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1. Resumen

La recombinacidn mitética representa un evento muy importante desde el punto de vista
biologico ya que funciona como un mecanismo de tolerancia al dafio inducido al ADN, que
permite que una célula sobreviva a pesar de la modificacion de su material genético. En vista de
que existe evidencia experimental que indica que la frecuencia de recombinacién entre dos genes
puede ser modificada por factores genéticos y no genéticos, el objetivo de esta investigacion fue
determinar si el tipo de agente, o la etapa de desarrollo, tenian algin efecto sobre la

recombinacion inducida en la region proximal (fi’-centromero) del cromosoma 3 de Drosophila
melanogaster.

Se trataron larvas mwh/ fIr’ y mwh /TM3, Ser de 24, 48,72,96y 120 h con rayos gamma, metil
y etil metano sulfonato.

Se estimo la cantidad total de células presentes en el disco imagal en el momento del tratamiento,
dado que es la principal diferencia entre las etapas de desarrollo y se determiné el numero de
manchas inducidas por los agentes en relacién al tamaiio del blanco. A partir de estos datos, se
calculé la proporcion mutacion / recombinacion producida por los tres agentes, comparando la

frecuencia de manchas en los individuos portadores del cromosoma TM3, Ser con la frecuencia

de manchas en los individuos libres de inversion.

Los resultados obtenidos indicaron que los rayos gamma produjeron el porcentaje mas alto de
recombinacion y el MMS el mas bajo. En cuanto a la proporcidén de recombinacién en la region
distal del cromosoma, los resultados obtenidos indican que se incremento significativamente en
relacion a la etapa de desarrollo con los tres agentes utilizados, esto podria estar relacionado con
un cambio en la accesibilidad del mutigeno a esa region del cromosoma para cumplir

requerimientos especificos de cada etapa dei desarrollo.



2.0 INTRODUCCION
2.1 Recombinacidén mitotica

La recombinacion mitética, se define como el proceso que genera células diploides con una
combinacion de genes diferente a la de la célula que le dio origen. Es el resultado de la
interaccion entre dos cromosomas (generalmente dos cromosomas homologos) y puede ser
identificada por un cambio en la secuencia del ADN o un cambio en el alineamiento alélico
(Wiirgler y Vogel, 1986, Wiirgler, 1992). La recombinacion mitética no es un simple mecanismo
de ruptura y reunion de fragmentos de ADN, es un proceso celular esencial catalizado por

enzimas especificas que las células codifican y regulan para este proposito (Watson y col., 1987).

Los términos recombinaciéon mitdtica y recombinacién somatica son frecuentemente utilizados
como sindénimos, sin embargo es mas correcto referirse al evento como recombinacion mitética,
ya que ademas de las células somaticas, incluye a las células pre- meioticas de la linea germinal,

las cuales también se dividen mitéticamente (Darras y Francke, 1987).
2.2 Tipos de recombinacién
Wiirgler, 1992 distingue diferentes tipos:

Recombinacion homoéloga
Recombinacion reciproca
Conversion génica
Recombinacion sitio - especifica

Recombinacion ilegitima
2.2.1 Recombinaciéon homéloga

Ocurre entre dos diplex de ADN con la misma o casi la misma secuencia de bases. La influencia

de la longitud de las secuencias que se intercambian se ha estudiado en diferentes organismos, y

2



se ha determinado que existe un numero minimo de bases requerido para el éxito de la
recombinacion (Wirgler, 1992). Al parecer, estas longitudes minimas de reconocimiento,
representan un mecanismo para evitar la recombinacion en las secuencias altamente repetidas

distribuidas a lo largo del genoma de los eucariontes superiores.

El término de recombinacion homéloga, se ha usado para caracterizar la recombinacion

dependiente de recA en E. coli (Porter, 1988).
2.2.2 Recombinacién reciproca

Es un intercambio simétrico entre dos dobles hélices de ADN, en el que basicamente suceden

tres eventos.

1. - Rompimiento de las 4 hebras de ADN.
2. - Reasociacion de las hebras rotas en un complejo denominado Chi por la letra griega y.

3. - Resolucion del complejo Chi formando dos hebras dobles con un intercambio de segmentos
de doble banda o un intercambio completo (Wiirgler, 1992).

2.2.3 Conversién génica

Se define como una transferencia no reciproca de informacion genética, en este caso se presentan

también 3 eventos.

1. - Se copia un segmento de un duplex de ADN.
2. - Se elimina un segmento homdlogo en otro diplex de ADN.

3. - El segmento eliminado se reemplaza por el segmento copiado.

Al igual que en la recombinacion reciproca, esta regulada por enzimas especificas. El tamafio de
los segmentos de ADN intercambiados varia entre las diferentes especies, en los mamiferos por
ejemplo se ha demostrado que abarca menos de 350 pares de bases, mientras que en

Saccharomyces cerevisiae, se ha observado que puede abarcar hasta 10 Kilobases (Kb).



2.2.4 Recombinacion sitio - especifica

Esta representada por eventos que ocurren preferentemente en lugares altamente especificos. Un
ejemplo clasico es la integracion del bacteriofago lambda dentro del genoma de la bactena y la

subsecuente escision, en donde se requieren sitios de unién especificos en ambas moléculas de
ADN (Watson y col., 1987).

2.2.5 Recombinacion ilegitima

En este tipo no se requiere homologia entre las moléculas de ADN, basicamente se trata de un
mecanismo de corte y de union y no precisa por lo tanto de las enzimas que promueven la
recombinacion homéloga o la sitio - especifica, este evento ha sido reportado en procariontes,
eucariontes superiores y aun en células de mamiferos. En contraste con las bacterias, en donde la
frecuencia de recombinacion ilegitima es mas baja que la recombinacién general o la sitio
especifica, en las células somaticas de mamiferos domina la recombinacion ilegitima. Se ha
calculado por ejemplo que por cada caso de recombinacién homéloga, suceden entre 100 y 1000

integraciones ilegitimas (Wirgler, 1992).
2.3 Mecanismo de la recombinacion

La mayor parte del conocimiento que se tiene acerca del proceso de recombinacién, proviene de

los estudios realizados en E. coli (Watson y col., 1987).

Se ha demostrado que la proteina RecA juega un papel muy importante en este proceso. Esta
enzima, promueve rapidamente la sinapsis de dos moléculas homologas de ADN vy
posteriormente genera el intercambio de dos hebras, creando un heteroduplex (Radding, 1988).

Un punto interesante sobre la iniciacion de la recombinacion, es el hecho de que las rupturas en €l
ADN estimulan el evento. De forma tal, que los agentes que las producen de doble cadena de
manera directa como los rayos X o indirecta como la luz ultravioleta y los agentes quimicos
estimulan la recombinacion. Las mutaciones de los genes que codifican para la ADN ligasa y la

polimerasa I en bacterias y que dan lugar a rupturas o huecos, evitando el "sellado” del ADN
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durante la replicacion o la reparacién, tienen el mismo efecto (Radding, 1988). Se piensa que de
manera similar las enzimas celulares inducen activamente el entrecruzamiento meiotico creando
rupturas ocasionales a lo largo de dos cromosomas que se encuentren en sinapsis

{(Kowalczykowski y Eggleston 1994).

Las rupturas y los huecos en el ADN inician la recombinacion, porque proveen sitios para que
actuen las nucleasas que degradan una parte del duplex, o permiten que las topoisomerasas entren

en accion, exponiendo al ADN para que actiie RecA (Kowalczykowski y Eggleston 1994).

La enzima RecA reconoce especificamente ADN de una sola hebra y lo retine con una secuencia
complementaria en un duplex homélogo, desplazando simultaneamente a la hebra residente.
Después de que se ha conseguido el apareamiento, las moléculas deben de intercambiar hebras.
Conceptualmente el apareamiento de los homélogos y el intercambio son eventos separados, pero

ocurren simultaneamente (Kowalczykowski y Eggleston 1994).

El intermediario de recombinacion que une dos ADN duplex contiene 4 hebras de ADN que se
intercambian en el punto de unién formando una estructura que se conoce como configuracion de
Holliday. La existencia de esta estructura fue sugerida originalmente por experimentos que
detectaron regiones de heteroduplex en ambos ADN recombinantes y ha sido confirmada por

estudios de microscopia electronica en ADN de bacterias (Radding, 1988).

El concepto heteroduplex, se refiere a regiones en las moléculas de ADN recombinante donde las
dos hebras no son exactamente complementarias. La construccién de modelos muestra que la
rotacion del esqueleto permite a una hebra moverse desde una doble hélice a otra en la estructura

de Holliday sin perder bases (Watson y col., 1987).

Una vez que las dos hélices se asocian, el punto de unién, puede ser facilmente deslizado
mediante una accion parecida a una cremallera en la que las bases equivalentes en las dos
moléculas originales, intercambian lugares en un proceso llamado "migracién de las bandas". De

esta manera, grandes longitudes de una cadena pueden moverse desde una hélice hasta la otra



generando frecuentemente grandes secciones de ADN hibrido que podria contener regiones

heteroduplex (Watson y col., 1987).

