguen. perfectamente y a las 80 horas están bien 

formad,os~ están.con.!cfadus pi)runa delgatla capa de células e incrementan su 

tamaño. 

' . El'clisco de la ~mena empieza a plegarse (86 horas), probablemente en este 

tiemp'a támbién las células del disco del ojo inician su organización hacia unidades, 

tale~ unidades se ohservan por primera vez en larvas de 96 horas, cada una de estas 

unidildcs consistc de un grupo de cuatro cdulas, solo unos pocos de estos grupos 

están presentes, pero se incrementan en nlimcm conforme el ojo se desarrolla. 

Stcinberg en 1943 (citado por Demerec 1965) estudió el desarrollo del ojo de 

Drosuphi/11 y prnpuso4 ue cada grupo es precursor de una nmatidia. La segmentación 

tlel disco de la antena continua ( 106 horas), hasta que a las 120 horas los discos han 

Bcgado a su tamaño máximo, las ct!lulas (4) agrupadas se arreglan en hileras; se 

termina la segmentación del disco antenal-ocular (Dcmerec 1965 y Wilkins 1986). 

Los ojos compuestos (Fig. 13) están constituidos por un conjunto de pequeñas 

unilladcs llamadas omatiUias, 4uc son elementos visibles imkpendicntcs, en la 

mayor parte de los insectos las omatidias <::stán intima mente unidas y adoptan una 

forma hexagonal. En el ojo de Drusuphila melwwg11s1er el ojo compuesto consiste de 

780 a SOOomatidas (Fig. 14 A). Externamente cada omatidia esta formada por una 

lente cornea distal hexagonal (C), debajo de la cornea están localizadas 4 células 

glandularcsqucsecrctan un material sc111ili4uidoelcual llena la región del pseudocono 

(ps), el núcleo de cada célula del pseudocono (ncp} está orientado en Ja base de las 

células primarias pigmentarias (cpp). 
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Las cc!Julas pigmt!ntarius st!cundarias (cps) t!Stan prest!ntes rodeando a la 

umatidia, se extienden desde la región del pscudocono a la membrana basal, sus 

nucleos están localizadns aproximadamente al mismo nivel que los nocleos de las 

ct!lulas del pst!udocono. Un corte transversal de esta regilm {Fig.14 B·E) muestra lu 

manera en la cual las células secundarias pigmentarias forman ona envoltura 

protectora de pigmento alrcdcUur de las ct!lulas vbuulcs y Ju mancrn en la cual los 

cuatro nucleos del pseudocono rodean el extremo de los siete rnbdomeros (R). 

Una omatidia normal está formada por ocho retinulas, de las cuales 7 son 

células largas, cada una contiene un rabdómcro (R) a lo largo de la porci(in media 

de la célula, seis de las células retinulares tienen sus nucleos (nr) en la porción 

superior de la célula pt:ru en la séptima ct!lula n:tinular su núcleo (nr7) se loculiza 

más cerca a la membrana basal. La octava retínula es una cc!lula pt!l)Ut!ña rudimi:ntaria 

sin rnh<ltlmcn y !\U núcleo (nrH) cstú justumcmt! arriba dt: la mcmhrunn ha:-.al. Un 

corte transversal revela que estas ocho retinulas forman una roseta de células con 

los siete rabdómerns que constituycn un rnbUómcn scn~oriul t!n el centro. 

Las fibras nerviosas pasan desde las retinulas a través de la membrana ba>al (t?b) 

hacia la regi6n postrctinal (rp) y después hacia la placa ganglionar exterior del 

cerebro, una región compuesta de neuronas monopolares (nm) (Clayton 1952 y 

Dcmerec 1965) (Fig.14 A). 

Vogel ~ !!1 (1989) obtiene información experimental de la biología dd 

desarrollo de D. melt111ogaster mediante el uso de rayos X. Proponen que el número 

de células precursoras de omatidias es de aproximadamente 20 en el primer estadio 

larval, se incrementa a 150-200 células durante el segundo estudio y altanza de 780 
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a 800 c¿lulas pre-omatidias en el tercer estadio.después de 3-4 divisiones celulares 

(Tabla V). La díferenciacíón de las células primordiales tiene Jugar durante el tercer 

estadio larvario. Los linajes celulares productores de células pigmentadas primarias 

se estahlt:ct!n durumc la primera ola de actividad mitbtica que migra a trnvés del ojo 

en el tercer estadio larvario (Fig.15): la mayoría de las células pigmentarias se 

producen en lu divisilm mitótica út: Ja segunda ola dt! óivbún. Las células primordiales 

del ojo compuesto se dividen continuamente durante el periodo larval y cualquier 

ahcrucilin gc:nética c:n estas c¿fulus puede ser rt!conoddu como manchas blancas en 

el contexto rujo dd ojo compuesto del adulto (Fig 16). 

Los clom:s inducidos al principio del primer estadio larvario son de tamaño 

grande. mii!ntrns uquc11os que se producen en el ~cgundo o tercer estadio larvario, 

son sucesivamente más pequeños. 

La clasificación del tamaño e.Je mancha y el analisis de la distribución del 

tamaño del clan pueden usarse para estimar el tkmpo de la inducción del evento 

mutacional (Vogel y Zijilstrn 1987). 

El rnmaño promedio de las manchas inducidas depende de varios factores 

tales como el tipo de tratamiento utilizado en el protocolo, el mutágeno empleado, 

la dó,is, edad de la la~a ""el momento del tratamiento. Este sistema detecta un 

amplio espectro de alt!!racionc:s como recombinación mitótica, dc1ección, mutación 

somátirn y perdida de una cromatida, las cuales pueden originar un clan mutante 

w/w, w/0 (Fig. 22 y 23). 
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Para valornr una pruehu se emple11n vurios compuestos <le referencia, es 

tlecir agentes cuyos efectos son conocidos gt!neticnmcnte por su capuci<laú de 

inducción tic daño genético cn <lifcrt:nh!S organismos y que sc han clasifica<lu como 

mutágc:nos o cancerígenos. Simultáncamc:ntc: es ncct:sario que en cada experimento 

se disponga de testigos negativos contra los cuales se compara el efecto provocado 

por el agentc en cuestión, se u~lln para someter a los organismos a la misma 

manipulación que los grupos tratudos; conocer la frecuencia basal o espontánea de 

la alteración que se pretende analizar; así como evaluar la sensibilidad y especificidad 

que presenta el sistema (Vogel 1987, Brusick 1987 y Delgado 1990). 

En este cstu<lio se empleurun los siguientes compuestos <le referencia: 

N-Nitrosodimetilamina {DMN): es un agente alquilante, potente carcinógeno{EMS 

1976) induce tumores en diferentes partes del organismo según la ruta de 

administraciiín, por ejemplo a dúois lle 25 ppm y 50 ppm de DMN en la dicta de 

conejos ocasiona carcinomi.ls hepatocdularcs, en ratas sometidas a inhaluc.ión 

rcpctitlas<.Je DMN se inducen tumores en luscavi<ladcs nasales yen d riñón; cuando 

se administra por vi a oral a diláentes lineas de ratones provoca sarcomas, carcinomas 

y adenomas en pulmón, en Drusup/Jila melmwgaster induce letales recesivos ligados 

al sexo y pérdida crnmosomica (Vogel y Natarajan 1979 a y b). 

