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' RESUMEN

La induccién de manchas en las alas de 'V'Dtosophilva
melanogaster que es la expresion fenotipica de una de 1as-prueiaas
de mutacién y recombinacion somadticas (SMART) permitid evaluar 155
efectos producidos por algunos hidrocarburos aroﬁaticos
policiclicos (HAP), utilizando las cruzas estandar (E).y de alta
biocactivacién (AB). Larvas de 72 h de edad fuero.n tratadas
crénicamente c¢on diversas concentraciones  de: Naftaleno, 1-
Nitronaftaleno, 1,5-Dinitronaftaleno, Antraceno, 9%-Nitrean:iraceno
y Fenantreno. El testigo negativo fue 5% Tween 80 y 5% Etanol y
los testigos positivos: 7,12-Dimetilbenzo(a)antraceno (DMBA) y N~
Nitrosopirrolidina (NNP). El procesamiento estadistico se hizo por
medio de la prueba d» x2 con la correceitn de Yates y del programa
de cémputo de Wirgler y Frei con P = 0.05. Los tipos de manchas
analizados fueron simples (mwh ¢ flr) chicas (1 a 2 ceélulas) y
grandes (m&s de 2 ceélulas) y dobles (mwh y flr). Las manchas
simples (chicas o grandes) se originan por mecanismos de mutacién
génica, delecién, recombinacién y no disyuncién, y las dobles
dnicamente por recombinacién. Con todas las sustancias y sus
concentraciones probadas, las manchas simples chicas fueron 1las
mAs abundantes y aportaron la mayor contribucién a las manchas
totales. La respuesta siempre fue mayor para la cruza de alta
bicactivacién (AB) que para la estdndar (E). En la cruza E, las
manchas totales originadas por Naftaleno, 1l-Nitronaftaleno, 1,5-

Dinitronaftaleno y Antraceno presentan al menos dos concen-
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traciones positivas; para wanchas simples chicas y totales s6lo el
9-Nitroantraceno provocd respuesta positivaen todas las
concentraciones y dnicamente el Fenantreno fue totalmente
negativo. Con la cruza AB, todos los HAP fueron positivos para
manchas simples chicas y totales, exceptuando en estas tltimas a
la concentracién mAs alta de Antraceno y a la de 5 mM de 95-
Nitroantraceno (ademads las dos mayores de este compuesto fueron
dudosas), en esta misma cruza, el tnico compuesto de todos los
probados que ademads de manchas simples chicas, indujo grandes y
dobles fue el Naftaleno, lo que demuestra su actividad
recombinagénica. Las frecuencias para manchas totales obtenidas
con 1,5-Dinitronaftaleno en aquellas concentraciones en que hubo
respuesta positiva en 1la cruza E, son equivalentes a 1las
observadas con las mismas concentraciones en la AB.

En general, Naftaleno, Antraceno y Fenantreno se manifiestan
mediante la prueba SMART como mutAgenos indirectos mientras que
sus derivados nitros son de accién directa, aunque para el 1-
Nitrdnaftaleno, la activacién metabdlica incrementa sus efectos
mutagénicos, lo gue significa que se comporta también como

promutageno.
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INTRODUCCION

En algunos ambientes la contaminacién es de tal magnitud que
se hace urgente la proteccién del hombre, de los animales y de las
plantas contra sus efectos nocivos. Es importante para ello
identificar las sustancias que producen estos danos y el
conocimiento de la frecuencia con la que aparecen en el medio; se
sabe que en el aire y en los alimentos existen compuestos téxicos
que pueden afectar 1a salud humana, algunos de ellos pertenecen a
la clase quimica de los hidrocarburos aromdticos policiclicos
(HAP) y cumplen con los criterios para clasificarlos como
peligrosos, es decir, se distribuyen ampliamente en la atmésfera y
en varias especies animales han demostrado su capacidad de inducir
cancer (Grimmer 1983). Sin embargo, no todos los HAP a los que
puede estar expuesto el hombre han sido estudiados a fondo, a
pesar de que éstos y los é6xidos de nitrégeno estan presentes en la
combustién incompleta de los derivados del petroleo (Pitts et al.
1978, Rosenkranz et al. 1980), de estos dltimos se calcula que se
descargan anualmente en la atmésfera 3 millones de toneladas como
resultado de las actividades antropogénicas (Tong y Karasek 1984,
Carey 1986) y aproximadamente 1000 toneladas de HAP, pero en las
Areas industriales el volumen puede llegar a ser hasta 10 000
veces mAs alto que el encontrado en las ciudades (Haugen et al.
1988). En investigaciones realizadas con diferentes muestras de
fases gaseosa y particulada se obtuvieron los siguientes HAP,

detectados con cromatografia de gases y con espectrometria de



masas, que de acuerdo con. su ‘abundancia fuero‘n: “Naftaleno:>,.

Fluoreno > Fenantreno > Fluo'ranyfg.nvo' .‘l'-{i'x"e:ric':'_&z; »Bg'nzro(a)pir'enc
(Henderson et al. 1980, 1981, Arey g;'gl..199éf}' ,‘ : )

Numerosos compuestos ‘aromaticos: y:' sus . nitroderivados son
mutagénjicos para Salmonella typhimurium Y éaréinoqéhicos en animales
experimentales .(Miller et al. 1955, Deichmann et  al. 1958, Cohen
et al. 1973, McCann et al. 1975, Rosenkranz y Speck 1975, Yahagi
et al. 1975, Clayson y Garner 1976, Chin et al. 1978, Chiu et al.
1978, Wang et al. 1978, Takahashi et al. 1979). Probablemente el‘
efecto producido por los nitro HAP se debe precisamente a la
reduccién de dicho grupo (Blumer et al. 1980).

El Naftaleno es uno de los més abundantes, debido a su
pequeno peso molecular no se encuentra en la fase particulada pero
si en la gaseosa de los aerosoles, ademds se sabe que provoca
envenenamiento por inhalacién, ingestién o absorcién a través de‘
la piel, causando nduseas, vémito, dolox.; de cabeza, fiebre, anemia
hemolitica, necrosis hepAtica, convulsiones y coma. Es téxico para
las larvas del sapo de unas de Sudé&frica (Xenopus laevis), éste
organismo ha sido utilizadec para detectar la toxicidad de metales
pesados, plaguicidas y otras sustancias (Edmisten y Bantle 1982).
Cuando se pone al lenguado (pParophrys vetulus) en contacto con
sedimento contaminado con aceite crudo, se observa que dicho pez
almacena el Naftaleno en sus tejidos (Varanasi y Gmur 1981); en
otro estudio, también con lenguados (pPlatichthys stellatus), se hizo
evidente su toxicidad y la dificultad para excretarlo (Gruger et

al. 1981).