Aun cuando RecA lleva a cabo un paso fundamental de la recombinacién que es el apareamiento,
otras proteinas estan involucradas en otros puntos de este proceso, entre estas, una de las mas
importantes es la enzima RecBC que tiene actividades de topoisomerasa y de nucleasa que se
combinan para exponer un extremo libre de ADN de hebra sencilla para que RecA se una y
comience la reaccion de apareamiento. En E. coli ademds de recA, recB y recC, existen
numerosos genes cuyos productos son necesarios para llevar a cabo de manera eficiente el

proceso (van Gool y col,, 1998).

Dos pasos clave en el proceso de la recombinacion son la migracion de las bandas en la estructura
de Holliday y la separacion de los productos de la recombinacion. En E. coli 1a migracion de las
bandas es catalizada por la enzima RuvB que es una helicasa, mientras que la resolucion de la

estructura de Holliday se lleva a cabo por la endonucleasa RuvC (van Gool y col., 1998).

Muchas de las proteinas necesarias para la sintesis del ADN también intervienen en la
recombinacion, como es el caso de la proteina que se une al ADN de una sola banda, y que
facilita la sintesis de ADN manteniéndolo de una manera lineal de tal manera que las enzimas
encargadas de la replicacion puedan tener acceso a la molécula. La ADN polimerasa, llena los
huecos que quedan cuando se cortan y se separan los ADN's recombinantes y finalmente una
ADN ligasa, sella las uniones. La extrapolacion de este mecanismo a los eucariontes, esta basado
en una gran lista de proteinas aisladas en otros organismos y que son estructuralmente similares a

RecA (Kowalczykowski y Eggleston 1994).

2.4 Significado biolégico de la recombinacién

La recombinacion entre cromosomas homologos en células somaticas, tiene consecuencias
comparables a las del entrecruzamiento en las células germinales ya que se cambia el patron de la

segregacion de los alelos (Wiirgler y Vogel, 1986).
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Uno de los resultados de la recombinacién es la pérdida de la heterocigocidad. En las células que
son heterocigas para dos alelos de un gen marcador en los cromosomas homologos, la
recombinacion reciproca en el segmento entre el gen marcador y el centromero, conducira a la
pérdida de la heterocigocidad (Wiirgler,1992). Como consecuencia de esto en un tejido en
proliferacion, se desarrollaran dos células homocigoticas para un gen marcador (Becker, 1976,
(Wiirgler y Vogel, 1986). Si el gen produce un fenotipo facilmente distinguible, se podran

detectar grupos de células fenotipicamente alteradas.

La recombinacion no solamente provee variacidon genética, las enzimas que intervienen en este
proceso, permiten a las células el retribuir las secuencias perdidas cuando el ADN es alterado por
errores en la duplicacion o por agentes fisicos y quimicos, reemplazando las secuencias
modificadas por otras, tomando como molde el cromosoma homélogo. De esta manera el
significado biologico de la recombinacion es el de funcionar como un mecanismo de tolerancia al
dafio inducido por diferentes agentes, ain mds, se sabe que algunos tipos especiales de
recombinacion, regulan la expresion genética, activando segmentos especificos dentro de los
cromosomas, es decir que se colocan genes inactivos en sitios en donde puedan ser activados para
cumplir con requerimientos especificos de la célula (Watson y col., 1987). Aunque las pruebas
para detectar recombinacién mitdtica y conversion génica con hongos, fueron introducidas desde
hace muchos afios en la genética toxicologica, las consecuencias de la actividad recombinogénica
de los agentes quimicos pasaron inadvertidas y la atencion se centré mas bien en torno a las
mutaciones génicas y a las aberraciones cromosomicas. Actualmente se sabe que la
recombinacion inter e intra cromosomas y otros puntos genéticos asociados con ella, tales como
la amplificacién de genes y las transposiciones, pueden desempefiar un papel muy importante en
las alteraciones genéticas que conducen a la formacion de una célula cancerosa. Por ejemplo la
amplificacién de genes implica un medio importante para su activacion (Ramel y col., 1996).

Uno de los hallazgos mas importantes en la genética molecular en los ultimos afios, ha sido la
asociacion entre la amplificacion de los mini y micro satélites de ADN vy algunas enfermedades,
entre las que se incluye al cancer. Los mecanismos responsables de esas alteraciones del ADN,

inciuyen eventos de recombinacion (Ramel y col., 1996).



Otro punto asociado con recombinacion, es la movilizacion y transposicion de elementos de
ADN. El papel de las transposiciones para la mutagenicidad in vive, varia entre los diferentes
organismos aunque aparentemente los humanos y otros mamiferos no se encuentran entre las
especies mas susceptibles. En las bacterias existe evidencia que indica que el dafio al ADN,

estimula significativamente la transposicion (Ramel y col., 1996).
2.5 Recombinacion mitética en Drosophila

En 1936, Stern demostrd que el intercambio de material genético no estaba restringido a la
meiosis, ya que se observaba también durante la mitosis (Becker, 1976). La recombinacion
mitotica puede darse en las células somaticas, donde la consecuencia son mosaicos somaticos, o

bien en las células germinales donde el resultado es la formacion de gametos recombinantes.

El descubrimiento de la actividad de la enzima RecA en E. coli, estimulé la busqueda de
proteinas con una actividad similar en otros organismos. Dada la importancia de la

recombinacion, no fue una sorpresa que se encontraran enzimas similares en otras especies.

En D. melanogaster se ha aislado una proteina de 105 kDa cuya actividad es independiente de
ATP. La enzima se denomind Rrpl (Recombination repair protein 1). Rrp]l pertenece a una
familia de nucleasas de reparacion que incluye a la exonucleasa III de £ coli, la exonucleasa A
de Streptococcus neumoniae, la BAP bovina, la exonucleasa APEX del raton y la APE humana
(Nugent y col., 1993). Este grupo de enzimas repara el daifio ocasionado por agentes oxidantes y
alquilantes. Se ha demostrado que la actividad de la enzima es mas eficiente en ADN aislado, de
hebra sencilla en regiones ricas en purinas, mas que en las regiones ricas en pirimidinas (Sander,
1996).

Rrpl tiene asociadas diferentes actividades enzimaticas entre las que se incluyen exonucleasa 3',
endonucleasa apurinica/apirimidica, 3' fosfatasa y 3' fosfodiesterasa. Un tercio carboxi - terminal
que es homologo a la exonucleasa III de E. coli es suficiente para reparar el dafio oxidante y el

provocado por agentes alquilantes.



La actividad para transferir hebras de ADN y para renaturalizarlo esta asociada con la region N-

terminal de Rrpl, lo que sugiere que esta proteina tiene funciones adicionales que incluyen
reparacion por recombinacion. (Szakmary y col., 1996).

2.5.1 Recombinacién no inducida

En Drosophila la diferencia entre el entrecruzamiento meiético y la recombinacién mitotica es
que la segunda se da con igual frecuencia en ambos sexos, mientras que el entrecruzamiento
meidtico sucede solamente en las hembras. Otro punto importante es que la recombinacion

mitotica puede llevarse a cabo tanto en la region eucromatica como en la heterocromatica de los

cromosomas (Haendle, 1979).

A este respecto, se ha postulado que la recombinacion mitdtica sucede preferentemente en las
regiones heterocromaticas de los cromosomas (Haendle, 1979). La frecuencia de mosaicos
generados por recombinacidon mitética, ha sido expresada por muchos autores en porcentaje; esto
es el numero de clones en 100 moscas. Actualmente este porcentaje es referido a la cantidad de
clones por mosca (Frei y Wiurgler, 1995). La frecuencia de los clones inducidos por
recombinacion, depende principalmente de la distancia fisica entre los marcadores, pero puede

ser modificada por factores ambientales y genéticos y por la dinamica de proliferacion del tejido

en el cual se estan analizando.

Las variaciones en la frecuencia de recombinacién mitética espontanea se conocen desde hace
mucho tiempo (Becker, 1976). La suma de los recombinantes en un cromosoma determinado esta

controlada por el contenido genético de dicho cromosoma.

Uno de los factores genéticos que afectan la recombinacién, es la existencia de un grupo de
genes, denominados Minute, los cuales son letales recesivos con un efecto sobre el desarrollo de
los individuos y que incrementan significativamente la frecuencia de recombinacion inducida en

el cromosoma en el que se encuentran {Ashburner, 1989).



Entre los factores no genéticos que han sido mas estudiados con respecto a su efecto en la
recombinacién mitética, se encuentran la temperatura y la edad de los individuos (Becker, 1976).
El efecto de la temperatura en el mosaicismo somatico, fue estudiado por primera vez por Stern y
Reustschler en 1936 (Ashburner, 1989). En los trabajos realizados, encontraron que a

temperaturas cercanas a los 30 ° C la frecuencia era mas baja que a temperaturas entre los 17 y
25° C (Ashburner, 1989)

La edad de las hembras es una factor que también afecta ia frecuencia de recombinacion,
existiendo una relacion directa entre la frecuencia de recombinacién y la edad materna
(Abbadessa y Burdick,1963). En estudios realizados combinando la edad de los individuos y

cambios bruscos de temperatura se determind que la recombinacion varid en las diferentes etapas
del desarrollo (Walen,1963).