El descubrimiento de la actividad carcinogénica de la N-nitrosmlimetilamina 

ha permitido c~tablcccr que los compuestos N-nitrosu y otros agentes alquilantt:s 

pueden ser unu clusc importante de compuestos carcinogénicos , el contacto 
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humano con agente~ ult1uílantcs es cxt.'>Scnn '1chido ni estilo de vklu u ocup:.tcí(m y 

endógeno por la formación de compuestos N- Nitrosos dentro del organismo (L~val 

~ 1990). Se ha encontrado en pequt:ñas cantidadt:s en muestras de humo 

condt:nsado de tabaco, en carnes curadas como el tocino, y el pescado salado y 

ahumado; tambi¿n se utiliza como solvente y en la síntesis del combustibk 1-1 

dimt:tilhidrazina. El DMN se forma por la interación del nitrito con dimetilnmina y 

por la acción <.k bacterias reductoras dt! nitrato. Es u:saUo corno solvt:ntc t!'n fa 

industria del plástico y la fibra. como antioxidante, aditivo para lubricantes y en 

com.lt=nsadores para incrcmt!ntar la constante dieh!ctrica, también se usa como 

n<!maticida. El DMN es un líquido amarillo de baja viscosidad, miscible en agua, 

:m1ublc en Ja mayoría de lussulvcntcs orgánicos y en fípiúns, muy volátil, su fórmula 

<¡uímica es (Cl13)2 NNO, csrn formado por C (32.42%), 11 (H.16%), N (37.82%) y 

O (21.60 % ), peso molecular; 74.08 g, densidad; 1.0048 (lndcx Merck 1989). 

La Nítru;odietilaminu (DEN): es un agente alquilan re de acción indirecta, 

proúucc ksiuncs en hígado, pulmones y esófago, "" diforentcs especies (ratón, 

criccto, perros, pcccs,monos) Los principales organos hlancosson: la cavidad nasal, 

tráqucu, pulm6n, esófago, e higado; induce tumores con las diferentes rutas (je 

administración; incrementa la presencia de letales recesivos en Drosophila y la 

pérdida cromooomica, (Vogcl y Natarajan 1979 a y b). 

Se ha cncomraúo en pc4ueñascamiúmlcs en el humo del cigarro condensado, 

en algunos alímcntus procesado!;, se: forma pt1r la intt!rncii>n Ud nitrito con dictilamina 

y por la acción dc bactt:rfas reductoras de nitrato, es utilizado como solvente en la 

industria de la fibra, como aditivo para gasolina y lubricantes, además es empleado 
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c=n cnndcnsadurc=s que incrc=mentan la constante dielc!ctrica y como antioxidantt:. 

Comercialmente se encuentra como líquido amarillo, soluble en agua, alcohol y éter, 

esta formado por C (47.04%), H ( 9.87%), N ( 27.43%) y O ( 15.66%), siendo su 

fórmula química es (CHyCH2lz NNO, su peso molecular 102.14 y su densidad 

0.9422 (Index Merck 1989). 

El Metil-Metano Sufonato (MMS): es un metil éster del ácido 

metanos u lfónico, se usa como catalizador en reacciones de polimerización, alq uilación 

y cstcrificacilm , cumu disolvente, es un ugentt: mutágenicn de accilm directa, 

formado pare (21.81 % ), H (5.49% ), O( 43.58% ), S (29.11 % ), su fórmula química es 

Cz H1>03S; su peso molecular 1I0.13ysudensidad1.2943. Es un líquido soluble en 

agua y ligeramente en solventes no polares (lndex Merck 1989 y Reynolds 1989) 

La ll·propiolactona (ll-PI ): es un agente carcinógeno indirecto, La base de su 

acción alquilante se centrn en su anillo rígido (Goldstein et al 1974 y Kortselius 1979), 

induce lt:talt:s rccesivos ligados al st:xu en Drosophila, causa citotoxicídad y sc=vcrus 

daños. utilizado como desinfectante en ternpia, el cual es muy activo contra las 

bacterias Gram-positivo, Gram negativo, hongos y virus, se emplt:a como 

intermediario en la síntesis orgánica, está formado por C (50.00%), H ( 5.60%) y O 

( 44.41 % ), su peso molecular 72.06, siendo su fórmula química c3 H4 o2 solublt! en 
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agua, alcohol, éter y cloroformo. Se prepara a partir de la condensación de acetona 

con el formaldchido. Los vapores de este compuesto son utilizados en la esterilización 

de material farmacéutico y quirúrgico y para desinfectar áreas cerradas, La vida 

media de B-PL a 25º es de 3.5 hrs. 

La Mitomicina C (MMC): es un antihiüticn aislado úc Strcptomyccs 

cacspitosus. contkne grupos q uinona, carbama to y aziridina y todos ellos pue1kn ser 

activados, el medicamento c:s un agente altamente tóxico con propiedades 

antineoplásicas, disponible para uso clínico, es el mejor medicamento utilizado en 

contra de las células tumorales hipóxidas y al parecer tiene una utilidad cada vez 

mayor en la quimiutcrnpia combinada (con blc:omicina y vincristina) para cJ 

carcinoma de células escamosas del cuello uterino y para los adenocarcinomas dd 

c:i.túmago, púncrcasy pulmones. El medica memo tamhién tiene cícrta utilitlull como 

agente alternativo para el cáncer metastásico de colon (Salmon y Alan 1990). 

Se actívu por vía t!nzimática dentro de h.is células y actúa como agente 

alquilantc bifundonal o trifuncionalt forma enluces cruzados en eJ ADN, actua con 

la guanina y la citosina, principalmenteduran1e la fase G2ySdc:I ciclo celular. Inhibe 

la sintesi> de DNA. RNA y de proteínas ( C;irrnnza l '190, Reynolds 1989 y Schewe 

!1i!! 197l).Su fórmula4uimica esC 15 H l8 N4 0 6 ,comercialmente seadquirecomo 

cristales azul-violeta, es solublr en agua,metanol, acetona, etcétera (lmlex Merck 

1989). 
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En la figura 24 se muestran las fórmulas de cada compuesto. (Jndex Merck 

1989 y Reynolds 1989). Los mutágenos de referencia anteriores son agentes 

alquilantt:s, e~ decir agregan grupos alquilo al DNA pro\'ocando desestabilizución 

de la hdict: e induciendo rompimic::ntos quc interfieren en d proceso de replicación 

dd material genético. La prevalencia de los compuestos N-Nitroso en d ambiente 

y su furmacicín in \ofro ha sugcridn que pueden estar involucrados en Ja ttiología dd 

' cáncer humano (Guttenplan, 1990). 

En el Laboratorio de Genética de la Facuhad de Ciencias de la U.N.A.M. se 

empleó la Prueba de SMARTen células somaticas de los discos imagales de los ojos 

de Dro.wphilu melmwguster, los objetivos dd presente trnbajo son: J) Realizar la 

calibración interna de SMART empleando los discos imagales de los ojos y 2) 

Establecer la repetibilidad dd sistema. 
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II. MATERIÁL Y ~·f'ETODO 
'.•· :''. 

]. ·:~];:;~,.'-:.:_ 

AGENTES QUÍMICOS: 

Las suhstancias empleadas fueron obtJnida(de. las siguientes casas 

comcrcialt:s: N·Nitrusodimctilamina (DMN), Sigmu; Nitrosotfo:tiJamina (DEN), 

Radian Corporation; Metil-Metano Sulfonato (MMS), Aldrich Che mi cal Company 

lnc.; !1-Propiulactona (B-PL), Radian Corporation y Mitomicina C (MMC), Sigma. 