I:fntre ‘los nitroderivados del Néftaleno se pueden mencionar
al 1-Nitrqnaftaleho Y al 2-Nitronaftaleno gque son mutagénices, con
‘y~sih ,'Ac_tiQacion metabdlica, para salmonella typhimurium TA98 y TA1l00
(McCann et al. -1975, Benkendorf 1978, Wang et al. 1978, El-Bayoumy
Ltg_l 1981). Del primero también se conoce la accién de uno de
. sus metabolitos, N-Hidroxi-l-naftilamina, que induce tumores en
animales experimentales (Poirier y Weisburger 1974, Johnson Yy
Cornish 1978, El-Bayoumy y Hecht 1982). No produce cAncer ni es
téxico en raéones Yy en rat&s por via oral (National cancer
Institute 1978), sin embargo, la inyeccién intraperitoneal en
éstas tltimas provoca hepatotoxicidad y necrosis de las celulas
claras del pulmén (Johnson gt al. 1984, Rasmussen 1986). No hay
datos que demuestren su carcinogenicidad en humanos (IARC 1987).

Los aductos de ADN formados por 1-Nitronaftaleno son
guimicamente distintos de los que se derivan de 2-Nitronaftaleno y
para que éstas sustancias expresen su mutagenicidad, se requiere
que las hidroxilaminas sean reducidas; las diferencias
cuantitativas y cualitativas en la respuesta mutagénica pueden
deberse a esos aductos, que se identifican al seguir la reaccién
de hidroxil-amino-naftalenos con ADN (McCoy et al. 1981).

El 1,5-Dinitronaftaleno es mutagénico para Salmonella
typhimurium TA97 y TA98 y para Escherichia coli PQ37 (McCoy et al.
1981, Tokiwa et al. 1985), se encuentra en muestras obtenidas de
la combustién de dos tipos de quemadores (gas y petrélec licuado)
y de un calentador de keroseno, sin embargo su mutagenicidad es

muy baja (Tokiwa et al. 1985).



Otro de’ 1os HAP que se: halla en el amblente es el Antraceno

arcinoqenicos al aplicarlo a’‘la piel de':»'

que no causa efectosf

'ratones (Kennaway 1924a b,,Maisin g_‘; _g_l 1926, 1927, Pollia 193
Schm!hl 1955, Salaman y Roe 1956, Hynder Yy Hoffmann 1959, Sc . :
1973,  Forbes ‘et al. 1976, Scribner y Stss 1978). No induce:
transformaciones neoplasicas en lineas celulares de rétan,‘éufd'y i
criceto (DiPaoclo et al. 1972, 1973, Evans y DiPaolo 1975, Pienta. )
et al. 1977). En otros trabajos, cuando la administracién es oral
o intrapulmonar, tampoco hay indicios de carcinogenicidad (Boyland
y Burrows 1935, Pollia 1941, SchmMhl 1955). No hay datos acerca de
su teratogenicidad. E1 contacto humano con este compuesto es por
fumar cigarros, inhalar aire e ingerir comida o agua contaminadas
(IARC 1983). Del 9-Nitroantraceno, que es un nitroderivado de
este, no se tiene informacién con respecto a su carcinogenicidad
en animales, ni tampoco de su efecto téxico, ni en la reproduccién
ni en la toxicidad prenatal, o sobre su distribucién, absorcién,
excrecién y metabolismo. No se han descrito casos de estudios
epidemiolégicos o de carcinogenicidad en humanos (IARC 1987).

Uno de los isémeros del Antraceno es el Fenantreno que
ccasiona fotosensibilidad en la piel 'y la LDgg en ratones es de
700 mg/Kg por via oral (Index Merck 1990).

Debido a que el hombre se encuentra expuesto a gran cantidad
de contaminantes como los HAP mismos que pueden ser mnutagénicos
y/o carcinogénicos, es importante conocer los efectos genéticos
producidos por estos mediante el emplec de sistemas de prueba gque

sean rapidos, eficientes y de bajo costo, con este objetivo se




trabéjé priﬁﬁiéalménﬁe’ con “la prueba de Ames con diferentes cepas
de ;almcnélla typhimux'rium.‘ Sin embargo, es necesario llevar a cabo
estudios de esta naturaleza también en eucariontes. Un organismo
‘sumamente sensible que ha sido ampliamente utilizado es bDrosophila
melanogaster, que reune caracteristicas importantes como presentar
un ciclo de vida corto (10 dias a 25 + 1° y 60% de humedad) y
consiste en: huevo (1 dia), larva de primer estadio (1 dia), larva
de segundo estadio (1 dia), larva de tercer estadio (2 dias),
prepupa (4 h) y pupa (4.5 dias); en un espacio reducido se tienen
muchos individuos, el medio de cultivo se elabora facilmente y su
costo no es excesivo. Ademads posee un complejo microsémico (P-450)
gue puede activar o inactivar las sustancias extranas que le son
administradas (Baars et al. 1980, Clark 1982, HAllstr®m et al.
1984, 1987).

Se han desarrollado métodos con éste organismo gue permiten
examinar un amplio espectro de eventos genéticos relevantes como
son: mutaciones recesivas 1letales (o visibles), deleciones,
ﬁrans’locaciones, pérdida de cromosomas, induccién de letales
dominantes, no disyuncién y recombinacién, en otras palabras,
comparade ¢on otros organismos que detectan un sélo tipo de evento
genético, oDrosophila melanogaster es mds versAtil para andlisis de
genotoxicidad.

Hasta hace algunos anos, la prueba m&s utjlizada era la de
mutaciones letales recesivas ligadas al sexo, por su sensibilidad
y especificidad para discriminar entre nutAgenos y no mutadgenos,

sin embargo, para su realizacién se requiere de ma&s de dos



antidad de material Yy personal capacitado.

nltimos diez anos, se han desarrollado nuevos

i letaleé recesivas ligadas al sexo, pero que es suficiente para que

) se 1leven a . cabo en una gener ién de o»or hila melanogaster,
ademds de gue el costo para su realizacién es mucho menor. Estas
ée denominan pruebas de mutacién y recombinacién scmaticas (SMART)
usando los discos imagales de las alas y los ojos (Graf et al.
1983) . Detectan actividad genotéxica de agentes quimicos que
inducen diferentes tipos de mutaciones ademds de recombinacién
mitética (Vogel et al. 1980, Graf et al. 1984, Wlrgler y Vogel
1986, Graf et al. 1989, Van Schaik y Graf 1991).

En el ensayo SMART con las alas de Orosophila se usan larvas
transheterocigéticas para los marcadores del cromosoma tres: mwh
(pelos maAltiples) y flr3 (pelos en flama). Con el objeto de
conocer la actividad de los promutdgenos por la via del citocromo
P-450 que interviene en el metabolismo, Fr8lich y Wdrgler (1989)
construyeron dos nuevas lineas que incluyen a lo0s cromosomas uno y
dos de la linea Oregén R(R) resistente al DDT (Dapkus y Merrell
1977), la cual se caracteriza por tener niveles elevados de
citocrqmo P~450 (H¥llstr®m y Blanck 1985).