2.6 Recombinacién inducida

Aunque la recombinacion mitética puede ocurrir espontaneamente (esto es sin que los individuos
hayan sido tratados), su frecuencia es mucho muy baja, sin embargo la tasa de recombinacion de
una célula puede ser incrementada por su exposicion a agentes que causan dafio al ADN. A este

tipo de agentes, se les conoce cominmente como recombindgenos (Wirgler, 1992).
2.6.1 Recombinacion inducida por radiacion ionizante

Poco tiempo después de la descripcion de la recombinacion mitética en Drosophila, los
experimentos realizados por Friesen demostraron que la radiacion ionizante, especificamente los
rayos X, inducian recombinaciéon mitotica en la linea germinal de los machos de Drosophila
(Ashburner, 1989).

Uno de los estudios mas completos sobre la recombinacion mitdtica inducida por rayos X en
Drosophila, fue el realizado por Haendle (1979). En estos estudios se establecid que la

recombinacion producida por rayos X es dosis y espectro dependiente. Este autor, observd una
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pendiente discontinua en la curva dosis - efecto, de los individuos que habian sido irradiados con

100 kV durante 30 segundos. Cuando la velocidad de dosis se disminuyd, la curva dosis respuesta
fue lineal.

En Drosophila, se ha observado la induccion de recombinacion mitdtica después del tratamiento
con rayos X, (Haendle, 1979) rayos gamma (Wiirgler y Vogel, 1986; Cruces, 1989, Zimmering y
col., 1990), particulas alfa (Pimentel y col., 1997) y neutrones de fision (Ayaki y col., 1990). Los

rayos gamma son actualmente muy utilizados como inductores de recombinacion mitética en

Drosophila.
2.6.2 Efectos biologicos de la radiacién.

El deposito de la energia de la radiacion ionizante sobre la materia, genera la formacion de
moléculas excitadas y radicales libres. El dafio inducido por la radiacion ionizante se atribuye
tanto al efecto directo, (resultado de la interaccion de la energia de la radiacion con el ADN)

como al indirecto causado por la ionizacion y produccion de radicales libres (Arena, 1971).

La predominancia del agua en los sistemas biologicos, determina que las especies reactivas
formadas por su radidlisis, sean la mayor fuente de radicales libres generados por radiacion
ionizante. Estas especies han sido bien caracterizadas e incluyen peroxido de hidrogeno, atomos

de hidrogeno, electrones y radicales hidroxilo (Friedberg, 1984).

Entre los eventos producidos por la radiacion ionizante se encuentra la formacion de rupturas
cromosomicas. La mayor parte de éstas, son causadas por el rompimiento de las uniones de los
fosfodiésteres en una de las cadenas de polinucleédtidos, pero la destruccion del anillo de
desoxirribosa puede también conducir a interrupciones de la estructura desoxirribosa - fosfato.
La formacién de rupturas simples por radiacion ionizante, puede incrementar la probabilidad de
union de radicales libres en el sitio donde ocurri6. Estos rompimientos son producidos tanto por
el efecto directo como por el indirecto. Se ha determinado que los radicales hidroxilo son los que

contribuyen en mayor parte a este tipo de eventos (Friedberg, 1984).
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En todos los organismos, con excepcion de los virus que poseen cadenas simples de ADN, las
rupturas simples no son letales para las células. La mayor parte de los efectos letales asociados
con la exposicion a radiacion ionizante han sido atribuidos a rompimientos de la doble cadena,
estos, se originan a partir de rupturas simples de origen independiente que se encuentren muy
cercanas entre si pero en cadenas opuestas, 0 bien como resultado de un evento simple; la
hidrolisis de los forfodiésteres en las dos cadenas. Al igual que las rupturas simples, pueden ser

creadas por efecto directo o indirecto.

2.7 Recombinacion inducida por agentes quimicos

Muchas sustancias al igual que la radiacion ionizante, producen rupturas en el ADN, y tienen por
lo tanto la posibilidad de inductr recombinacion.

La observacion de que la recombinacion mitética puede ser provocada por un agente quimico fue
reportada en 1945 por Charlotee Aurebach, utilizando el gas mostaza, un agente alquilante que

indujo mosaicos somaticos en individuos tratados en diferentes etapas del desarrollo (Becker,
1976).

Hasta finales de los afios 70, el unico agente quimico que se habia estudiado de manera
sistematica era la trietil melamina (TEM). A partir de la década de los 80's se ha evaluado la
capacidad recombinogénica de gran cantidad de compuestos con tres ensayos que utilizan células
somaticas de Drosophila: el ensayo del ala (Graf y col., 1983; Graf y col., 1984; Vogel, 1985;
Vogel y col., 1999), el ensayo white/ white coral (Vogel, 1985) y el ensayo white- zeste
(Rasmuson y col., 1978; Vogel, 1985)

Con estos ensayos se ha podido determinar la capacidad mutagénica y recombinogénica de
muchos agentes. Graf y col. (1992) demostraron mediante el uso de las células somaticas del ala
de Drosophila que mas del 90% de las manchas recuperadas después del tratamiento con trioxido
de cromo fueron onginadas por recombinacion. Se ha postulado que este compuesto, crea
rupturas en al ADN, a través de la accion de los radicales libres que son generados en los pasos

que llevan a la conversion del cromo hexavalente en cromo trivalente.
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Ramel y col. (1996) determinaron la actividad recombinogénica de diferentes agentes quimicos
que representaron las siguientes categorias: agentes alquilantes monofuncionales, inductores de
puentes cruzados (cross-linking), agentes intercalantes, venenos de las topoisomerasas [ y 1l
productores de aductos pesados, y dihaloalquenos entre otros. Los resultados obtenidos en esta
investigacion demostraron que los agentes alquilantes monofuncionales EMS, ENU y MMS son
buenos recombindgenos en Drosophila, los mismos resultados se obtuvieron para los agentes que
producen puentes cruzados, los dihaloalquenos y todos los venenos de las topoisomerasas
excepto la amsacrina. Se encontraron datos inconctusos con los agentes generadores de estrés

oxidante y los que causan aductos pesados.

Por medio de los ensayos somaticos se ha demostrado que muchos de los agentes que se han
clasificado como cancerigenos, son inductores de recombinacion (Vogel, 1991). Entre estos
agentes se encuentran muchos de los que se utilizan en la terapia del cancer como el metotrexato,
la mitomicina C, el cisplatino y la ciclofosfamida entre muchos otros. Con respecto a este ultimo
agente se ha demostrado que mas del 70% de todos los eventos inductores de manchas en el

ensayo del ala fueron recombinacion mitotica (Graf y col., 1992; Cruces y Linares, 1996).
2.7.1 Agentes alquilantes

A pesar de que los agentes alquilantes monofuncionales, no son considerados contaminantes
ambientales, dada su capacidad para reaccionar directamente con el ADN tanto in vitro como in

vivo, han sido muy utilizados para estudiar diferentes aspectos del efecto genotoxico (Vogel y
Natarajan, 1979 a y b; Beraneck, 1990, Vogel, 1990).

Los agentes alquilantes producen diferentes eventos de gran importancia desde el punto de vista
genético, entre estos se incluyen las mutaciones puntuales, la pérdida de cromosomas, la
inducciéon de aberraciones cromosomicas, los intercambios de cromatidas hermanas, la
recombinacion mitotica y la muerte celular (Natarajan y col., 1984, Rasmuson, 1985; Beraneck,
1990; Vogel, 1992). Estos agentes deben su nombre a que poseen un grupo alquilante que puede
ser facilmente transferido a otras moléculas, esto es particularmente relevante en el caso del

ADN en donde las reacciones secundarias pueden conducir a la eliminacion de bases, rupturas y
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enlaces cruzados. Dependiendo del nimero de grupos alquil transferibles, se puede distinguir
entre agentes monofuncionales, bifuncionales o polifuncionales, estos dos dltimos son los

responsables de los enlaces cruzados.

Los agentes alquilantes han sido divididos en tres grupos:

Alquil sulfatos: que incluye al dietil (DES) y dimetil sulfato (DMS).

Alquil alqueno sulfonatos: al que pertenecen el metil (MMS) y etil metano sulfonato (EMS).

Nitrosamidas: aqui se encuentran la metil y etil nitrosourea (ENU), metil (MNNG) v etil -N -
nitrosoguanidina (ENNGQG) y el agente indirecto dimetil nitrosamida (Beraneck, 1990).

Estos agentes, difieren tanto en su estructura como en la distribucién de las lestones causadas en
el ADN vy las proteinas. Mientras que la frecuencia relativa de los aductos, en los distintos sitios
de la molécula de ADN, varia mucho entre los diversos mutagenos, casi todos los sitios son

alquilados en la misma medida por cada mutageno (Lee y col., 1990).

Muchos sitios en el ADN, son susceptibles a la accién de los agentes alquilantes. Todos los
oxigenos y los nitrégenos (excepto el que estd unido al azicar) pueden ser alquilados, en total

representan alrededor de 20 sitios nucleofilicos diferentes (Vogel, 1991).