Las líneas de Dmsop/1i/11 utilizadas en el presente trabajo fueron: y/y 

("yellow") cuerpo amarillo con cerdas cafés yw/w ("white") color de ojos blancos 

de Ja_cunles se o~t_uvieron lus hembras y machos, respectivumeme. 

Los marcadores involucrados en esta prueba son recesirns y ligados al sexo. 

(y).-'"yellnw" se encuentra en d cromosoma X a O.O unidades de mapa, mientras que 

(w).-"white"' a 1.5 unidades de mapa (Lindsley y Grell 1968). 

Los cultivos se mantuvieron a 25 + 1 •e con una humedad relativa de 60 % 

en un medio de cullivo estándar. 

SINCRONIZACIÓN: 

Se ohtuvieron hembras y/y vírgenes de no más de 72 hrs de edad y se cruzaron 

con machos w/Y no mayores de 48 hrs, (Fig J 7) después de tres días de realizada Ja 

cruza, los progenitores se transvasaron a medio nuevo con el fin de peimitirque las 
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hembras mipositaran duran te un intervalo de 8 horas, posteriormt:nte~Jos progenitores 

se retiraron de los frascos. 

TRATAMIENTO: 

Tra~curridos J <.Has se: obtuvieron larvas dt! 72:4 horas de: eúud por mt!dio del 

método de Nlithiger ( 1970) que uliliza un gradiente de sacmosa al 20%, el cual 

provoca que las larvas floren en la superficie, luego fueron colectadas con una malla 

de nylon fina. Se sometieron a un tratamiento agudo de 6 horas con el químico y se 

mantuvieron en la obscuridad, posteriormente se enjuagaron con agua corriente y 

se colocaron en medio de cultivo fresco, hasta la emergencia de los adultos en los 

cuales se realizó el registro de manchas. 

E~ la figura 25 se muesrra al protucoluseguido. Cada experimento se repitió 

dos veces para determinar la repetibilidad en Ja respuesta, se compararon Jos 

resultados obtenidos en cada repetición mediante las tablas de Kastenbaum-

Bowman 

Las concentraciones empleadas de cada mutageno son las siguientes: DMN: 

0.5, 1.0, 12.5, 25, 50 mM; DEN: !, 5, 10, 20 mM; MMS: 0.05, O.JO, 0.5, lmM; B­

PI: 25 ,50,HJOmM; MMC0.3,0.6, 1.2mM. 
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ANÁLISIS DE LAS MANCHAS: 

Las moscas M! anestesiaron con c!tt=r, y enseguida se colocaron Sobre una 

platina excavada con una solución de Tween-alcohol etílico-agua 1:70:29 Jo que 

facilita la ol»crvacií>n de las manchas en los ojos (Tripathy !ái!1" l'.189), fu lectura se 

realizó bajo un microscopio de disección a un aumento de 120X, el registro de las 

manchus sc llevó a cabo tanto en muchos·conm hcmhras. 

Los criterios de lectura fueron los siguientes; se contó el número de 

omatidias afectadas ("white ") (Fig 26); se consideran como eventos independientes 

aquellas manchas que se encontraron separadas cada una por4 hileras de omatidias 

normales, es decir, surgieron por dos eventos genéticos independiéntes (Fig. 18). 

ANÁLISIS DE LOS DATOS: 

Debido a que el ojo de Ju mosca es una estructura tridimensional de Ja cual 

sólo se analizan las células pigmentarias deben de estimarse las frecuencias de 

mutación inducidas mediante la fórmula propuesta por Szabad el al. (1983). 

r = 2 x n x m x I o4 / N x c. donde 

r = frecuencia de man chus por 104 células 

m = tamaño promedio de mancha 

n = número de manchas 
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C = Número de umatiúias (aproximadamente 800) que forman '<I ojo. 

N = Número de ojos analizados. 

Esta ecuaci<in dá una estimación de lá manifestación de clones por !04 

c¿lulas (fXI04) si bien esta ecuación no determina exactamente la frecuencia de 

inducción de clunes en relación al número de células expuestas, debido a factores 

como los diferentes patrones de proliforación, muerte celular selectiva y otros 

eventos entre Jos cuales destaca que de los dos clones formados en cada evento sólo 

t!S eviúentt! d corrt:spomJientt: al fonotipo <.fo onmtidia~ hlarn..·n~. 1n llllt: a su vez 

inlluye en el tamañu promedio del clon por 104 célula>. Así los valores promedio de 

manchas determinadas experimentalmente, deben multiplicarse por un factor de 2 

(Vogel y Zijlstra 1987). 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO: 

Se realizó conforme al método propuesto por Frei y Würgler en 1988, el cual 

se basa en contrastar dos hipótesis paracuantificard daño causado por el tratamiento. 

Lu contrastuciún lit: Uos hipóte:-;is permite distinguir la probabilidad de obtener un 

resultado pllsitivu, débil positivo, incuncluyente o negativo en un exporimenlll (Frei 

y Würglcr 1988). 
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La hipotesis nula (Hu) plantea que no lmy diferencias entre Ja frecuencia de 

mutación de las series control y las tratadas. El rechaz0<k Ja hipótesis nula indica que 

hay un incremento cstmlisticu ~ignilicativo en Ja frccucm:ia de mutaCÍ{Ín basal. 

La hipótesis alternativa (Ha) postula que el tratamiento resulta en un 

incn:mcnto e~tadísticotlc la frecuencia de mutación dc las scrics tratadas equivalente 

a m veces Ja frecuencia basal. Esta Ha es rechazada si Ja frecuencia de mutación es 

significativamente más baja que d incremento de Ja frecuencia postulada. El 

rechazo indica que el .t_ratamien.to ·no produce el incremento requerido para 

considerarlo como mutagéiiico bajo las condiciones probadas. 

El incremento estadístico se traduce en m, 4uc es el número de veces 4uc se 

aumenta Ja frecuencia de mutación del lote testigo. Se ha fijado m = 2 para este 

protocolo con el fin de garantiz:tr que Ja frecuencia basal se ha duplicado como 

resultado del tratamiento (Vogel y Zijlstra 1987). 

Si se aceptu la hipótesis nula y se rechaza la alternativa el resultado es 

negativo. Si se rcch;.rl.a Ja nula y se ¡1ccpta Ja hipótesis alternativa, d resultado es 

positivo. Si las dos hipótesis son rechazadas.el resultado del tratamiento se considera 

dóbil positivo y si por el contrario ambas son aceptadas el resultado se considera 

inconcluycntc: y¿¡ que esto no puede ser cierto tk manera simultánea. Para cada 

hipótesis se Uett!rrnina una zona lk aceptacidn y otra dt! rechazo. La contrastaciún 

de las dos hipótesis se lleva a cabo por sepurndo mi:diante la prueba de x2 de 

proporciones, con la corrección de Yates (Fig 27). 
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OBTENCIÓN DE LOS VALOR.ES ESPERADOS: 

Ne y Nt representan d tamaño de mul!stra d número de ojos de la serie 

control y tratada respectivamente, n es el número total de mutaciones en la serie 

control mas Ja serie trntada. Lu proporción dt! mutaciones esperada t!n la series 

control (p) y en las series tratadas (q) son como sigue: 

. De ácuertl(J e¿·~ Iá H~! '\. 