En un estudio reciente se ha demostrado que la prueba en las
alas de Drosophila, permite el andlisis de los efectos de extractos
de aeroparticulas provenientes de los filtros de ventilacién de
edificios (Graf y Singer 1989). Considerandc que dichos extractos

presentan actividad genotéxica, es importante conocer los efectos



puestos que estan mclu;dos en estos. A este respecto,

ido negativos (Graf g___ g_;’ 1991)
on: los an ecedentes anteriores Yy considerando que entre los

Vcontaminantes ambientales con mayor actividad genotéxica se

enquentran los HAP y sus nitroderivados, en esta investigacién se
evalud el efecto genético del Naftaleno, 1-Nitronaftaleno, 1,5~
Dinitronaftaileno, Antraceno, 9-Nitroantraceno Y Fenantreno
mediante 1la prueba de mutacién y recombinacién en las células
somAticas de las alas de Drosophila melancgaster, empleando para ello

las cruzas estdndar y de alta biocactivacién.




MATERIALES ¥ METODOS

. Las sustranrc.flras émplééda$ en’ este trabajo: fueron

- Tweé‘ht‘ 80 (éigma) . Et_anol v(rsag:)‘ce}:), 9, 12-Dimetilbenzo (a)
‘antracenio ' (DMBA), N-Nitrosopirrolidina. (NNP), Naftaleno, 1-
';'Nit‘rbn;'aft':;aleno, 1,5-,-Dihitrbnaf§:aleho, Antraceno, 9-Nitroantraceno,
Penantreno ttodos ellos de marca Fluka), Carrageninas (Liangel y
Gelamix), Acido propiénicok (Backer) , Nipagin, M>dio Instantdneo
‘para Drosophila {(Carolina Biological). Las férmulas de los
compuestos quimicos se muestran en la Fig.1 y sus caracteristicas

son. las siguientes:

Naftaleno

Solubilidad: insoluble en agua; es posible disolver 1 g en
13 ml de metanol o etanol, en 3.5 ml de benceno © tolueno, en 8 ml
de aceite de oliva o en 2 ml de cloroformo o tetraclorurc de
carhono, muy soluble en éter, hidronaftalenos y en mezclas de
aceites voldtiles.

Uso: en la manufactura de colorantes, resinas sintéticas,
celuloide, hidronaftalenos (utilizados como disolventes, en
lubricantes y en combustibles para motores). Como antiséptico,

antihelmintico y vermicida en gatos (Index Merck 1990).



dietilico, cloroformo  (Windholz 1983),

1985)

“sirve:para quitar . la fluorescencia de losiaciéitr

‘1-Nitronafta ],eno: B e

“.golubilidad: insoluble: en ! agua,’ sol

‘“Uso: es un intermediario qulmic,o“

‘dfoggé; perfumes, - plaguicidas, colbranﬁes y i caucho’“sintetico;”

‘r;y:!ﬁer Vi.esr‘,r('sﬁaié y ;

Lewis 1987); es preservador de la madera y}fuhéicidé (kasperczak
y - Lutomski 1973, Dominik 1978}.° Nishioka _e;t g:}.‘ {1982) - lo
detectaron en los desechos de maquinaria  pesada’ de ‘diesel y'
Liberti et al. (1984) lo encontraron en la fase gasecosa de los
desechos del diesel. En un experimento de laboratorio, ‘'se formé
18% ‘de 1-Nitronaftaleno debido a una reaccién de nitracion de
Naftaleno, a temperatura y presién atmosférica del ambiente (Pitts
g; al, 1985), también se ha visto, gque cantidades significativas
de .‘l1=-Nitronaftaleno resultaron de la reacci¢én de Naftaleno con
pentéxido de nitrégeno (Pitts 1987). Se ha descrito su presencia,
aungque a bajas concentraciones, en el aire (Ramdahl y Urdal 1982,

Ramdahl et al. 1982, Brorstr®m-Lundén y Lindskog 1985, Wise et al.

‘1985, Arey et al. 1987).

1,5-Dinitropnaftalenc
Solubilidad: practicamente insoluble.

Uso: no se tienen datos.



.‘es. posible disolver 1 g en
62 m1 dé,banceno, en 85 ml de

Vlﬁi::de.etannl absoluto, en 70 .

‘iA ~us;:—él éééiﬁe de Kn£t$céﬁo,>Que‘ lo contiene en cantidades
‘signifiéétiQQS!'ha é;dohqesgrito como un agente diluyente para
ios preservadores de la madera empleados en 1la industria

'manufacturera; este aceite también es utilizado como plaguicida,
pero se canceld en 1969 su aplicacién en la produccién y en el
almacenamiento de alimentos en EUA (Meister 1982). No hay
evidencia de los niveles a los cuales el hombre puede estar
expuesto sin que se genere algftn tipo de dano. También se usa en
semiconductores orgdnicos requeridos para la investigacién (Hawley
1981). Se ha identificade en el humo del cigarro (Kiryu y
Kuratsune 1966, Lee et al. 1976). Es el componente mayor del
contenido total de los compuestos aromaticos polinucleares y. se

produce en forma comercial.

9-Nitroantraceno

Solubilidad: es soluble en 4cido acético glacial y
anhidrido acético , insoluble en alcali acuoso y muy soluble en
benceno.

Uso: se reporta como un fotosensibilizador, incrementando el

espectro de sensibilidad de compuestos bis-azida (Tsunoda et al.
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{1973).. No 'se "tiene evidencia de su empleo comercial, solamenﬁe se
produée'para' fines de investigacién. Se ha detedtado en extractés
‘dg desechos de diesel a niveles de 58 mg/Kg (Pitts et al. 1982).
Bn_dﬁro egtudio, fue "tentativamente identificado®” (Xu et al.
7179827) . Se obtuvieron 30 % 10 pg/m3 en muestras de febrero-abril.de
1982, en un Area rural en Dinamarca (Nielsen et al. 1983). También
se ha localizado en muestras tomadas del aire urbano de San Luis,’

Missouri, EUA (Ramdahl et al. 1982).

Fenantreno (isémero del Antraceno)

Solubilidad: practicamente 1insoluble en agua, soluble en
disolventes oxg4nicos, sobre tode en hidrocarburos aromAticos,
soluble en &cido acético glacial, 1 g se disuelve en 25 ml de
alcohol absoluto, en 2.4 ml de tolueno o tetracloruro de carbono y
en 2 ml de benceno.

Uso: no se tienen datos.