Los estudios comparativos realizados por Ehrenberg y col. (1966) en diferentes sistemas de
prueba, revelaron que es posible correlacionar los efectos biologicos de los agentes alquilantes,

tales como muerte celular e produccion de mutaciones, con sus patrones de reaccion primaria.
La reactividad de los agentes alquilantes con los diversos sitios nucleofilicos puede ser definida

en términos de mecanismos de reaccién y la dependencia de las tasas de reaccion sobre la fuerza

nucleofilica de los 4tomos receptores. (Osterman- Golkar y col., 1970).
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Una expresion muy util que denota la reactividad de los agentes alquilantes es la constante de
substrato s, de la ecuacion de Swain - Scott que es una medida de la sensibilidad de los agentes
alquilantes a los cambios en la fuerza de! nucledfilo con el que reaccionan. Esto significa que los
agentes alquilantes con un valor alto de s, muestran una muy alta selectividad en sus reacciones.
Estos agentes reaccionan preferentemente con los atomos de nitrogeno en el ADN vy las proteinas
que son los atomos que tienen una fuerza nucleofilica relativamente alta, en contraste con su
pobre eficiencia para reaccionar con los atomos de oxigeno que tienen una fuerza nucleofilica

relativamente baja. (Vogel y Natarajan,1979 a y b; Beraneck, 1990; Vogel, 1991).

2.7.2. Agentes alquilantes como recombindgenos

Dada la habilidad que tienen los agentes alquilantes para reaccionar con el ADN, ha surgido el
interés por determinar su capacidad para inducir recombinacion asi, Rodriguez - Arnaiz y col.,
(1996) determinaron el porcentaje de recombinaciéon mitética inducida por seis agentes
alquilantes con diferentes mecanismos de accion, los cuales fueron MMS, DMN, DEN, MMC,
Clorambucil y Monocrotalina. Los resultados de esta investigacidn, demostraron que todos los
agentes excepto la DEN causaron altas frecuencias de recombinacion. El porcentaje mas alto
correspondié al agente alquilante mono- funcionai MMS. Los autores de este trabajo sugieren
que existe una relacion directa entre la alquilacion de los nitrégenos en la molécula de ADN y la

eficiencia de los agentes alquilantes para inducir recombinacion mitética.

2.7.3 EMSY MMS

Entre los agentes alquilantes monofuncionales, el etil metano sulfonato (EMS) y el metil metano
sulfonato (MMS), se encuentran entre los que han sido mas ampliamente estudiados en

Drosophila melanogaster (Ashburner, 1989). Las férmulas de los dos compuesto se muestran en

la figura 1.
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Figura 1. Férmulas de los compuestos EMS Y MMS

El EMS, ha sido desde su introduccion por Lewis y Bacher, (1968), el mutageno quimico mas

utilizado en la investigacion con Drosophila, las razones para ello son su gran eficiencia y su baja

toxicidad en comparacidén con otros agentes quimicos.

En Drosophila se ha demostrado que el MMS también es un mutageno eficiente, aunque no tanto
como el EMS (Ashbumner, 1989). Esto se debe a que aunque parece ser mas efectivo para inducir
rupturas en el ADN, es substancialmente mas toxico (Vogel y Natarajan, 1979 a). En la tabla 1 se

presentan los valores de la Dosis Letal 50 inducida por estos agentes en Drosophila (Vogel y
Natarajan 1979a).
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Tabla I. Dosis Letal S0 (mM) calculada para algunos agentes alquilantes (Vogel y
Natarajan (1979a).

MUTAGENO |ALIMENTACION | INYECCION
EMS 45.0 197.0
MMS 2.9 7.8

Los valores de § calculados para cada compuesto, son de 0.84 para el MMS y 0.67 para EMS.
Tomando en cuenta lo anterior, se espera que los dos agentes presenten mayor selectividad por

los sitios mas nucleofilicos en el ADN.

En la Tabla II, se presenta la distribucion relativa de los productos de metilacion y etilacion en

diferentes sitios en el ADN.

Tabla IL Distribucién de los productos de etilacion y metilacion

80-90 %
7-15%
< 1%

No detectable
99 %
< 1%

En Vogel (1991).

La alquilacién de la guanina en O°, uno de los aceptores de un hidrogeno en la guanina, fija un
tautémero anormal, se bloquea entonces un sitio importante en la estructura del ADN. La

modificacion en el O° de la guanina, es una lesion pre - mutagénica, cuya consecuencia es una
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inhabilidad para formar un par especifico C - G, y si no es reparada, puede conducir a la
incorporacion erronea de una timina en lugar de una citocina, durante la replicacion del ADN. Se
ha determinado de esta manera que las lesiones producidas por los agentes alquilantes que
muestran selectividad por los oxigenos, son buenos inductores de mutaciones. Por otra parte se ha
observado que las lesiones producidas por los agentes alquilantes que tienen afinidad por los

nitrogenos, se relacionan con la induccién de rompimientos en el ADN (Vogel, 1986).
2.8 Factores que modifican la frecuencia de recombinacién inducida

Ademas de los factores ya mencionados para la recombinacion no inducida, los estudios
realizados han puesto de manifiesto que la frecuencia de recombinacion inducida esta relacionada

con el tipo de célula en la que ocurre el evento.

Morales - Ramirez y col. (1994) demostraron que la frecuencia de intercambios de cromatidas
hermanas (los cuales son eventos de recombinacién con homologia maxima), tanto basales como
inducidos por rayos gamma, fue mayor en las células de la médula 6sea y en la glandula salival
que en las espermatogonias. Este hecho podria tener consecuencias evolutivas ya que las células
germinales, las responsables de transmitir la informacion genética de una generacién a otra, en
teoria tendrian que contar con mecanismos de reparacion mas eficientes, 0 como apuntan los
autores, ser el objeto de una preferente reparacién por recombinacion de regiones donde se

encuentran genes transcripcionalmente activos.

En Drosgphila una de las diferencias mas importantes entre el entrecruzamiento meiotico y la
recombinacién mitética es que el primero sdlo ocurre en las regiones eucrométicas del
cromosoma, mientras que la iltima se lleva a cabo tanto en la eucromatina como en la
heterocromatina (Haendle, 1979). Debido a esto surgio el interés por establecer si ambas regiones
del cromosoma tenian igual sensibilidad. Los trabajos realizados a este respecto sugieren que en
Drosophila, 1a mayor parte de la recombinacion inducida se lleva a cabo en las regiones
proximales de los cromosomas, generalmente en la heterocromatina centromérica (Olvera y col.,
1993). Este hecho no parece ser exclusivo de la recombinacion, la evidencia experimental,

sugiere que también la frecuencia de intercambios de cromatidas hermanas (ICH) es mayor en la
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heterocromatina del cuello de! cromosoma X del ciervo hindu (Carrano y Johnston, 1977). Por
otra parte, los diferentes agentes quimicos al parecer muestran cierta selectividad para producir
rompimientos en alguna de las zonas del cromosoma. Se ha demostrado experimentalmente que
el etil metano sulfonato, induce rupturas preferentemente en la region heterocromatica del

cromosoma 2 de Drosophila (Hilliker, 1976).

Tokunaga y Arnheim (1966) concluyeron a partir de los resultados obtenidos al tratar larvas de
Drosophila de edades distintas que la irradiacion de las larvas de Drosophila en una etapa
temprana del desarrollo inducia la recombinacién en la region distal del brazo izquierdo del
cromosoma 2, mientras que si los individuos se irradiaban en una etapa tardia del desarrollo, se
obtenia una alta frecuencia de recombinantes entre los genes que se encontraban mas cerca del
centromero. El hecho de que haya zonas especialmente recombinogénicas, y que varien en las
diferentes etapas del desarroilo, podria ser explicado por alteraciones estructurales de la
cromatina o por modificaciones funcionales a la misma, tal como la expresion selectiva de genes.
A este respecto Hanawalt, demostré que la reparacion del dafio al ADN producido por los
dimeros de pirimidina fue reparado mas eficientemente en la region transcripcionalmente activa
del gen dihidrofolato reductasa que en las regiones no codificantes, de la misma manera los
resultados obtenidos por Lommel y col. (1995), demostraron que la reparacion de los dimeros de
pirimidina inducidos por luz ultravioleta fue mayor en las hebras de ADN transcripcionalmente
activas, considerando lo anterior se podria esperar que también la frecuencia de recombinacion

fuera mas elevada en las regiones que se estan transcribiendo activamente.

En vista de que, hay evidencia experimental indicadora de que la frecuencia de recombinacion

entre dos genes no depende solamente de la distancia entre ellos, da pie al objetivo de la presente

investigacion.
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3.0 OBJETIVO:

Determinar Ja frecuencia de recombinacion inducida en las regiones distal (mwh-fir’) o proximal
(fir’-centrémero) del cromosoma 3 de Drosophila melanogaster, causada por rayos gamma, EMS
y MMS en diferentes etapas del desarrollo larvario.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.1.1 Evaluar el mimero de manchas inducidas por cada uno de los agentes.

3.1.2 Determinar la sensibilidad de cada etapa del desarrollo respecto a la

induccion de manchas sencillas y gemelas.