Po ~"~;~~~~~~!:~~~[,~~; ": .~~ = ~:/ (Ne+ .Nt) 

Dónde ¡í~~ )' tj~h i~~r~~;¡;;¡¡;;'~1 ÓIÍ~ero t1:rnuta~io~e~ esperatlas bajo la H0 "n las 

seri~s'cri~íroÍ yli~i·~~~~'iis~;;éiivritlí~~¡~/ 
: -=-~,,, -~~,_s, ~:~,--~;:~,.--~/: ._·, ,~5-~ ~::/~:::· 

• De~~~uéT~o~Gl11aHa;) 

p8 =Nc/(Nc+mNt) y q3 =mNt/(Nc+mNt) 

Donde Pan y qan representan el número de mutaciones esperadas bajo Ha eri las 

series control y trntadas respectivamente. 

Regla de decisión para ambas hipótesis: Sí x2 experimental > x2 

( =0,05)(n= ¡¡.se rechaza H0 o H3 , según sea el caso. 
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IIL RESULTADOS 

Las concentraciones de DMN selecionadas fueron 0.5, 1.0, 12.5, 25.0 y 50 

mM, sin embargo Ja última (50 mM) fué imposible de analizar por Ja gran cantidad 

dc duñu que se manificstú en omatidias totalmente altcrudus y en ojos dt!formados 

(Fig. 19), así, se presentan únicamente los datos de las primeras cuatro 

concentraciones. 

Pu rucada expcrimt:ntose realizó una n::pcticitln, se compararon los resultados 

obtenidos en cada caso -mediante la prueba no paramétrica de Kastenbaum­

Bliwman ( 1970), d testigo negativo fui: sacarosa ni 5%. No se observaron diferencias 

significativas entre JÜs repeticiones de cada experimento (P>0.05) por Jo cual se 

proce_dióa la suma.' de i~~ resultado~ de las repeticiones, el ani11isis de Jos datos se 

realizó por m~dio de Ja X 2 para proporciones. 

En Ja tabla VI se presentan Jos resultados que se obtuvieron al exponer larvas 

de 72 -t4 hrs tic cdml a difcrcntt:s concentraciones de Jos mutógenus de referencia. 

Los parámetros considerados fueron; número de ojos totales, total de 

manchas, ujuscon manchas. frt:cuencia tfe manchas indudUas así como las cspcradas 

por 104 ctluli1s para ambos ~cxos1 se compararon las frecuencias de manchas en las 

series tratadas y las St!rics control. 

La distribución de frecuencia de manchas obtenidas después de exponer 

larvas de 72:!:4 huras de edad a distintas concentraciones de DMN se presenta en las 

figuras 28, 29 y 30, para hembras y machos respectivamente. Se observa que el DMN 
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resultó positivo en todas las conct:l'liraciones prcib~dáii, n~ hubo diferencias entre 

hembras y machos except~ ~n l~,c~n~~ntr~í:ióh ~á~'baja~~~ resultó negativa en 

machos. 

En el caso de DEN, la respuesta obtenida fué positiva ~n todos los casos e 

iguul parn hcnthrus y muchos. L.u rctaci(m de: cunct:ntruci6~·rt:Spucstu fué clura usí 

como los valores de la frecuencia de inducción. En la concentración JO mM se 

ohscr\'6 una disminuci6n t!n la frecuencia obtcnida, no obstante: ¿stu fue significativa 

con respecto al control (Figs. 31, 32 y 33). 

Las distintas concentraciones de MMS dieron una respuesta similar para las 

hembras y lns machos (Figs. 34, 35 y 36 respectivamente) esta resultó positiva en 

todos los casos. 

Las figuras 37, 38, y 39 muestran la distribución de las manchas recobradas 

al exponer larvas de tercer estadio a diferentes concentraciones de B-PL Se obtuvo 

una respuesta positiva en todos Jos casos, tanto pura ht:mbras como para machos 

(!'< 0.05). 

Los resultados obtenidos con MMC se muestran en las figuras 40, 41 y 42. 

Como puede observarse, la respuesta obtenida para hembras resultó más fuerte que 

par~l los machos. sit!ndo positiva en todos los casos para las primt!ras mientras que 

en los muchos sólo lo fué en la concentración más alta. 
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IV. DISCUSION 

El primer paso parad estudio genotóxico de una sustancia es la obtención de 

una CUJ'\.'a dchis-rcspucsta, este tipo de curvas juegan un papcl importante para la 

comparncil'm cuuntitutivu t!ntrt! lo~ mutúgcno~ (lt:e e/ a/.1990). La obtención dc Ja 

tlósis exacta que recibió cmJa organismo trntmJo no se obtuvo por ir más alla t.k los 

objetivos Lle t!s~c estudio. A<ií, se representan las curvas concentración-respuesta 

para cada mutágeno (Figs 28, 31, 34, 37 y 40). 

El analisis comparativo entre los sexos es indispensable en este tipo de 

estudios, la cruz.a empicada en este trabajo fueron hembras y/y por machos w/Y por 

lo cual la descendencia resultante son hembras ( y + / + w ) heterocigóticas para 

ambos marrndores genéticos ligados al sexo ( cromosoma X ) mientras que los 

machos son hcmicigóticos ( y +/ Y ) para los mismos (Fig 43). En los machos 

cual4uicr úaim inducido en el cromosoma X se expresa dehido a Ja presl:!ncia de un 

solo crumo~oma X y un cromo~oma Y. el tipo dc Llaño que se detecta se origina 

atrnvés de rompimientos, mutación puntual y recombinación; en las hembras los 

eventos gcnt!ticos que inducen a la formación dt: dones .. white" son recombinación 

mitótica, no di>yunciún,mutaci<in puntual ydekcción. (Tripathyet al. J 989y Würgler 

eta/. 1991) 

El marcador "yellow" no aporta información para este ensayo pero permite 

distinguir aquella progenie no derivada ele la cruz.a experimental. En la tabla 

VI se presentan los resultados que se obtuvieron al exponer larvas de 72 horas de 
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edad, a Jos diferentes mutágenos de referencia resultando po.sitivas. todas las 
. . 

conccntraciones para 111achos y h~nibrá; rc¿pcctiyamtin!e, cxceptoen los macho~ dc 

las concentr.aciont:s {d.3 y 0.6 mM) di! MMC. · 

EJ·titmáñp de 1.amancha es un indicador dcl ticmpo en que ocUrrió Ja 

aheración:·11q~~llo~ eüm'p'llestos indirectos se espera que produzcan manchas 

peqúe~as(el dañoocuáe hacia el lin~I del desarrollo del disco imagal del ojo) dcbido 

a quc el compuesto necesita scr metabolizado (Fig 20), micntras que las manchas 

g~an·d~s ~~toriginan porque el compucsto actúa directamcnte sobre las células 

blanco al inicio del pcriúdo de exposición (Fig 21). 

El incremento en el tamaño de Ja mancha conforme numen la Ja cºoncentración 

muc!strn In sensibilidad dt!I sistema put!s al existir una mayor concentrac~ón del 

mutoígt:noc:n la!-. célula~ la prohabili1.hul de intcruciún con C!I ADN es cm.Ju vc:zmuyor, 

cst.:1 intc:rnciún st: dá c:n menor tiempo por lo cual St! rt:cobrun tamaños de manchas 

mayores. El tamaño dc Ja mancha depende entonces de dos factores, metabolismo 

y concentración. 