LINEAS DR Drosophila

Para la realizacion de la prueba se utilizaron tres lineas
progenitoras:
1. mwh/mwh
2. f1r3/'1'H3,Ser
3. ORR1/ORR1; ORR2/ORR2; £lr3/TMj,Ser

117



Los" marcadores involucfados fueron los siguien;es'{, :

. mwh: '"mulf:ipié winé hairs" " (pelos maltiples en: el g

encuentra .: en" al', cromosoma 3 a - 0.0: unidades de’ ‘m'ap;a\, i

fenotlpicamente se distingue porque en 1uqar delt

por célula, las alas del adulto del fenotipo mwh presentan de dosA 5

a cinco (Lmdsley y Grell 1968).

) ;!rxxJ/nu,s": £1r3 *"flare" (pelos en flama), esta ubicado a 39
unidades de mapa en el cromosoma 3 y se nota fenotipicﬁmente por
la ocurrencia de tricomas de forma irregular en la cuticula del
adulto (Garcia Bellido y Dapena 1974, Lindsley y Zimm 1985); al
ser letal en condicién homocigética, para el mantenimiento de 1la
linea que lo porta se requiere de la presencia de un cromosoma
balanceador, éste es TM3,Ser, que tiene una inversién pericéntrica
en gran parte del cromosoma 3 y que ademds posee el marcador
"Serratia" (Ser), que es dominante y permite reconocer a los
individuos que llevan la inversién, ya gue éstos muestran las alas
con bordes discontinuos. El marcador YSerratia”™ es una mutacién
letal en condicién homocigética y debido a ésto, sdlo se recobran
en cada generacién individuos heterocigéticos tanto para flr3 como

para Serratia.

ORRL y ORR2: se refieren al primero y segundo cromosomas de
la linea Oregédn R(R), misma que es resistente al insecticida DDT y

presenta la mayor actividad metabslica en 1lo referente a
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.feacéibnes que dependen del complejo microsémico P-450 (Fr#lich
"y wurgler 1989),»21 1ncremento en su capacidad metabélica se debe

ubicado en’ el cromosoma 2 a 65.0 unidades de mapa. En

conclusiou 10 que se hizo fue la sustitucién de los cromosomas 1
y 2 de;rlg,llv.ne,avoriginal £1r3/TM3,Ser, por los de la linea Oregén
SCR(R)

Medios de c;:ltivu

Para la elaboraciou del medio de cultivo normal se requirié
‘ der 1250 ml de agua, 7.6 g de Gelamix y 2.4 g de Liangel, 70 g de
aza\car‘,v 112 g de harina de malz, 55 g de levadura de cerveza seca,
"0.'4"' ’i;v'de' nipagin simple (fungicida) y 4 ml de 4cido propiénico
(Bactéricida) .

Se disolvieron las gomas y el azdcar en 870 ml de agua, la
harina y la levadura se mezclarcon en 380 ml de agua. El1 agua con
las gomas se llevé hasta ebullicién, se movié constantemente. Una
vez disueltas, se les anadié 0.4 g de nipagin y la mezcla de
harina y levadura, se dejo cocer de 5 a 10 minut;os, se retiré del
fuego Yy . se le agregé acido propiénico. Se sirvieron
aproximadamente hasta 2 cm del fondo de los frascos lecheros de
250 ml de capacidad, secos y limpios. No fue necesario
esterilizar. )

Medio A: para la colecta de los huevos se prepararon frascos
con una base sélida de las carrageninas (5% p/Vv) que se mezclaron

en frio y después se pusieron al fuego durante unos minutos para
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que ‘se disciﬁiefan{ se QACib’eﬁ :;qﬁcds‘lecﬁefés qﬁé se tépafon
con plaséico:autoadherente Yy se méciéron al ‘refrigerador én donde
permanecieron hasta quince dias. A cadé frasco se le agregd una
capa de 5 mm de espesor de una mezcla espesa de levadura fresca
enriquecida con un poco de aztcar, se taparon con una gasa Yy se
dejaron secar, posteriormente se introdujeron las moscas.

Medio B: para los tratamientes, en frascos homeopaticos se
puso 1.5 g de medio instant&neo para prosephila y sSe hidraté con 5

ml de la solucién gue estuvo a prueba,

Crusas

.sa realizaron dos cruzas de la siguiente manera:
‘Hembras_de la linea £lr3/TM3,Ser (2) con machos de la linea
mwh/mwh (1), mencionada con la sigla E por ser la cruza estandar.
Hembras de la 1linea ORR;flr3/TM3,Ser (3) con machos de 1la
linea mwh/mwh (1), que se le asignaron las siglas AB por

presentar el marcador RI de alta bicactivacién.

Tratanisntos

La exposicién fue crénica por via oral a larvas de 72 h de
edad durante 48 h, de las cruzas E y AB en experimentos paralelos

Yy se hicieron un experimento y al menos una repeticién.
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"lé‘mbio pruebas’ con cada uno'-de. ‘los

seleccionar concentraciones: no

: 'z-D_.thz»et':i‘lbénzo(a)antraceno .

N-Nitrdsdpirrolidina (NNP) ;- eisy‘prikmero' a 5 mM.y' el
(] para‘r-todosz' los casos fue 5%

s Prusbs SHART

En vista de gue este estudio se basa en la expresién de
mutaciones recesivas en células somAticas, se requiere de
organismos heterocigéticos para detectar la pérdida del alelo
dominante en algan momento del desarrollo y asi{ obtener 1la
mutacién recesiva, presenta&ndose fenotipicamente como una mancha
sobre la cuticula del ala en el adulto (Graf et al. 1984).

' Una de las ventajas mAs importantes de esta prueba es que
solamente se necesita de una generacien de brosophila mslanogaster
para la obtencién de resultados, también permite reconocer si los
compuestos quimicos actdan en el momento del tratamiento o si lo
hacen posterior a €1, ya gue el tamano de las manchas observadas
en la cuticula de las alas depende del tiempo en el que se induce
el clon, o sea que, si ocurre tempranamente la mancha es de mayor

tamano que <cuando sucede a la mitad o al final del desarrollo

larvario.
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‘Lé formacién’de iaé manchas en las células de las alas puede
debberse‘ Va' ;nuta'cit!n,‘ recoﬁbinacibn o delecién (Graf et al. 1983).
R ﬁs necesaris obtaner:individucs con poca variacién en 1la
edad-y asi ubicar el momento en el gue las soluciones provocaron
ﬁiéan efecto, debido a ésto, la colecta de huevos de las cruzas E
Y AB se realiza durante 8 h en frascos con el medio A. A las 72
h, se lavan los frascos con agua corriente a temperatura ambiente
Yy se recuperan las larvas con la ayuda de una coladera muy fina de
acero inoxidable (Magnusson y Ramel 1990), se ponen en frascos
homeopAticos con el medio B y se dejan a 25 + 1 C y 60% de
humedad hasta que emergen los adultos que se fijan en alcohol al
70%, posteriormente las alas se montan en los portaobjetos con
solucién Fauré segen lo describieron Graf y colaboradores (1984);

La observacién de las alas se hace en un microscopio éptico
con aumento de 40x., En el registro de las manchas se anota la
seccién del ala en la que se encuentra, la cantidad de ceélulas
involucradas y el fenotipo de la misma, gue puede ser: mwh, flr ¢
mwh/flr, clasificAndose como simples a las dos primeras y dobles
a las que presentan ambos. Cada mancha se considera segtn la
cantidad de células que la forman en chicas (de 1 a 2) y grandes
(de 3 6 mAs). 1La regién distal del ala se subdivide en siete
secciones de acuerdo con Garcia Bellido y Merriam (1971).