3.1.3 Determinar la proporcion mutacion / recombinacién inducida por rayos
gamma, EMS y MMS,

3.1.4 Relacionar la recombinacion inducida con la region del cromosoma donde

ocurmrid el intercambio.
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4.0 MATERIALES Y METODOS

4.1 Prueba de mutacién y recombinacién somiticas en Drosophila (SMART)

Para realizar la siguiente investigacion se utilizé la prueba de mutacién y recombinacion
somaticas en el ala de Drosophila (Graf y col., 1984), la cual, consiste en exponer a un agente
larvas heterocigéticas para un marcador facilmente distinguible en la cuticula de la mosca adulta.
Dado que las células de los discos imagales estan destinadas a dividirse en una manera constante,
si se produce una mutacién en una de las células expuestas esta dara lugar a una alteracion del

fenotipo que se expresara como un grupo de células mutantes (mancha) distinguibles en la
cuticula de la mosca adulta (Wiirgler y Vogel, 1986).

4.2 Cepas utilizadas

Se emplearon las cepas mwh / mwh y fi'/TM3, Bd".

Tanto mwh como flr’, son marcadores recesivos que modifican la forma de las cerdas en las

células del ala. Ambos marcadores se encuentran en el brazo izquierdo del cromosoma 3.

El marcador mwh (miltiple wing hair), esta localizado en posicion 0.03, afecta los tricomas de
todas las regiones del cuerpo, incrementado el nimero de elementos, lo cual esta relacionado con
una reduccion en la longitud y modificaciones en su orientacién. En el ala, la mutacion genera

células con 3 a 7 tricomas en lugar de uno por célula que es la condicion normal (Lindsley y
Zimm, 1990).

El gen fI’, modifica la forma del tricoma, produciendo un engrosamiento en la base que esta
asociado con una reducci6n en el tamaiio del tricoma confiriéndole la apariencia de una flama; en
condicion homocigoética, el gen es letal y por ello en la cepa esta balanceado con el cromosoma
TM3, Ser, un cromosoma que porta inversiones multiples y funciona como balanceador. La
presencia de las multiples inversiones en el cromosoma balanceador, impide la recombinacién

entre los cromosomas homoélogos (Wiirgler y Vogel, 1986; Graf y col., 1992).
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Los cromosomas balanceadores, fueron introducidos por Miiller en la genética con la finalidad de

mantener las mutaciones letales de una manera tal que no requieran seleccion (Ashburner, 1989).

4.3 Colecta de huevos

Se cruzaron hembras virgenes de la linea mwh/mwh con machos de la cepa flr 3TM3 Bd. Una
vez cruzados, se colectaron huevos durante 6 h solamente para sincronizar la edad de los
individuos. La colecta se realizb en frascos lecheros de 250 ml de capacidad que contenian
medio de cultivo normal, transcurrido ese tiempo, los huevos se incubaron en el cuarto de cultivo.

Se repitio este procedimiento durante 5 dias para obtener larvas de 5 edades distintas.

4.4 Tratamiento de larvas

En el dia destinado para el tratamiento las larvas correspondientes a las edades de 24, 48, 72, 96,

y 120 h, se separaron del medio de cultivo por densidad de sacarosa al 20 % y se trataron con los

diferentes agentes.
4.4.1 Rayos gamma

Para el tratamiento con rayos gamma, larvas de cada una de las diferentes edades, se colocaron en
tubos homeopaticos de vidrio y se irradiaron con 20 Gy de rayos gamma en el irradiador
Gammacell 250, a continuacion se trasladaron 2 medio de cultivo normal y se introdujeron al

cuarto de cultivo hasta completar su desarrollo.
4.4.2 Agentes quimicos

En el caso de los agentes quimicos, una vez separadas las larvas del medio en el que se
encontraban se pusieron en tubos homeopaticos de plastico que en uno de sus extremos, estaba
cubierto con una malla de niléon para permitir que las larvas estuvieran en contacto con el
mutageno Los tubos se colocaron en una caja de petri con 1.5 g de polvo de celulosa y 10 ml de
la soluciéon de mutageno (EMS o MMS) y permanecieron en el tratamiento durante 6 h
(tratamiento agudo). Se utilizd la concentracion de 46.1 mM para el EMS y 12 mM para el MMS,

estas se eligieron dado que en trabajos anteriores produjeron frecuencias altas de manchas
(Wiirgler y Vogel, 1986, Graf, 1995).
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4.5 Preparacion de las alas

Una vez concluido el tratamiento, las larvas se lavaron perfectamente al chorro del agua para
eliminar cualquier rastro del mutigeno y se sembraron en tubos homeopéticos con medio de
cultivo normal, posteriormente se introdujeron al cuarto de cultivo para que completaran su
desarrollo. Cuando los adultos emergieron, se fijaron en etanol al 70 %, se les disectaron las alas

y se montaron en preparaciones fijas, de acuerdo con la técnica descrita por Graf' y col. (1984).

4.6 Anilisis de manchas

Como resultado de la cruza de las dos cepas utilizadas en esta investigacion, se obtienen dos tipos
de descendientes (Figura 2). Las alas de los dos tipos se analizaron al microscopio optico a 400

aumentos. Para cada ala se registré el nimero y el tipo de las manchas (grupos de células

mutantes) clasificindolas de la siguiente forma:

4.6.1 Manchas sencillas:

Son aquéllas que expresan un solo tipo celular (mwh 6 fir’) y dependiendo de su tamafio, se

pueden subclasificar en:
4.6.1.1 Chicas: 1 6 2 células mutantes.
4.6.1.2Grandes: mas de dos células mutantes.

4.6.2 Manchas gemelas: En estas se observan los dos tipos celulares mwh y fIr,

en células adyacentes.

4.7 Determinacion del niimero de manchas considerando el tamaiio del blanco.

Dado que el nimero de células en el disco imagal es diferente en cada una de las etapas del
desarrollo, para tener una idea mas precisa sobre las manchas inducidas en relacion al blanco
celular, se calculo {a cantidad de células expuestas en cada una de las etapas del desarrollo. El

namero tedrico de células presentes en el disco imagal en cada etapa se obtuvo por la
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interpolacion de los tiempos sobre la curva a partir de los datos obtenidos por Garcia Bellido y
Dapena (1974). El nimero de células expuestas en cada etapa, se obtuvo multiplicando el nimero
de alas analizadas por la cantidad de células presentes en el disco imagal en esa etapa del
desarrollo. Para estimar el nimero real de manchas causado por cada agente se resto la frecuencia
basal de manchas sencillas (0.29), gemelas (0.08) o totales (0.30) a la obtenida en cada etapa. La
frecuencia de manchas en relacion al tamafio del blanco se establecid entonces dividiendo el
incremento de manchas en cada etapa entre el nimero de células presentes en el disco imagal en

el momento del tratamiento. Para obtener la frecuencia relativa se tomo como referencia a las
larvas de 120 h.

4.8 Determinacion de la proporcién mutacién / recombinacién

Con la finalidad de determinar el porcentaje de recombinacién inducido por cada uno de los
diferentes agentes se analizaron las alas de los individuos mwh /TM3, Ser Bd®. Las manchas
sencillas mwh producidas en los individuos mwh/fl, pueden ser el resultado de mutacion o
recombinacion, mientras que en los individuos que portan la inversidon, se asume que todas las
manchas observadas seran el resultado de eventos mutacionales (Frei y Wiirgler, 1995). El
porcentaje de recombinacion inducido por cada uno de los agentes, se calculd entonces,
obteniendo la relacién entre la frecuencia de manchas obtenidas en los organismos que llevan el
cromosoma balanceador entre la frecuencia de las manchas producidas en los organismos
mwh/flr’. Estos cilculos se realizaron empleando las frecuencias determinadas a partir del

nimero de manchas en relacion al tamaiio del blanco.

4.9 Recombinacion en las distintas regiones del cromosoma

Dada la posicion en el cromosoma de los dos marcadores utilizados en la prueba de mutacion y
recombinacion somaticas en el ala de Drosophila, existen dos posibilidades de recombinacion
(Figura 3). Si la recombinacion ocurre en la region donde se encuentran fIr’ y el centrémero se

formaran células hijas que presentan los dos tipos celulares (mancha gemela) Fig. 3 (a). La
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recombinacién en la region del cromosoma comprendida entre los marcadores mwh y fir
produce la formacion de dos células hijas una de las cuales es homocigotica para el marcador

distal, (mwh) y genera una mancha simple mwh, Fig. 3 (b).

4.9.1 Anilisis estadistico

Se aplico la prueba de Chi® para proporciones, con la finalidad de determinar si existian
diferencias significativas en la frecuencia de manchas por ala entre el grupo testigo y los tratados;
se utilizd 1a misma prueba para distinguir diferencias significativas en el nimero de manchas en
1000 células y la prueba de Chi® mediante tablas de contingencia para comparar la proporcion
mutacion / recombinacién y la recombinacion en las dos regiones del cromosoma en las distintas

etapas.
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Progenitores

mwh / mwh fi / TM3, Ser
{ ! $ d
GAMETOS : mwh mwh i TMS3, Ser
Fi a) mwh/ fir’ b) mwh/TM3,Ser

Figura 2. Tipos de descendientes obtenidos de la cruza original.
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Figura 3. Pesibilidades de recombinacion en el cromosoma 3 de D. melanogaster
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5.0 RESULTADOS

Para cada uno de los agentes se construyeron tablas en las que se incluy6 el nimero de manchas
sencillas (chicas y grandes), el de manchas gemelas y el total.