Szabad ( 1983) sugiere que se calcule la frecuencia de inducción de manchas 

por cada 104 c¿lulas con el fin dc disponer de un valor dc frecuencia absoluto que 

pondere las pu;ibles diferencias debidas al tamaño de mue;tra, la edad de la larva 

al momento del tratamiento, que sólo se ohscrva una partt:: de los clone:-. por d 

contexto rojo de "''ºi'" y Jos posibles sesgos por muerte celular. Sin embargo, puede 

ubsl!tvUí!->t! en Ja tabla V que dicha fürmula resulta fácilmt!nte afectm.la por el tamaño 

promedio Lit! la manchu. Así, para DMN en muchos en la concentración de 1 mt\-1, 
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el anúlisis Cstadísticu aplicado indica resultados positivos, si bien, la frecuencia de 

inducción por 104 células indica un valor igual ul control (7.15 vs. 7.4). Al nnulizur la 

razón de dicho resultado, se observa que el tamaño promedio del clon pnra In serie 

tratada es casi la mitad c.Jel tu maño del clon control (2.3 y3.69 respectivamente), una 

razón de lo anterior es la ocurrencia de muerte ct!lular la cual fué característica para 

este compuesto, lo que a su vez provoca In apariciún de relaciones de gcnotuxicidad 

de no guardan necesariamente una relación predecible con la concentración 

administrada (Brusick, 1987). En síntesis, debe ponerse atención al significado de la 

frecuencia de inducción por 104 células ya que tanto valores menores al tamaño 

promedio de los clones de las series control, como aquellos mayores van a modificar 

de mam:ra considerable d valor de la frecuencia de inducción. 

En la Tabla VI se puede observar que tanto en las hembras como en los 

machos se obtuvieron resultados positivos en todus las conccntruciont!s. 

Con este mutágeno se presenta una frecuencia muy alta de manchas chicas 

lo que indica que es un agente indirecto es decir requiere ser metabolizado y es 

cuando adquiere mayor actividad mutagénica (Figs. 28, 29, y 30). 

DEN (N-Nitrosodictilumlnn) fué el único compuesto en el cual el 

comportamiento de la frecuencia de hembras y muchos fué igual (Figs. 31, 32 y 33). 

De t!Sta manera resulta evidente que el mecanismo de induccicín de manchas fué 

muy similar entre ambos sexos. En este protocolo de SMART, la hembra es capáz 

de detectareventosgenéticos terminales del ti pode mutución puntual,delección, no 

disyunción y recombinación mitótica, mi~ntras que el mucho (por su condición 
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de detectar eventos genéticos terminales del tipo de mutación puntual, de lección, no 

disyunción y recombinación mitótica, mientras que el macho (por su condición 

hemíciga) no detecta este último evento, si bien no hay que descartar a la 

recombinación intragc!nica. Así, puede sugerirse que el mecanismo de acción de este 

compuesto no se dá particularmente por recombinución. 

MMS (Metil·Metanosulfunato) es un cancerígeno directo, produce efectos 

tóxicos al momento en que entra en contacto con el matt!rial gent!tico, dando lugar 

a la formación de clones grandes; no obstante en el presente estudio se obtuvieron 

básicamente manchas chicas (Figs 20y 21 ). Una posible explicación de ésta respuesta 

es Ja edad de la larva (72±4 horas) en la que el número de células blanco es de 500 

a 800 células precursoras de omatidias (Tabla V) y al patrón de crecimiento, pues 

como se indicó anteriormente, las mitosis se representan en oleadas y no 

continuamente, por lo que éste no se ajusta a un modelo exponencial. Porotra parte, 

si bien el tamaño del clon está en relación con el tiempo de inducción del daño, ésto 

essólur<!lativo porque únicamente se observa uno de los dos tipos de clones (blancos 

y silvestre) que resultan de un evento de recombinación mitútica, aunado a lo 

anterior la muerte celular que se incrementa conforme aumenta la dósis. En la tabla 

Vlseobservaquet!l tamaño promedio de la muncha mutante disminuye ligeramc:nu: 

a partir de la concentración (0.5 mM) tanto en hembras como en machos. 

La respuesta MMS fué muy similar entre hembras y machos, excepto en la 

concentración más alta ( 1 mM) en la que la frecuencia de manchas en los machos 

resultó menor. Lo anterior se puede deber a un efecto tóxico que provoque muerte 

celular en los organismos más sensibles. A nivel de los clones analizados lo anterior 
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mM, este tiende a dismiriúk~r~bable~eíue por.~uerte .celular. Por otra parte, la 

similitud en los valores de '1as{r¿cllelicias.ob.t~'~idas entre hembras y machos indica 

al igual que en el caso depEN,q~~-~l rri~canis_mo de acCión del MMS debe de ser 

similar. 
, ,-, ,'.;-Y;' 

ll-PL (b-propiulactonn) Se caracteriza por tener una vida media corta de 

aproximadamente 17 minutos por lo que se empleó para determinar la capacidad de 

SMART para detectar este tipo de químicos. La relación concentración respuesta 

t!S consistente en hembras y machos, es decir, a mayor concentración, mayor 

frecuencia de manchas; la que resultó positiva en ambos casos para todas las 

concentraciones probadas. De lo anterior se concluye que el sistema es sensible a 

compuc!tto!t úc vi<.Ja media corta. Es el compuesto que mostró menor actividad de 

todos los probados, ya que la menor concentración ( 25 mM) produce una respuesta 

similar a los otros compuestos en concentraciones 25 veces menores. 

Finalmente la Mitomicina C (MMC) en Drosophila, este antibiótico es 

mutagénico en hembras y machos, particularmente en aquellas células que han 

complotado la primera profa>e meiótica; en levaduras y hongos incrementa la 

recombinación de las células que se están dividiendo mitoticamente (Schewe et al. 

1971 y Reynolds, 1989 ). Actúa esencialmente pur recombinación mitótica por lo 

cual se c!tpcraba que la fn:cuencia de manchas inducidas sea superior en las hembras 

que cn lo?:. mJdms, comportamiento que se observa en tas figuras40, 41 y42. En los 

machos sólo la concentración ( l.2mM) fué positiva lo que indica que los mecanismos 

de mutación puntual y delección contribuyen poco a la inducción de manchas, 

presenta una frecuencia alta de manchas chicas ( 1-2 omatidias afectadas) por lo cual 
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es un agente que requiere ser metabolizado. 

En síntesis SMART mostró que es sensible a los distintos tipos de químicos 

empleados, puede detectar efectos a bajas concentraciones. En un intento de 

cstnhlcccr un orden en la rcspuc~ta ~e sckcciunó aquella conccntrución que fuera 

común en los diferentes químicos, esta estum alrededor de 1 mM, excepto en el caso 

de B·PL en c1 que la cnnct!ntrncilln mfü1 baja fu¿ de 25 mM. Así, el unlcn obtenido 

fu¿: M:'>IC > MMS > DMN >DES> 11-PLeo hembras y MMS > MMC > 11-PL 

>DEN> DMN en machos. 

En lu!<i. rc!'-ultadu~ uhtcnidus en el pre~cntc trahajo coc1H.:iUcn con lns 

reportados por Delgado ( 1990) para los mismos compuestos pero a través del uso 

tk c¿lulas som•Íticas lk la~ alas de rt:luciún con d protocolo que cmpka cc!lulas 

somaticas.del ala de D. mdaiwgt1;rer, debido al número diforente de células blanco 

en el ojo (800 omatidias) y el ala (24 400células) y el uso de diferentes marcadores 

genéticos no es posible hacer una comparación detallada de las frecuencias de 

inducción encontradas para ambos si~h!mas. 