Los analisis estadisticos se hacen segén Frei y Wirgler
(1988) mediante la prueba de X2 de proporciones con la correccién
de Yates y con el programa de computo SMART versién P.C. de

Wirgler y Frei (comunicacién personal}), se toma en cuenta el
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‘factor aa hﬁltiplicécibn‘“ﬁ" éﬁe se réfie:e‘a‘1a ffecugncia basal
:Vﬁaré"cadé'ftiés de mancha; siendo m .= 2‘:paré warchas simples
”éhiéﬁs,;éﬁéﬁabareﬁen en éantidédxmééiéléﬁéda{ bofrio tanto se
requiere. de' una mayor induccisén del damo para.duplicar la basal y
éléhééAmenoé frecuentes las manchas simples grandes y las dobles,
:se’considera una m = 5, lo que significa un aumento de cinco veces
la ‘frecuencia basal para gue se obtenga. un resultado positivo,

todos los andlisis se realizan con una probabilidad de error igual

o menor a 0.05 (P = 0.05).
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RESULTADOS

..Para analizar el efecto de los compuestos en la prueba de
mutacién y recombinacién somAticas, se clasificaron las manchas
. obtenidas en cada tratamiento como simples (chicas y grandes) y
debles, El total de todas ellas se registré en la columna de
méncﬁas totales de las tablas VII y VIII, con las cruzas E y AB,
rerspeccivamente. Con todas las sustancias y en sus diversas
c@:nce.ntraciones, las manchas simples chicas fueron las mas
abundantes.

De los agentes quimicos que se probaron el mis téxico fue el
1-Nitronaftaleno donde la concentracién mAs alta fue 5 M,
mientras que con el 1,5-Dinitronaftalenc se utilizaron
concentraciones (100 mM).

Los testigos positivos (DMBA y NNP) produjeron la respuesta
esperada en ambas cruzas, pero fue mids elevada en el caso de la
AB.

En la cruza E, el Naftaleno mostrd incremento en 1la
frecuencia de manchas simples chicas y totales en 5 y 10 mM y para
1 y 20 mM los resultados fueron dudosos tanto para manchas simples
chicas como para 1las totales (Fig. 2A). Sin embargo, el 1i-

'Nitronaftaleno (Fig. 2B) para manchas simples chicas fue negativo
para la m&s baja (1 mM), dudoso para 2 mM y positivo en 5 mM
mientras que para manchas totales en las mismas concentraciones
para la primera fue negativo y para las dos dltimas positivo. E1

1,5-Dinitronaftaleno (Fig. 3) s6lo provoct efecto en las

18



10 y 100 mM fue positlvo, con 5 M negatxvo Y para .

,20 y 5 mM dudcso.

I'Para la  cruza AB, .. estos = tres compuestos tuvieron un

coﬁéortamienﬁo mas definido Ya que para manchas simples chicas 'y
totales fueron positivos en todas las concentraciones probadas y
s6le el Naftaleno indujo manchas dobles, que se originaron por
eventos recombinagénicos (Figs. 4 y 5), en este caso se presenté
una relacién de concentracién-respuesta.

£l Antraceno en la cruza E (Fig. 6A) manifesté efecto
positivo en 1 y 10 mM para manchas simples chicas y totales, en
simples grandes y dobles no se noté incremento significativo con
respecto al testigo. En la cruza AB (Fig. 7A) fue positivo para
manchas simples chicas en 1, 5, 10 y 20 mM y débil positivo con 50
mM, sin embargo, cuando se sumaron todos los eventos y se analizé
la frecuencia de manchas totales el resultado fue débil positivo
en 1, 10 y 20 mM, positivo para 5 mM y negativo para 50 mM.

con la cruza E, el 9-Nitroantraceno (Fig. 6B) incrementé las
manchas simples chicas y totales para todas las concentraciones y
con la c¢cruza AB (Fig. 7B) los resultados con 1las dos
concentraciones mAs altas (20 y 50 mM) fueron dudosos, positivos
con 1y 10 mM y negativos con 5 mM,

En la cruza E (Fig. 8), el Fenantreno no indujo ningan tipo
de mancha mientras que en la AB (Fig. 9) para manchas simples
chicas y totales fue débil positivo para 1 mM y para 2.5, 5 y 10

mM fue positivo.

19~



DISCUSION

"Drohophil'a mélanagaa:er aparen:émente no éé (:onsideraba como  un

.organismo’ sensible a_la accion. 'gen‘ot‘oxii:a',déu los HAP. (Lee et al.

F:hasta’ que Frblich y wurgler (1989 9‘90a)'“co:nstruyeron dos

nuevas l.lneas. ORR,mwh Y _ORR fl 3 las que se incrementé 1la

capacidad enzimAtica y al anallzar Jcon ellas . los promutagenos

Dietilnitrosamina (DEN), Benzo(a)pi;gnq;(ﬂa?), Benzo(a)antraceno
(BaA), DMBA, At‘latox}na Bl,' NNP Y"Uretano, encontraron que
aumenté significativamente la sensibilidad (Fr8l1ich 1989, Fr#lich
y Wlrgler 1989, 1990a,b), sin embargo surgieron varias
desventajas: la produccién de huevos fue baja cuandc se utilizé la
linea ORR;mwh como hembras progenitoras, los resultados de 1la
repeticién de los experimentos no fueron consistentes y como el
patrén de los pelos del ala se alterd, fue dificil su lectura, por
lo cual, Graf gt al. (1991) disenaron 1la cruza de alta
bioactivacién (AB) con hembras ORR;flr3 y maches mwh que no
~manifesté los inconvenientes anteriores y que por el contrario,
elevé la cantidad de huevos y no afecté la capacidad metabdlica.
Estos autores demostraron asi{ que: DEN, DMBA, NNP y Uretano
aumentaron las frecuencias obtenidas en la c¢cruza E ¥y sus
resultados concordaron con los datos publicados acerca de gque DMBA
fue detectado mAs fAcilmente que otros HAP (Vogel et al, 1983',

2zijlstra y Vogel 1984, KHgi 1987).
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: 3 “1 Naftalenc y sus nitroderivados evaluados en 1»
j,,tuvieron una respuesta positiva para todas 1as concentfaciones
ucilizadas 1o  que implico que : estus ’ compuestos al serr
metabolizados son mAs activos y su accién es indirecta, en el caso
‘dé los compuestos nitrados, 1-Nitronaftaleno fue el mAs téxico, en
la cruza E para 2 y 5 mM fue positive y al comparar eéstas
frecuencias con las obtenidas en la cruza AB, se observé que
fueron maAs elevadas en la segunda y su comportamiento fue el de un
mutdgeno indirecto, por otro lado, 1,5-Dinitronaftaleno resulté
ser el menos téxico, en la cruza E so6lo fue positivo en tres
concentraciones (1, 10 y 100 mM) en tanto que con la AB lo fue
para todas, lo cual implicd que fue un promutadgeno.