Dado que las manchas fl* son importantes para calcular la proporcién mutacién / recombinacion,

en las tablas las manchas sencillas se separaron en mwh y fir’.

Los resultados obtenidos para la frecuencia basal de manchas sencillas gemelas y totales en los
individuos mwh / flr’, se presentan en la tabla Il A y la frecuencia de manchas sencillas
observadas en los individuos mwh/TM3, Ser se muestran en la tabla III B. Estos valores

corresponden con lo reportado por otros autores (Wargler y Vogel, 1986; Cruces, 1989,
Zimmering y col., 1990).

5.1 Rayos gamma
5.1.1 Frecuencia de manchas por ala.

En la tabla IV, y la figura 4 aparecen el nimero de manchas simples, gemelas y totales
inducidas por 20 Gy de rayos gamma en relacion a la edad de las larvas, se aprecia claramente
que la cantidad de manchas se incrementé con la etapa de desarrollo. Al aplicar el analisis
estadistico en todos los casos la frecuencia de manchas por ala fue significativamente mayor a la

encontrada en el grupo testigo, con excepcion de las larvas de 24 y 48 h en los individuos mwh /
TM3, Ser.

5.1.2 Numero de manchas inducidas en relacién al tamaiio del blanco

Al analizar las manchas en relacidn al tamafio del blanco, los resultados, indican que el nimero
de manchas en 1000 células result6 ser inversamente proporcional a la edad de las larvas (Fig. 5y
6) esto es: las mas jovenes (24 y 48 h) fueron mas sensibles ya que en ellas se produjo un mayor
numero de manchas en 1000 células, mientras que en las etapas tardias, la eficiencia para inducir

manchas fue mucho menor (Tabla V). Al aplicar el analisis estadistico, en todos los casos, se
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observo que el nimero de manchas obtenidas en las larvas de 24 h fue significativamente mayor

con respecto a las otras edades (p < 0.001).

Como ya se menciond, la frecuencia de manchas obtenidas en las larvas de 120 h, se tomé como
referencia para determinar la frecuencia relativa y se observé que en las larvas mwh /fl’ de 24 h
se indujeron 34.32 veces mas manchas totales que en las de 120 h (Tabla V C). En los individuos,
mwh/TM3; Ser (Tabla VI), no se observé un incremento en las larvas de 24 y 48 h, pero en las de

72 se produjeron 5.17 veces mas manchas con respecto a las de 120.
" 5.1.3 Proporcién Mutacién/ Recombinaci6n

Una vez obtenida la frecuencia de manchas en 1000 células tanto en los individuos mwh/ fir?,
como en los mwh/TM3, Ser, se procedid a determinar que proporcion de estas fueron inducidas
ya sea por mutacion o recombinacion. Para realizar este calculo, se descartaron las manchas

simples fIr’, en los individuos mwh/flr’. El nitmero de manchas mwh se presenta en la parte D de
la tabla V.

La proporcion mutacion/recombinacion provocada por los rayos gamma en las diferentes etapas,
se obtuvo dividiendo la frecuencias de manchas mwh de los individuos mwh/flr’, (tabla V D)

entre la de los organismos mwh/TM3, Ser. Esta proporcion se presenta en la tabia VII y la figura
7.

El porcentaje de recombinacidon se modifico en relacion a la etapa de desarrollo (Fig. 7) en las
larvas de 24 y 48 h, el 100 % de las manchas observadas fueron el resultado de recombinacién,
mientras que el valor mas bajo correspondi6 las larvas de 120 h (79.26 %). Al aplicar el analisis
estadistico se encontraron diferencias significativas (p< 0.01) en la proporcién de recombinacién

en las larvas de 24 y 48 h con respecto a las otras etapas.
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5.1.4 Recombinacion inducida en las diferentes regiones del cromosoma

Una vez establecido el porcentaje de recombinacion para cada una de las etapas de desarrollo, se
procedi6 a determinar en qué region del cromosoma habia ocurrido el intercambio partiendo de la
base que las manchas simples mwh se generan por la recombinacién en la region del cromosoma
comprendida entre mwh y flr’, mientras que las manchas gemelas indican que la recombinacién
se llevo a cabo en el segmento delimitado por firt y el centrémero, los resultados se presentan en
la tabla VII1 y en la figura 8. En las larvas de 24 y 48 h el 100 % de la recombinacién se llevé a
cabo en la region mwh-fIr’, sin embargo el porcentaje de recombinaciéon en la region flr'-
centromero, se elevd de 22.25% en las larvas de 72 h hasta 36.8% en las de 120 h, se encontraron

diferencias significativas (p<0.001) en estas etapas en relacion las etapas tempranas.

5.1.5 Distribucion del tamaiio de las manchas

Las manchas se agruparon de acuerdo al nimero de células que presentaban. Los intervalos en
que se dividieron fueron los establecidos por Graf y col. (1984). La distribucion del tamaiio de las
manchas sencillas y gemelas, se muestran en las figuras 9 y 10 respectivamente, se aprecia que a
medida que se incrementa la edad de los individuos se observaron mas manchas de 1 y 2 células
aunque aun en las etapas mas tardias se encontraron manchas grandes. Con relacion a las

manchas gemelas, en la figura 10 se nota que en las etapas en las que se indujeron este tipo de

manchas se aprecia una distribucion de tipo normal.

5.2 EMS

5.2.1 Frecuencia de manchas por ala

Se realiz6 el mismo procedimiento para los resultados obtenidos con el EMS. La tabla 1X,
secciones A y B corresponde al nimero de manchas inducidas por el tratamiento agudo con EMS

(46.1 mM). La figura 11 presenta la frecuencia de manchas por ala en las distintas etapas de
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desarrollo. Al aplicar el analisis estadistico en todos los casos se encontraron diferencias

significativas con respecto al grupo testigo.

5.2.2 Numero de manchas inducidas en relaciéon al tamaiio del blanco

Al analizar, las manchas considerando el tamafio del blanco, la relacion es entonces inversamente
proporcional (Figuras 12 y 13).

Debido al tratamiento con EMS, se observaron manchas gemelas en todos los estadios larvarios
(Figura 13) la mayor cantidad se produjo en las larvas de 24 h. En cuanto a la frecuencia relativa
de manchas, en las larvas de 24 h se indujeron 134.97 veces més manchas totales que en las de
120 h (Tabla X C). Al igual que con los rayos gamma, al aplicar el anélisis estadistico, en todos
los casos la cantidad de manchas totales en 1000 células fue significativamente mayor en las

etapas tempranas con respecto a las tardias (p< 0.0001).
5.2.3 Proporcién mutacién / recombinacién

La proporcion de manchas debidas a mutacion o a recombinacion se obtuvo siguiendo el mismo
procedimiento descrito para los rayos gamma, los resultados se presentan en la tabla XII y en la
figura 14. Esta proporcion se modificé en las diferentes etapas larvanas, se observaron
diferencias significativas (p< 0.5) entre las larvas de 24 y 48 h con respecto al resto de los
individuos ya que presentaron los porcentajes de recombinacion mas alto (68.06) y mas bajo
(45.5) respectivamente (Tabla XII).

5.2.4 Recombinacién inducida en las diferentes regiones del cromosoma

La recombinacion inducida en la region flr'-centromero, se incrementé consistentemente con
respecto a la edad, los datos aparecen en la tabla XIII. En la figura 15 se aprecia claramente la
tendencia, en las larvas de 24 h la proporcion de recombinacion en esa region del cromosoma fue

de 13.08 % y en las de 120 h fue 39.04 %. Se encontraron diferencias significativas a partir de las
larvas de 72 h.
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5.2.5 Distribucion del tamaiio de las manchas

En las figuras 16 y 17 se presenta la distribucién del tamaifio de las manchas sencillas y gemelas
respectivamente. Se observo que el tamaiio de la manchas sencillas decrecio con la edad, pero al
igual que con los rayos gamma, aun en las larvas de 120 h se obtuvieron manchas grandes. En

cuanto a las manchas gemelas se observo nuevamente una distribucién normal.

5.3 MMS

5.3.1 Frecuencia de manchas por ala

En las tablas XIV A y B se muestra el nimero de manchas inducidas por el tratamiento agudo
con MMS 12 mM, en los individuos mwh/fl’, y mwh /TM3, Ser. La frecuencia de manchas se
increment6 con ia edad de los individuos. Estos datos se observan mas claramente en la figura 18.

Cabe mencionar que en las larvas de 24 h, no se produjeron manchas gemelas.

5.3.2 Nimero de manchas inducidas en relacién al tamaiio del blanco

En la tabla XV incisos A, B, C y D y en las figuras 19 y 20, se muestran los datos del nimero de

manchas en relacion al tamafio del blanco.

Las manchas totales en 1000 células decrecieron con el tamafio del blanco celular, en las larvas

de 24 h por ejemplo, se produjeron casi 119 veces mas manchas que en las de 120 h. Se

encontraron diferencias significativas a partir de las larvas de 72 h. (Tabla XV C).