En resumen, la prueba de mutación y rocombinaci<in en células del ojo en 

Drosoplrílu mdwwgasrer es repetible en su respuesta pues los resultados de los 

difc!rcntcs c:xpc:=rimcntos son consistentes; es sc:n~ibk a bajas conct:ntraciones de 

mutágenos, es un bioensayo prometedor en el campo de la toxicología para la 

detección de sustancias genotóxicas. Se espera que la prueba de SMART tanto en 

ala como en ojo se incorporen a las baterías de prueba para disponer de un sistema 

en el monitoreo ambiental en México para la detección de sustancias genotóxicas. 



V. CONCLUSIONES 

1) SMART demostró ser sensible a los diferentes 

mutágenos de referencia. El orden de respuesta fué: 

MMC > MMS > DMN >DEN> 11-PLen hembras y 

MMS > MMC > fl·PL > DEN > D.\IN en machos. 

2) Este sistema mostró ser repetible en la respuesta. 

3) Párá MMCla comparación de la respuesta obtenida en 

ambos sexos permite estimar si el mecanismo de acción 

se debe principalmente a eventos de mutación y 

delección o bien a recombinación mitótica. 
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Fig. 1 Rutas de exposición, distribución y excresión de sustancias en el hombre (Tomado de 
Klaassen, 1975). 



Fig.2 Ciertos agentes químicos provocan alteraciones en la doble 
hélice de DNA alquilación de una de las bases (I); 
distorsiones menores (2) provocadas por hidratación o 
ausencia de una base; distorsiones mayores (3) por 
inserción de un aducto, la unión entrecruzada de dos 
filamentos o de un filamento y una proteína, roturas de un 
solo filamento ( 4) o de dos (5). Cualquier alteración 
estructural afecta a la función del DNA (tomado de Obe y 
Natarajan, 1982). 
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Fig. 3 Caracteristicas de Drusophila melanogaster. 

1.- Es el cucariuntc mejor conocido genéticamente 

2.- Se pueden realizar estudios in. \•h·n sin \'Ílro. 

3.- El cicln de vido es curto oproximodomente 9 o 10 dios o 25ºC y uno 
humedad rclnti\'n del 60%, in\ulucru un periodo de embriogénesis 
cumplcto dentro del huc\'111 y una secuencio de estudios lnrvnlcs que 
dcrh·nn en unu metamorfosis completa de In que finalmente surge un 
imagouadulto. 

4.- Tiene cuatro cromosomas pcñcctamcntc mupcados 

s.. La presencio de un paquete enzinuitico en la fracci1in microsómico muy 
semejante al del hígado de mamíferos, permite In bintransfurmnción i.!! 
,·h·o de los compuestos (Uuurs,E_ !!11980) 

6.- Se conoce el tiempo de su gnmetogéncsis; se tratan estados pre y 
postmeiúticos para evaluar la respuesta en cada una de las etapas de esta 
(Chundley y llateman 1962). 

7.- Se mantiene en cspudos reducidos y un costo de moderado a bajo 

8.- Se obtienen poblucioncs grandes: 500 organismos por pareja 

9.- Dimorfismo sexual positi\·o hacia In hembra. 

10.· Tipo de oxpusici1ín: de aguda n crúnica. 

11.· Se pueden realizar estudios en células somáticas y células germinales. 

12... Los agentes u probar pueden administrarse por alimentación, inyección o 
en forma gaseosa, esto depende de lns propiedades físico-químicas del 
compuesto J de los objeti\'os del trabajo a realizar. 

13.- Existe una gran cantidad de líneas con marcadores genéticos que permiten 
In emluaciún de gr.in mriedad de efectos génicos y cromosómicus. 

(Vogel 1974, Kilbey et. ni, 1981 y Rudriguez- Arnniz 1982). 
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Fig.4 Eventos recobrados en la prueba de pérdida crornosórnica 
(Tomado de Abrahmson y Lewis, J 971). 

CRUZA PROGENITORA Y PROGENIE REGULAR 

p y'lw•1y1w• X y/BªYy" 
Cuerpo amarillo 
Ojos color durazno 

y'wª/y 
Cuerpo amarillo 

EVENTO GENETICO 

Pérdida del.brazo 
largo del Y. 

Pérdida del brazo 
corto del Y. 

Pérdida de los 
Marcadores del Y. 

GENOTIPO 

y 2wª/Yy' 

y 2w"/B"Y 
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Ojos en Barra 

y 2wª/B"Yy' 
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~ FENOTIPO 

o w•. Ojos color durazno. 

o y'wª/B'.Cuerpo amarillo 
ojos en Barra color 
durazno. 

d' y 2w• .Cuerpo amarillo con 
pelos y cerdas negros / 
ojos color durazno. 

No disyunción y y 2w•/y/B"Yy' 
B'.ojos en Barra. 

y 2wª/O 
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y'w'. Cuerpo amarillo con 
pelos y cerdas negros, 
ojos color durazno. 



Tratado 

Cruza parental 
Y¡\ ~; wa J!¿ B 

wa B X 
A 

! 
B 7 

;¡) .. ¡{ 
)! 

wª V B 

F, wª B X 
e 7 

1 Hembra por vial l ~ )J) wª 
;p 

B wª 
;p 

B 

F, wª B ~a B 
7 7 

D 
No aparece si se induce E! Para confirmar 
una mutación letal 

Forma del ojo: B o B/B 8; Bl+D: +O 

Fig. 5 

Fa Color del ojo; D Apricot •Silvestre 

PRUEBADELETALESRECESIVOSLIGADOSALSEXO. 
Los machos sil\·estres tratados (B) son cruzados 
individualmente con hembras vírgenes Base (A). Las 
hembras de la F1 (C) se colocanindividualmenteenviales 
con machos Base. Se revisa la F, para la presencia o 
ausencia de machos de tipo silve;tre (D). Los posibles 
letales se comprueban en F3 cruzando las hembras (E) con 
machos Base. ('fomado de Lee tl al. 1983). 
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. CLON DE CELULAS DAÑADAS 

Fig. 6 Producción de un clon de células alteradas mediante división mitótica. 



Fig. 7 Estadío lan·ario y pupal de Drosophila melanogaster. A: 
primero B: segundo, C: tercer estadío larvario D: pupa E: 
imago (Tomado de Demerec 1963). 



gs 

-11:1-<r-- pv 

m.~1!<'->t-+- lm 

ip 

Fig.8 Moñología de una larva madura: ganchos bucales (gb), 
faringe (1), dueto salival (ds),esófago (e), glándula salival 
(gs), proventriculo (pv), intestino medio (im), tubos de 
malpigl (tm), intestino posterior (ip), ano (a).(Tomadode 
Demerec, 1965). 
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Hou1s después de la 
emergenclu 

,Tejido 

Ghínduln llnfÍlticn 
Testículo 
Ovario 
Disco del ojo 
Disco del ala 

Cerebro. 