En otros estudios, al Naftaleno se 1le describié como
clastogénico en la prueba de microntcleos (Harper et al. 1984) y
como no mutagénico en salmonella Yy Escherichia sin activacién
metabélica. (Tabla I). l1-Nitronaftaleno al ser evaluado en diversos
microorganismos presentd los siguientes resultados (Tabla II), en
Salmonella con activacion fueron positivos y sin activacien
negatives, en Escherichia sin activacién fue negativo y para la

prueba de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo en

Drosophila mel fue también negative aplicado tanto por

inyeccién como por alimentacién (Valencia et al). 1985), lo gue no
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concordo con 1os result:ado obtenidos eii fe'l"- pggsgﬁ:e fest:udio,

Jcruza E, el Antraceno fue pos,tivo para 1 y ,:I.O mH y"'

negativo para S, 20 y 50 mM y para la AB, positivo en 5 mM deb11:‘

en :L, 10 y 20 mH Y negativo para la mas alta (50 mM), lo que

j.ndi’co ‘su.accién indirecta, sin embargo, su nitroderxvado mostré
re;ultados inconsistentes, en la cruza E fue positivo en todas las
concentraciones y en la AB sélo para 1 y 10 mM, negativo para 5 mM ‘
y dudoso para 20 y 50 mM, esto mostré que es un mutdgeno directo
que al ser evaluado mediante una cruza (AB) con mayores niveles
enzimAticos que la estandar posiblemente se llegd a la saturacién
del metabolismo. En la tabla IV se muestran las diferentes pruebas
que se hicieron con el Antraceno tanto en procariontes como en
eucariontes y en todos los casios no fue mutagénico, por lo tanto,
estos datos no estuvieron de acuerdo con los presentados en las
tablas VII y VIII, ya que su comportamiento fue de mutageno
indirecto y el 9-Nitroantraceno produjo mutaciones en Salmonella
con y sin la fraccién S9 de higado de rata pero no indujo 1la
respuesta SOS en gscherichie sin activacién metabélica (Tabla V),
lo cual explicé la respueta inconsistente para este trabajo en

ambas cruzas.
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El Fen;n’tre.né -para -la bruelba SMART en la cruza E . en todas
1a's,yc‘oncent:i:aciobhes fue negafivo (Fig. 8) 'y 'en "la AB positivo
(Fiéy.f 9), © sea ‘que, al incrementar 15 capacidad enzimdtica ‘del
-gitocromo :P-450, ‘la respuesta negativa de la cruza tradicional se
'cqnv_i_rt:}t_;: én positiva con las mismas condiciones pero con una
“cruza - mAs - sensible, lo gque concordé con lo encontrado en
micr_oorqanismos (Tabla VI) en donde fue mutagénico sélo cuando se
le adicion® la fraccién S9, lo que indicé gque al ser acelerado el
metabolismo, éste se activéd, notdndose claramente que la deteccidn
fue mas efectiva implicando que se trata de un mutAgeno indirecto,
este hallazgo es sumamente importante porque este compuesto y sus
productos (nitrofenantrenos), han sido identificados en 1los
extractos de aeroparticulas (Helming y Arey 1991, Helming et al.
1991), y de acuerdo con su relativa abundancia en la atmésfera,
puede ser uno de los responsables de la mutagenicidad de los

contaminantes ambientales (Arey et al. 1992)
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CONCLUSIONES -

Los efectos producidos por los HAP Yy algunos de sus
r}iﬁtioéerivados, quedaron de manifiesto al ser evaluados con: la
‘prueba ‘SMART 'empleando - las alas de Drosophila melanogaster, para 1lo
cual, se utilizaron dos cruzas, una con el metabolismo basal (E) y

““otra con el metabolismo incrementado (AB), los resultados de ambas
"se compararon entre si, encontrandose gque el Naftaleno y dos de
éus nitroderivados fueron mutAgenos indirectos siempre que se
aumenté el metabolismo basal y esto concordé con lo descrito en
las tablas I, II y III, ya gque en diferentes organismos con
activacién metabdlica fueron mutagénicos y sin activacién
metabdlica no mutagénicos.

Al Antraceno se le habla descrito como no mutagénico (Tabla
1V), sin embargo, en el presente trabajo mostré ser promutégenoc,
lo cual indicé que empleando la cruza de alta biocactivacién de
Drosophila melancgaster fue posible detectar el efecto genotéxico de
dicho compuesto que no habia sido posible evidenciar con otros
sistemas de prueba. De su nitroderivado, se obtuve respuesta
positiva con la cruza E mientras que con la AB el efecto no fue
tan claro, lo que sugirié que de alguna manera se comporté como un
agente de accién directa lo gue estuvo de acuerdo con los datos
descritos en la tabla V, en donde se mostré que con y sin

activacién metabélica fue mutagénico.
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‘.Para- ei»,’éhaﬁéfeﬁa, ‘se’
-mic:oéféahismo§ ¢6n*1a‘ﬁdidion*dé“
rata; énilas!céiﬁlas.somQticag deilas a

~réspuéstaVﬁegatiQ§ en'la'cruz&'ﬁ; ’ ,
2B, é;r§ﬁhgntér los niveiesrénziﬁﬁtiqqs,
maYora sensibilidad del orgaﬁismo hacia

demostré su accién indirecta.

Los resultados analizados en este trabajo-permiten:concluir

finalmente gque las ceélulas somAticas de las salas’ de prosophila
melanogaster evidenciaron la capacidad de las eruzas E y- 'AB paia
la’ deteccién del efecto genotéxico de  algunos HAP 'y sus.

nitreoderivados.
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Hepatocitos pri- ONA no progremedo In vive Negativo Willtams 1977
marios de rats Probst 2t al. 1981
Tong gt al. 1981s
Ctlulas Hela OHA no programede  in vitrg Negativa Martin et al. 1978
Martin y Wchermid 1981
Celulas de cri- Mutecion in yiteo Negativo Knasp g3 ai. 1981
ceto V79 6167816t
Calutes de Lin-  Mutacisn In yitro Negativo Amacher ¥ Turner 1930
dowa de ratén locus timidine Amacher ef at. 1980
L5178y kinsss
Colules hunenas  Mutacisn in vitro Negativa gerfknecht st al. 198%
linfoblastoides locus timidina
XS kinase
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ORGANISHO

Células de cri-
ceto DS

Células de mé-
duls cses de
ericeto

Calulas epite-
linles de hige-
do rats ARLIB

Cetutas de me-
duta dsee Oe
ratén

" pRUEBA

intercambio de
cromatidas her
manas ¥ rompi-

mientot efomo-

somicos

Intercasbio de
cromit idas her~
manas y sberra-
clones cromosd-
micas

Intercambio de

cromitidas her-
m.nas

Micronoc| eos

ACTIVACION
METASOLICA

in yitre

in yitre

1p yitro
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EFECTO

Negative

NHegativo

Negativo..