En la tabla XVI se presenta la frecuencia de manchas en 1000 células en los individuos mwh /

TMS3, Ser la tendencia de los resultados fue el mismo que para los mwh / fi”’.
5.3.3 Proporcién mutacion / recombinacion

La tabla XVII y la figura 21, muestran la proporcién mutacion recombinacion inducida por

MMS, ésta se modificé entre las diferentes etapas, se encontraron diferencias significativas entre
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porcentaje el mas alto que correspondié a las larvas de 120 h (59.94) y los mas bajos (43.27 y

43.66) correspondientes a los organismos de 48 y 72 h respectivamente.
5.3.4 Recombinacion inducida en las diferentes regiones del cromosoma

La recombinacién inducida por MMS en la region del cromosoma entre la que se encuentran los
marcadores flr’ y el centrémero se incrementd en relacién con la etapa de desarrolio, estos datos
se presentan en la tabla XVIII y en la figura 22. En larvas de 24 h el total de la recombinacién se
llevé a cabo en la region comprendida entre mwh y flr, mientras que en las larvas de 120 h
correspondid al 34.72 del total de la recombinacion, se encontraron diferencias significativas

(p<0.001) entre las larvas de 24 h y el resto de las etapas.
5.3.5 Distribucion del tamaiio de l1as manchas

Las manchas fueron clasificadas segiin su tamaiio de acuerdo a los intervalos que fueron descritos
anteriormente. La distribucion det tamafio de las manchas sencillas se presenta en la figura 23, en
esta se puede apreciar que la frecuencia de las manchas de una y dos células, se increment6 en
relacion directa con l1a edad, sin embargo en las etapas tardias se observan también manchas

grandes. En la figura 24, se puede apreciar que el comportamiento de las manchas gemelas sigue

una distribucién normal.
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TABLA 11l FECUENCIA BASAL DE MANCHAS EN EL ENSAYO DEL ALA

A) mwh-fir*
No. Sencillas
Edad | Alas Chicas Grandes Simples Totales Gemelas Totales
mwh flr mwh flr mwh Flr
Y # % #1% # | % # % # % # | % # (% # % #
24 80 022 (18) | 0 008 (D) 0 031 (25 0 031 (251001 __ (1) |0.32 _ (26)
48 100 [0.16  (16) 0 ]0.05 (5) |0.01 (1) [0.22 (22) 1001 (1)]0.23 23 ]0 0.23 (23)
72 100 {029 (29) | 0 [006  (7) 0 036 (36) 0 0.36 _ (36)]001 (1) {037 (37)
96 106 (022 (24) 0 (003 (4 0 026  (28) 0 026 (28)[0.009 () {027 (29
120 120|020 (25) 0 |0.06 (8) 0 027 (33) 0 027 (33)[0016 (2) 1029 (35)
Total | 506 022 (112) | 0 [0.06 (33) 0 028 (145) 0 028 (145)[0.009 (5 |031 (150)
B) mwh- TM3, Ser
Edad | No. Chicas Grandes Simples Total Gemelas Totales
Alas
mwh fir mwh flr mwh flr
% # % #|% #1% # 1% # 1% # % # % # % #

24 60 029 MDY o 0 0 0 0 0.29 %) 0 029 ()
48 60 |0.23 @] 0 0 0 0 0 0.23 ® 0 023 (9)
72 60 ]0.22 (9) 0 0 0 0 0 0.22 [¢))] 0 022 (9
96 | 60 |025 (16)] © 0 0 0 0 0.25 (16) 0 025 (16)
120 | 60 |0.15 )| © 0 0 0 0 0.15 © 0 0.15 (6)
Total | 206 |0.22 “n ) 0 0 0 0 0.22 (47) 0 022 @n
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TABLA IV NUMERO DE MANCHAS INDUCIDAS POR 20 GY DE RAYOS GAMMA

A) mwh-f1r’?
No.
Edad | Alas Chicas Grandes Simples Total Gemelas Totales
mwh flr mwh fir mwh flr

% # |% #1% #1% # 1% # % # |% # % # % #
24 110 1037 (41 0 31 28 |0.009 (1)]0.65 (72) |0.009 (1)]066 (73)*** |0 ns 0.66 (73) *»»
48 120 |0.35 (42 0 66 0.55 10.008 (1)]0.90 (108) |0.008 (1)]0.92 (110)*** |0 n.s 0.92(110) ***
72 | 120 [0.55 (66) 0 |206 1.72 |0.120 (14)[2.26 (272) |0.12__ (14)[2.38 (286)*** |0.59 (71)*** |2.97(357) **
96 | 82 1226 (186) ]0.061 (5)]274 3.34 |0.31 (26)]5.6] (460) [0.37  (31)[5.98 (491)*** [2.37 (195)*** | 8.36 686) ***
120 | 68 14.90 (333) |0.089 (6)[272 4.00 [0.38 (26)[8.90 (605) 047 _ (32)19.36 (637)*** | 3.85 (262) **+ | 13.2 (§99) ***
B) mwh- TM3, Ser.

No.
Edad | Alas Chicas Grandes Simples Chicas Total |Gemela| Totales
s
mwh fir mwh flr mwh flr

% # 1% # 1% # |% # 1% # % # 1% # % #1% #
24 60 10.125 (8) |0 0 0 0.125 {8) 0 0.125 8 |0 0.125 (8)us
438 60 1020 (12) |oO 0 0 0.20 (12) 0 0.20 (12) |0 0.20 (12) s+
72 60 1048 (29) |0 0 0 048 (29) 0 0.48 29 |0 0.48 (29) =
96 60 |1.0 60) |0 0.45 (25) 0 1.0 (60) 0 1.45 87) |0 1.45  (B7)*es
120 | 60 |186 (112) {0 0.93 (56) {0 1.86 (112) 0 280 (168) |0 2.80 (168)°**
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FIG. 4. Frecuencia de manchas por ala inducidas por Rayos Gamma



TABLA V NUMERO DE MANCHAS INDUCIDAS POR RAYOS GAMMA EN

RELACION AL TAMANO DEL BLANCO EN INDIVIDUOS mwh /Ar*

A Sencillas
Edad N C NC Am m/C m/1000 FR
24 110 |21 2310 42 0.018 18.18 43.89
48 120 |67 8040 76 0.009 945 2541
72 120 1487 58440 252 0.004 4 3] %%+ 11.59
96 82 3492 286344 467 0.001 1.63%%+ 4.38
120 68 24400 1659200 617 0.0003719 | 037]1%++* 1
B Gemelas
Edad N C NC Am m/C m/1000 FR
24 110 121 2310 0 0
48 120 |67 8040 0 0
72 120  |487 58440 70 0.0011 1.19 7.61
96 82 3492 286344 193 0.0006 0.67%+* 4,28
120 68 124400 1659200 261 0.0001 (.15%% 1
C Totales
Edad N C NC Al m/C m{1000 R
24 110 |21 2310 42 0.018 18.18 3432
48 120 167 8040 74 0.009 9.45 17 83
72 120 |487 58440 321 0.008 5.49%*+ 10.36
96 82 3492 286344 661 0.002 2.30%*+ 4.35
120 68 24400 1659200 379 0.0005 () 52%%* 1
D mwh
Edad N C NC Am m/C m/1000 FR
24 110 121 24400 39 0.016 16.88 33.07
48 120 |67 21 73 0.0090 9.07 17.78
72 120  |487 67 307 0.0052 5.25%%s 10.29
96 82 3492 286344 630 0.0022 2.20%%* 4.30
120 68 24400 1659200 847 0.0005 0.510%** 1

N= mimero de alas C= numero de células

m/C= manchas por célula
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m/1000= manchas en 1000 células

FR= frecuencia relativa



No. de manchas/1000 células

20

15 -

10

5 |

0 I~ T j ]
24 48 72 96 120

Edad (h)
ASENCILLAS MTOTALES |

FIG. 5. NUmero de manchas sencillas y totales inducidas por rayos gamma en
1000 células
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FIG. 6. Numero de manchas gemelas inducidas por rayos gamma en 1000 células

120

40



TABLA VI NUMERO DE MANCHAS INDUCIDAS POR RAYOS GAMMA EN

RELACION AL TAMANO DEL BLANCO EN INDIVIDUOS mwh /TM3, Ser.