Disco del halterlo 
Gl&nduln protoráxlcn. 
Disco de la antena 
Disco de las patas 
Disco genilnl 
Disco lablnl 
Disco dorsnl proloráxlca 
Anlllo lman•I del lnh:atlno 

Epidermis lsrvaf 
Corpus allntum 
Corpus cardlacum 

Primer segundo 
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11~~ 
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Anillo de la glánduln salivnl !..-----------------, 
Epitelio del Intestino lsrvsl 
Tubulos de Mnlplgl 
Músculos 
Cuerpos grasos 
Cornz6n 

O Sin división celulnr 

~ Pocas célulss en dlvlsi6n 

• Muchos célulns en división 

Fig.9 Patrones de divis;ón celular para varios tejidos larvales e 
inrngales durante el desarrollo de la larva de Dro.mpliila. 
(Tomado de Gilbert, 1990). 
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Fig.10 

·~ 

···::.~.;,·/ 

Localización y identificación de los discos imagales de 1 a 
larva madura; disco labial (lb), tráquea (tr), disco de la 
antena (a), disco del ojo (e), discos del primer par de patas 
(11), segundo par de patas(l2), tercer par de patas (13), 
disco del ala (w), disco del halterio (h), testiculo (t), ovario 
(o}, disco genital (g). (Tomada de Demerec, 1965). 
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Fig.11 El ciclo de Yida de Drosophila, todos los tiempos son a 25' C. (Tomado de Roberts, 1986). 



Fig.12 

discos para: 

Adulto de 
labial illl2Ji.allhllA 

antena 

ofo 

pata 

ala 

halterlo 

genital 

Metamorfosis 

Los discos imagales de Drosophila melanogaster darán 
lugar a las diversas estructuras del adulto por una serie de 
divisiones mitóticas. (Tomado de Gilbert, 1990). 
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Flg. 13 Esquema de la composición celular de un ojo de adulto 
deDrosophi/a me/anogaster. CC: células de la córnea, CO: 
córnea, CR: cristalino, CS: células sensoriales, R: 
rabdomero, CP: células pigmentarias, N: nervio. (Tomado 
de Vogel f! fil.,1989). 
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ce~~~r-cpp 
B 

--------
R--_.._ ... 

~@=cps 
\_ :·: R 

r 

6!_~Cps 

G~ncp 
~~R 
e 

D 

nr8 ---ifi...l¡¡jjlll 

n~~·A 
®=R 

E r 

Fig. l 4 A. Diagrama de una omatidia aislada de un adulto. cerda (ce), 
córnea (<:), pseudocono (ps), células pigmentarias 
primarias (cpp), núcleo de la célula del pseudocono (ncp), 
célula pigmentaria secundaria (cps), núcleo de la célula 
retinula (nr), retinula (r), núcleo de la septima retinula 
(nr7), rabdornero (R), núcleo de la octava retinula (nr8), 
membrana basal (mb), región postretinal (rp) y neuronas 
monopolares (nm). B-E cortes transversales en distintos 
niveles de la omatidia. (Tomado de Demerec, 1965 y Clayton, 
1952). 
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Fig.15 Frecuencia de clones producidos 
por edad (1000 R de rayos X) 

(Tomado de Würgler y Vogel 1986). 
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w+ 

1 célula 
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wi = w ~~~~~ 

w = 
silvestre 

white 

Fig. 22 Formación de clones "white" por recombinación mitótica. 
(Tomado de Vogel fil_ al. 1989). 
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Formación de clones w/w por pérdida de un cromosoma, 
delección e inducción de una mutación puntual. (Tomado 
de Vogel fil al. 1989). 
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Fig. 24 Fórmulas de los compuestos empleados. 



Fig. 25 CARACTERISTICAS DEL PROTOCOLO SMART EN 

OJO. 

Organismo empleado: 

Ensayo: 

Líneas: 

Cruza: 

Genotipo en la Fl : 

Células somáticas analizadas: 

Vía de administración: 

Sincronización: 

Tipo de tratamiento: 

Control: 

Repeticiones: 

Detección de Genotoxicidad: 

Analísis estadístico: 

Drosop/Ula melanngaster. 

Somatic Mutation And Recombinatioo Test 
(SMART) 

y (yellow) y w (white); marcadores del 
cromosoma X. 

hembras vírgenes y/y X machos w/Y 

hembras heterócigas y + / + w 

machos hemícigos y + /Y 

células pigmentarias primarias. 

Alimentación a larvas de 72+4 horas de 
edad. 

Durante 8 horas 

Agudo durante 6 horas 

sacarosa al 5% 

Dos 

Número y tamaño de manchas. 

Chi cuadrada para proporciones. 
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Fig.26 Ilustración de las diferentes formas de manchas chicas: 1, 
2 y 3 omatidias afectadas. (Tomado de Vogel ~al. 1989). 



Fig.27 Probabilidades de error (P) para cada uno de los cuatro 
posibles diagnosticos (positivo, negativo, debíl positivo e 
lnconcluyente).(Tomado de Freí y Würgler. 1988). 

Ha 

Hipótesis aceptada rechazada 
1-/3 f3 

Ho Inconcluyente Negativo 
aceptada p = (1-0'.)(1-{3) P = (1-a)/3 

1-a = 1-a-¡3+af3 = {3-af3 

rechazada Positivo Débil positivo 

a P =a (1-.B) p = a..B 
= a.-af3 
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Fig. 28 Frecuencia de manchas inducidas 
por DMN en larvas de 72 hrs. 

(Tratamiento agudo). 
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Fig. 29 Distribución de manchas inducida 
por DMN en larvas de 72 hrs (Hembras). 
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Fig. 30 Distribución de manchas inducida 
por DMN en larvas de 72 hrs (Machos). 
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Fig. 31 Frecuencia de manchas inducida 
por DEN en larvas de 72 hrs. 
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Fig. 32 Distribución de manchas inducida 
por DEN en larvas de 72 hrs (Hembras). 
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Fig. 33 Distribución de manchas inducida 
por DEN en larvas de 72 hrs (Machos). 
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_ Fig. 34 Frecuencia de manchas inducidas 
por MMS en larvas de 72 hrs. 
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Fig. 35 Distribución de manchas inducida 
por MMS en larvas de 72 hrs (Hembras). 
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Fig. 36 Distribución de manchas inducida 
por MMS en larvas de 72 hrs (Machos). 
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Fig. 37 Frecuencia de manchas inducidas 
por 8-PL en larvas de 72 hrs. 
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Fig. 38 Distribución de manchas inducida 
por 8-PL en larvas de 72 hrs (Hembras). 
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Fig. 39 Distribución de manchas inducida 
por 8-PL en larvas de 72 hrs (Machos). 
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Fig. 40 Frecuencia de manchas inducidas 
por MMC en larvas de 72 hrs. 

(Tratamiento agudo). 
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Fig. 41 Distribución de manchas inducida 
por MMC en larvas de 72 hrs (Hembras). 
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Fig. 42 Distribución de manchas inducida 
por MMC en larvas de 72 hrs (Machos). 
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TABLA J. CLASIFICACIÓN DE MUTÁGENOS AMBIENTALES 

Grupo l.. Sustancias mutagénicns sintetizadas por el hombre y usadas 
directamente en condiciones especificas. 

FARMACEUTICAS PESTICIDAS ADITIVOS CONTAI\UNANTES 
BIOLOGICOS 

Agentes antitumores Insecticidas Alimentos 
Antibioticos Herbicidas Otros 
Narcóticos Raticidas (cosméticos) 
Anticonceptivos Fungicidas 
Excipientes Moluscicidas 
Anestésicos Nematicidas . 

Grupo 11,- Sustancias mutagénicas usadas en In industria o presentes en el 
ambiente como subproductos Industriales. 