Negative

TABLA 1V (Cont.). | EFEGTO GENETICO DEL ANTRACENO EN DIVERSOS ORGANISHOS
" REFERENCIAS
Ave y Saseki 1977
* Roszinsky-Kocher gt al. 1979

- Tong gt l. 19816

Salewone 1931



TASLA'Y. -~ EFECT0 GENETICO DE 9-N1

Syphimorium this"/his*)
TAS8 y TA100

{incubecisn en

condic iones

anaerdbicas)
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]
“ohcantsmo 7 pRugen ACTIVAGION * £FECTO™
e NETABOLICA S

Eacherichia sos sin Negativo
cold pa37
Salmonells Retromutmcion Cor/Sin Positivo
yphipuclup his*/nis®y
TA98 y TA100
Sa \a Retrooitacion Con Positive

“REFERENCIAS

"Grelbokk et pl. 1983

usng et al. 1978

Wo et °al. 1981
Pederson y Slak 1981
Tokiua et al. 1981
Pitts ot sl. 1982
Greibokk et al. 1983

Pederson y Siek 1981
Greibokk gt al. 1983
IARC 1987



TABLA V1< EFECTO GENETICO DE FENANTRENO EN DIVERSOS ORGANISHOS

OREANISNO -

Escherichis
goll PR37

saimonetla
Syphlimriim
TA1535, TA1S37,

TAI538, TA9B vy
TAI00

Salmonella
typhimurive
Ta97

- PRUEBA

Retromutecion
this®/his®y

Retromitacion
¢this"/his®)

ACTIvACION EFECTO
METABOLICA

con/sin Negativo

sin’ . Negetivo
Con Positivo
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Kersch-Sundermann et al. 1992

HeCann gt at. 1975
srune gt sl. 1979
Bartsch et gl. 1980
Haworth ¢t al. 1983
Sakai of #l. 1985
Grams ot al. 1987

sokai ot pl. 1985



TABLA VI1. RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEGA SMART DEL ALA DE Drosophila melancgaster tod n CRUZA E

. Manchas - Honchas
sirples simples
chicas’ grandes .
C12.cklly L pRiekt
i m=200" .

m =500 "

Hanches
‘, dobles

- Manchas /7 sla (Cantidad de wanchas) Becision est.

'ESI]&O. NEGAT

NAFTALEND ** S
1 0.05

40 0.37. ¢

5 48 0.50 ( 26)+ 0,10
10 52 1.06 ( 553+ 7 0,06
20 22 0,45 ¢ 10)d - 0.05
1-N1TRONAFTALENG ** T

1 2% 0.21.¢ 5)- _ 0.04

2 16 0,50 ¢ 8)d " 0.06
5 2% 0.83 ¢ 205+ 0.04
10 T [
1,5-DINITROKAFTALEND **

1 20 0.65 ¢ 13)+ 0.0

5 24 0.12 ¢ 3)- 0.00
10 22 0.6 ( 14)+ 0.09
20 2% 029 ( 7)d  0.04
50 18 0.50 ¢ 9d  0.00
100 28 0.50 ¢ 14+ 0,07
ANTRACENG ***

1 200 0.42 ¢ B4)+ 0.07
H 200 0.30 ¢ 80)- 0.09
10 180 0.37 { 59)(+) 0.09
20 80 0,29 ¢ 23)- 0.05
50 80 0.25 ¢ 20y~ 0.00
108 T ©
9+NITROANTRACENQ ***

1 78 0.37 ( 29+ 0.06

5 40 0.30 ¢ 12)+ 0.10
10 a2 0,36 { 8)+ 0.14
20 14 1.4 ¢ 16)+  0.00
50 T O
FENANTREND **

1 88 0.39 ¢ 34)- 0.03

2.5 150 0.39 ¢ 58)-  0.05

5 160 0.30 ¢ 48)- 0.08
10 38 0.28 ¢ 10)-  0.06
20 T o
7,12-DIKET ILBENZOCA)ANTRACENG

5 20 2,20 ( A&)+ 155
N-NITROSOPIRROLIDINA

10 20 0,80 ¢ 16+ 0,30

1y

¢

¢ 0
¢ 2y
{ nd
¢ 0
¢ 2

€ 14)y-
17y
{15)+
{ &)
¢t N-
X

B0
4)d
3)d
03d

x I

¢ -

¢ 7d

¢ 12)d

t 2d
b

3N+

¢ 6)yd

0.00 ¢
0.00 ¢
0,00 ¢
0.00 ¢
0,00 ¢
0.00 ¢

0,02 ¢
0.0 ¢
0.05 ¢
0.01 ¢
0.03 {

0.01 £
0.00 ¢
0,05 ¢
0.00 ¢
c

0.05 ¢
.00 ¢
0.0 ¢
0.00 ¢

I [+

0.45 (¢

0.%0 ¢

0.45

0.55
1.14

0.47 ¢
0.44 ¢
0.38 ¢
0.33 ¢

<
0.40 ¢
<
<

wa

s
10+
2ne

%)
-
163+
8d
d
16)¢

02)+
™
82)+
28)-
23y

353
14)¢
12)¢
16)¢+

&N
88+
813
12

84)+

24)+

* El diagnéstico estadistico se realize segen Frei y Wurgler (1988). + = positivo

- = negativo; (¢} = debit

positivo; d = dudoso; m = factor de sultiplicacién. Grados de probabilided de error: alfa = beta s 0.05

** pos experimentos

**¢ Tres cxperimentos
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TABLA VI11, RESULTADOS OBTENIDUS EN'LA PRUEBA SMART OEL'ALA DE'Drosophila‘ melandgaster CON LA CRUZA A8

Com-"'Can- - - Manchas /. ala-(Cant fdad de manchas) Dec

puesta ti- K ; . “ses

ST dad? " Manchas® - Manchas

e de o simples ol simples’-

* . elas chicas L7 grandes -

" Cong. - 1-2 etll) (32 celly
- m=2.00 m=500-""m

"TESTIGO NEGATIVD (SX TVEEK 80 y 5% ETANOL)
- 0,30 ¢ 89) 70,04 ¢ 12)

NAFTALENO ** . %077 SEnEwATT
13300 0,45 (150)(+) 0,12 ¢ 40y
5 236 7 0.78 (184)+ 0,29 ( 68)¢'
10 58 0.81 ¢ 4Te 0.1 ¢ 240

20 S ) K
1-NITRONAFTALENO ** 1L
1 40 0.77 ¢ 31+ 0.05
2 & 0.66 ¢ 42)+..0.08 (.-

H 8 0.87 ¢ T 0.42.¢Nd
10 T 0. X
1,5-DINITRONAFTALENO ** ~ ~r - "
1 S0 0.5 ¢ 27+ 0.08 ¢ &)d
[ 48 0.65 € 3Ne 0,10 ¢ 5
1 34 071 (26 0.03¢ 13-

20 42 0.7 €31+ 0,02 ¢ 1)

50 6 0,56 ¢ 36 0,06 ¢\ 8-

100 8% 0.49 ¢ 42)¢ 0,08 €. 7)- . 0.017¢

ANTRACEND **» R R
1212 .51 (108)e . 0.06 ¢ .9+ . 0.02:(
5 24 0.62 {127+ 0.07 ¢ 14)- 0.00 ¢
10 A2 D0.50 ¢122)» 0,03 ¢ '8)- 0,00 ¢
20 108 0.48 ¢ 52)» 0.08 (.9) .0.02 ¢

S0 12 0,41 ¢ 70)(+) 0,05 ¢ 9)+ " 0,01

T o X I €7,

0.58.¢ 50)%

1 0.57 ¢1213¢+)
0,69 C141)e
0.56 ¢131)¢+)
0.58 ( 63)(+)
0.47 ( 80)-

100

9-NITROANTRACEND *** - ;
1236 0.5 ¢127) 0,06 € 14)-. 0,007y 0.60 ¢V
S 222 0.39 ¢ B6)+) 0.06 ¢ 13)-  0.01 ¢ -3)-- 0.46 (102)-

10 M2 0.62 € 69+ 0,10 ¢ 11)e. 0.01 ¢ By 0.72°¢ 81D

20 40 0.5 ¢ 18)d 0,08 ¢ 3)d: 0.03 (- 13d: 0.55 ¢ 20)d

50 66 0.52 ¢ 33) 0.03¢ 2)- 0,00 (.0} . 0.55 ¢ 35)d.

100 T o X I .c.'o..

FENANTREND ** . .
1150 0,44 € 66)(+) 0.08 ( 12)- 0.03 ¢ 4)- - -0.55 ( 82)(+)
2.5 120 0.62 ¢ 75)¢ 0.05( 6) 0.05 ¢ 6 0.75 ¢ 87)e
H 126 G.56 € 700+ 012 ¢ 15+ 0.03.( 4)- - 0.71-¢ 89)¢ -
10 46 0,66 €290 0.07¢ 3d 0.09( 4)d. 0,82 ( 36>

20 T © x¥ I. c"o S

7,12-DINETILBERZO (AJANTRACEND \
H 20 2.95 ( 59% 2,30 ¢ 46)¢  0.60 ( 12)+ 5.85 (117)s

N-NITROSOPIRROLID INA B
10 20 3.00 ¢ 60)+ 270 ¢ S&)+  1.55 ¢ 31)e 7.25 (145)s ]

* El dlagnastico estadistico se reatizo segtn Frel y wurgler (1988). + = positivo; - = negativo; (+) = debil
positivo; d = dudoso; m = facter de multiplicacién. Grados de pircbabilidad dé error: alfasbeta=0.0S

**  pps experimentos - B e s s S

*=* Jres experimentos 56
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FPC> N COPTIOZFT

CONCENTRACION (mM)

e
kS
L

-
N
1

-
‘

[v] 1 2 5
CONGENTRACION {mM)

W snees cazcas

FIG. 2 FRECUENGIAS DE MANCHAS ALARES EN ADULTOS FPROOUCIDAS EN LARVAS DE 72 h
ALIMENTADAS DURAKTE 48 h CON DIVERSAS COMCENTRACIONES DE NAFTALEND (A) Y 1-
KITRONAFTALENO (B} EM LA CRUZA E
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0.8
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0.4
0.2

o

o 1 5 10 20 &0 100
CONGENTRACION (mM}

N sxueies carcas TOTALES

FIG. 3 FRECUENCIAS DE MANCHAS ALARES EN ADULTOS PROOUCIDAS ER LARVAS DE 72 h

ALIMENTADAS DURANTE 48 h COM DIVERSAS CONCENTRAGTONES DE  1,5-O1N(TRONAFTALENO
EN LA CRUZA €
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sIMpLES GRANDES [k ronLes

B snerrzs cricas

FIG. & FRECUENCIAS DE MANCHAS ALARES €N ADULTOS PRODUCIDAS EN LARVAS OE 72 h
ALIMENTADAS DURAKTE 48 h €OM DIVERSAS CCHCENTRACIONES DE NAFTALEND (A) Y 1~
KITAONAFTALENO (B) EN LA CRUZA 4B
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CONCENTRACION (mM)

. 5IMPLES CHICAS 1 TOTALES

F1G. 5 FRECUENCIAS DE RAMCHAS ALARES EN ADULTOS PRODUCIDAS €N LARVAS DE 72 h

ALIMENTADAS DURANTE 4B h CON DIVERSAS COMCENTRACIONES DE 1,5-DINITROMAFTALENO
EN LA CRUZA AB
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A

N

C
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2

N

i

A

o 1 6 10 20 60
CONCENTRAGCION (mM}
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1.4

W 121

]

c 1A

H

g o

08

28

A

{084

A

CONCENTRACION {mM}

. SIMPLES CHICAS

F1G. & FRECUENCIAS DE MANCHAS ALARES EN ADULTOS PRODUCIDAS EN LARVAS DE 2 h
ALIMENTADAS DURANTE 48 h CON DIVERSAS CONCENTRACIONES DE  ANTRACEND (A) v 9
MITROANTRACENO (B) EN LA CRUZA E
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>re NHO»IOZRT

CONCENTRACION {mM)

> N a»TOZ>E

] 1 5 10 20 50
GONGENTRAGION (mM}

Ml s1weres calcas

F1G. 7 FRECUENCIAS DE MANCHAS ALARES EM ADULTOS PRODUCIDAS EN LARVAS DE 72 h
ALIMEKTADAS DURANTE 48 h CON DIVERSAS CONCENTRACIONES DE ANTRACENO (A} Y 9-
NITROANTRACEND () EN LA CRUZA AB
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FIG. B FRECUENCIAS DE MANCHAS ALARES EN ADULTOS PRODUCIOAS EN LARVAS DE 72 h
ALIMENTADAS DURANTE 48 h CON DIVERSAS CONCENTRACIONES DE FENANTRENO EN tA

CRUZA E
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FIG. 9 FRECUENCIAS DE MANCMAS ALARES EN ADULTOS PRODUCIDAS EN LARVAS DE 72 h
ALIMENTADAS DURANTE &8 b CcoM CONCENT DE EN LA
CRUZA AD
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