A •• Agentes alquilantes industriales. 
B •• Solventes orgánicos, compuestos organo-metálicos. 
C.. Contaminantes del agua. 
D .• Contaminates del aire. 
E.. Metales pesados. 

Grupo 111.· Sustancias mutagénicas de origen natural. 

A.· Alcaloides 

Tomado de Moutschen (1985). 

B.· 
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Productos del metabolismo 
microbiano. 



TABLA II. CLASIFICACIÓN DE PRUEBAS DE MUTAGÉNESIS 

Grupo 1: Pruebas deslinodos o detectar lesiones o ni>'CI molecular: 

En ADN de origen diverso con o sin adición de fracción microsomal. 
En la sintesis de ADN sin patrón. 

En las proteínas, p.e. hemoglobina. 

Grupo II.- Pruebas diseñados para detectar mutaciones a nivel celular. 

Fagos 
Bacterias: 
Levaduras: 
Hongos: 

DIRECTOS 

ORGANISMOS INFERIORES 

Esc/1eric/1ia coli, S11/mo11e/a 1ypliim11rium etc. 
Sacch11romycescere1·isiae,Sc/1izosacc/1aromycespombe. 
Ne11rospora crassa y otras especies.Aspergi//11S 11id11/a11S, 
varias especie de Penicilliwn, Sordarin brevicollis. 

Protozoarios: Paramecium aurelia, Tetra/Jymena pinfomre, etc. 

ORGANISMOS SUPERIORES 

Plantas: Moiz (mutantes cerosos en células del polen). 
Cebado (mutantes cerosos en células del polen). 
Trodescontia (mutaciones en los pelos estaminales). 

Mamíferos: Conejo (células cultivadas in vitro). 
llomster Sirio (células cultivadas in vitro ). 
llamster chinos (células cultivadas in vitro). 
Ratón (células cultivadas in vitro y pruebas de 
mosaisismo) 
Hombre ( células cultivadas ill vitro, deteccion 
inmunologica in vivo de sangre y esperma 
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Grupo U.- Pruebas diseñadas para detectar mutaciones a nivel celular. 

Conejo: 
Ratón: 

Rata: 
Hamster: 

(continuación) 

INDIRECTOS 

Ensayos via el hospedero. 

Salmone//a t;pilynum·um, Neurospora crassa. 
Salmonella Typilim11ri11111, Neurospora crassa, 
Scl1izosacc/111romyces pombe. 
Salmone//a l)p/1im11ri11m, Neurospora crassa. 
S11/mo11e//a l)plri11111nº11m. 

Grupo JU.- Pruebas diseñadas para estimar el daño cn1mos6mic0Jnducido 
(efecto clastogénico). 

. In.. vitro ..· · .. •.-' 

Plantas: Tr11descc1111i11 (granos de polen) 
Trillum (granos de polen) 
Zanahoria, Nicotiana, etc (varios cultivos de tejido 
diploide) 

Animales: Númerosas líneas celulares de conejo hamster Sirio y 
chino, rata, ratón y humano (incluye tejido maligno) 

ln.ili'.2 .. '. 
,· -...,~, : ' 

Plantas: Cebada (raiz) 
Cebolla (raiz) frijol ( raiz) 
Tradescamia (granos de polen, células madre del 
polen y raiz ) 
Trilliwn (granos de polen y células madre del polen) 

Animales: Ratón, rata, criseto (espermatogenesis, médula osea) 
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Grupo IV.· Pruebas de mutagenicidad a nivel del organismo completo. 

Plantas: Cebada (mutantes de clorofila, esterilidad inducida) 
!llalz ( mutantes de clorofila) 
Arabidopsis tha/iana (mutantes de clorofila) 
Trigo (varios mutantes) 
Chícharo (varios mutantes) 

Animales: Drosophila (Letales recesivos ligados al sexo, ~ 
Muller-5) 
llabrobracon (Letales autosomicos recesivos) 
Gusano de seda (mutaciones inducidas en oocitos) 
Ratón: la prueba de mutación de locus especifico, 
prueba de letales dominantes, No disyunción 
cromos(lmica, Letales recesivos ligados al sexo, 
Translocaciones heredables (hemisterilidad). 

Tomado de l\lotschen (1985) 
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TABLA lll. PROTOCOLO EMPLEADO PARA LA PRUEBA DE 
MUTACIÓN Y RECOMBINACIÓN SOMÁTICA. 

a) Prueba de ala b) Prueba de oio 

Cruza: 9 mwh/mwh X ó flr/TM, Ser 9 y/y X ó w/Y 

Edad de las larvas al tratamiento: 72 + 4 horas 

Duración del tratamiento: 6 horas 

Control: Sacarosa al 5\ 

Tamaño de muestra: 80 alas 

Células somáticas 
analizadas: Tricomas 

Registro de datos: mancha chica 
mancha grande 
mancha doble 

6 horas 

500 ojos 

Células pigmentarias 
primarias 

mancha 1-8 
mancha > 8 

Analisis estadistico: Chi cuadrada para proporciones. 
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TABLA IV. COMPARACIÓN DE SLRLT vs SMART 

SMART SLRL :\~'.~ 
Duración: 10 días Tres meses 

Edad ni 
Tratamiento: Larvas Adultos 

Generación Generación 2 generaciones después 
nnnlizndn: trotada del tratamiento 

Tipo de células Cel. somáticas Cel. de In linea germinal 
expuestas de los discos del macho 

lmngnles 

Blancos lo2loci 800 genes 

Eventos 
Géneticos lnespedlica: lnespedlica 
terminales mutación génica mutación puntual 

delección nberrnciones 
aberraciones cromos6micas 
cromosómicas 
recombinoci6n 
mitótica. 

(Tomado de Kng( tl !!11990). 
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TABLA V. TAMAÑO DE CLASES DE MANCHAS MOSAICO QUE 
PUEDEN APARECER DESPUÉS DE TRATAMIENTO 
CON MUTAGÉNOS. 

Estado Embrión ler 
estadio 

Duración (h) 20.5 22 

Células 
precursoras 
deomotldlas 20 

Divisiones 
mitóticos 2-3 

Tamaños de 33-64 
clase 65-128 

128-256 
256-512 

(Tomado de Vogel tl !!11989). 
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2do 
estadio 

21 

150/200 

3 

3er 
estadio 

44 

800 

4 



TABLA IV. RESULTADOS OBTENIDOS CON LA PRUEBA DE 
SMART EN OJO DE Drosophila melanogaster 

Conc. No de 
ojos 

HEMBRAS 

ojos con No de free. Fx104 
manchas manchas manchas 

·' ·' 1 
Tamaño 

· promed •. 

Conlrul (sacarosa 5%) 

1118 94 107 0.09 0.7 4.03 

DMN 
0.5 283 37 
J.O 229 65 
12.5 291 164 
25 128 115 

DEN 
1 317 
5 296 
10 373 
20 262 

MMS 
0.05 
0.10 
0.5 
1 

33.93 3 
89.39 3.6 
214.9 4 



1· M A 

Con c. No de ojos con 
ojos manchas 

Control (sacarosa 5%) 

839 
DMN 
0.5 172 
1 193 
12.5 100 
25 30 

DEN 
1 
5 • 
!O 
20 

Ml\IS 
0.05 
0.10 
0.5 
1 

11-PL 
25 
50 
100 

l\ll\IC 
0.3 
0.6 
1.2 

54 

e H o s 
No de l'rec. Fxto4 Tamaño 
manchas manchas promed. 

67 o.os 7.4 3.69 
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