Edad N C NC Am m/C m/1000 FR
24 60 |21 1260 0 0 0 0
48 60 |67 4020 0 0 0 0
72 60  [487 29220 16 0.0005476]0.5475 *** | 5.1718893
96 60 (3492 209520 74 0.000353210.3531*** 33359204
120 60 124400 1464000 155 0.0001059[0.1058%** 1

TABLA VII PROPORCION MUTACION RECOMBINACION INDUCIDA POR RAYOS

GAMMA

Edad Mutacién Recombinacion
Testigo 76.96 23.04

24 0.00 100.00

48 0.00 100.00n.s.
72 10.42 89 58 **
96 16.05 8305 **x*
120 10.73 70.26__*++

TABLA VIITI PROPORCION DE RECOMBINACION EN LAS DIFERENTES
REGIONES DEL CROMOSOMA

Edad mwh-flr”® flr centrémero
Testigo 86.85 13.15
24 100 Q*#»
43 100 g+
72 71.75 22.25%+%
96 66.15 33.85%**
120 63.20 36.80%**

*p <0.01
**p <0.001
***p < 0.001
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TABLA IX NUMERO DE MANCHAS INDUCIDAS POR EL EMS
(46,1 Mnx 6 h)

A) mwh /I
No. Simples
Edad | Alas Chicas Grandes Simples Totales Gemelas Totales
mwh fir mwh flr mwh fir
% # |% # 1% #|% # |% # % # % # % # % #
24 | 110 {053 (58) 0 043 _(48) 024 (2N ]0.96 (106) [024 (27) [1.21 (133)*** [0.11 (13)*** | 1.32 (146)***
48 120 ) 0.57 (68) |0.008 (1) |1.02 (122) |0.50 (60)]1.58 (190) |0.51 (61) 12.09 (251)**r 10.16 (20)*** [2.25 (271)***
72 80 1091 (73) 10.012__ (1) | 1.53_(123) |0.55 (44)]2.45 (196) |0.56  (45) | 3.05 (241)*** | 0.47 (38)°*** | 3.48 (279) ***
96| 120 [1.85 (222) {0.16  (20) | 1.80 (216) | 118 (141}]3.65 (438) |1.34 (161)13.99 (599)*** | 1.5 (180)*** | 6.40 (779)***
120 | 70 [205 (144) {028 (20) [2.71 (190) [1.90 (133)[4.77 (334) [2.18  (153)]6.95 (487) *** |2.18 (153)*** | 5.14 (640)***
B) mwh/TM3, Ser
No.
Edad | Alas Chicas Grandes Simples Total Gemelas Totales
mwh fir mwh flr mwh flr
% # |% # % # 1% # 1% #|% #1% # |% # | % #
24 | 82 {025 (21 |0 020 (710 0.25 0 046 (38) |0 046 (38)*
48 70 ]040  (33) |0 052 (37)]0 0.40 0 100 (70) JO 1.00 (70)***
72 36 |0.78 (28) |0 044 (16) |0 0.78 0 122 (a4) |0 122 (44)**°
9 | 40 |1.30 (52) |0 112 @5 |0 1.30 0 242 (92) (O 242 (92)***
120 | 40 |1.15 _ (46) |0 160 (64) |0 1.15 0 2.80  (110) |0 2.80 (110) **+
*p<0.01
**p<0.001
*** 5 < 0.001
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Fig. 11. Frecuencia de manchas por ala inducidas por EMS
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TABLA X NUMERO DE MANCHAS INDUCIDAS POR EMS EN RELACION AL

TAMANO DEL BLANCO EN INDIVIDUOS mwh /ir’

A Sencillas
Edad N C NC Am miC m/1000 FR
24 110 |21 2310 102 0.044 44 15* 161.49
48 120 167 8040 217 0.027 27.00"** 198.71
72 80 |487 38960 221 0.0056 567" 20.74
96 120 13452 419040 565 0.0013 1.34*** 4.93
IL_120 70 124400 1708000 467 0.002 Q.27 1
Gemelas
Edad N C NC Am miC m/1000 FR
24 110 |21 2310 5 0.004 476 53.50
48 120 [67 8040 11 0.0022 223" 2515
72 80 1487 38960 37 0.0094 0.94*** 10.67
96 120 3492 419040 179 0.0004 0.42*** 4.8
120 70 124400 1708000 | 152 _ {0.00008 10088~ |1
Totales
| Edad N C NC Am m/C m/1000 FR
24 110 |21 2310 113 0.048 48.91 134.97
48 120 |67 8040 235 0.029 2022* 80.65
72 80 487 38960 258 0.0068 6.622* 18.27
98 120 13492 419040 744 0.0017 1.7 4.899
120 70 [24400 1708000 619 0.00036 0.36™* 1
D mwh
Edad N C NC Am m/C m/1000 FR
24 110 {21 2310 84 0.036 36.36 132.14
48 120 I67 8040 173 0.02 21.51 78.19
72 80 1487 38960 214 0.005 5.49 19.96
96 120 13482 419040 580 0.001 1,38 502
120 70 124400 1708000 465 0.0002 0.27 0.88

N= nimerode alas C= nimero de células A=incremento de manchas

m/C= manchas por célula
*p<0.01 *"p<0.00

m/1000= manchas en 1000 células
“*p < 0.001

FR= frecuencia relativa

48



No. de manchas /célula

60

50

Edad (h)

|“~SENCILLAS ®TOTALES

Fig. 12. Numero de manchas sencillas inducidas'por EMS en 1000 células

120

49



No. manchas/ 1000 cel.

120

.
I | 1 |
24 48 72 96
Edad (h)
®GEMELAS

Fig.13. Nimero de manchas gemelas inducidas por EMS en 1000 células

50



TABLA XI NUMERO DE MANCHAS INDUCIDAS POR EMS EN RELACION AL

TAMANO DEL BLANCO EN INDIVIDUOS mwh /TM3, Ser

Edad N Cc NC Am m/C m/1000 FR
24 82 21 1722 20 0.011 11.61 110.1
48 70 |67 4680 55 0.01172 |11.72 111.12
72 36 487 17532 36 0.002 2.06* 19.45"™**
96 40 13492 139680 88 0.0008 0.63* 5.96
120 40 (24400 976000 103 0.0001 0.105***  |1***

TABLA XII. PROPORCION MUTACION RECOMBINACION

INDUCIDA POR EMS
Edad Mutacion Recombinacién
Testigo 76.96 23.04
24 31.93 68.06°
48 54 55 4549 *
72 37.38 62.61°2
96 4551 5448*
120 38.76 61 2382

*significativo respecto a laslarvas de 24 h
* significativo respectoa laslarvasde 48 h

*"p<0.01

TABLA XIII PROPORCION DE RECOMBINACION

EN LAS DIFERENTES REGIONES DEL CROMOSOMA

Edad mwh- fir* fir- centrémero
Testiqo 86.85 13.15
24 87.62 13.08
48 88.50 16.22
72 78.00 21.75
96 65.61 42 .41 ***
120 63.98 39.04 ***
0<000 **p<0.001

-
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TABLA XI1V. NUMERO DE MANCHAS INDUCIDAS POR EWL TRATAMIENTO AGUDO CON

MMS (12MMX 6 h)
A) mwh - e
No. Simples
Edad| Alas Chicas Grandes Simples Total Gemelas Totales
mwh flr mwh Flr mwh fir

% #|% #1% # 1% # |% #1% # |% # % # % #
24 78 {038 (30) |0 010 (8 |0 049 (38)]0 049 (38)*** |0 049 (38)***
48 60 032 (19 o 0.50 (30) {0.067 (4)]0.82 (49) | 0.067 (4)]0.88 (53)+++]0.03 (2) ]0.92 (55)%s+
T2 118|041 (49) |0 0.51  (61) 10.084 (10)]0.93 (110)[0.084 (10)[T.01 (120)*** [0.11 (14) | 1.05 (125)**
96 120 036 (44) [0.025 (3)/0.78 (93) |0.13 (16)11.22 (146)]0.16 (19) ]| 1.38 (165)*** | 0.29 (35) |1.67 (200)*+*
120 114 0.78 (89) 0.017 (2)]0.80 {92) |0.12 (4 1.58 (181)[0.14 (16) | 1.72 (197)*+s | 0.32 (37) |2.05 (234) %*»
B) mwh - TM3, Ser

No.
Edad| Alas Chicas Grandes Simples Total Gemelas Totales
mwh flr mwh Fir mwh flr

% # 1% # | % # | % # |% # (% # |% # % #|% #
24 50 032 (16) |0 0 (© |0 032 (16) |0 032 (16) [0 0.32 (16) **
48 28 |046 (13) |0 007 () |0 0.53 (15) |0 053 (15) |0 053 (15) %
72 72 041 (31) |0 026 (19) |0 068 (49) |0 0.68 (49) 0 0.68 (49) ***
96 52 025 (B) |0 028 (9) |0 062 (17) |0 062 (17) |0 0.62 (17)°*
120 | 40 [0.55 (22 |0 032 (13) |0 088 (35) |0 088 (35) |0 088 (35) %
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Fig. 18. Frecuencia de manchas por ala inducidas por MMS
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TABLA XV. NUMERO DE MANCHAS INDUCIDAS POR MMS EN RELACION AL

TAMANO DEL BLANCO EN INDIVIDUOS mwh /ir’

N= nimero de alas C= nimero de células A= incremento de manchas

A Sencillas
Edad N C NC Am m/C m/1000 FR
24 78 21 1638 15 0.009 0.15 155.32
48 60 67 4020 36 0,008 8.95 151 88
72 118 |487 57466 86 0.001 1.40%* 25.38
96 120 [3492 419040 132 0.0003 0.3]1*** 5.34
120 114 124400 [2781600 164 5.896E-05 _10.058*** ]
B Gemelas
Edad N C NC Am m/C m/1000 FR
24 78|21 1638 0 0 0 0
48 60167 4020 1 0.00024 ().24%3+ 19.76
72 118]487 57466 12 0.00020 0.20%%* 16.59
96 1203492 419040 37 3.83E-05 [D.081*** |6.44
120 114124400 e781600 35 1.258E-05 0.01)2“"'I 1
C Totales
Edad N C NC Am m/C m/1000 FR
24 78 121 1638 16 0.009 9.157 135.8
48 60 67 4020 37 0.00% 9.45 128.00
72 118 487 57466 Q9 0.001 1.74%%* 2395
96 120 |3492 419040 165 0.0003 0.30%+# 5.47
120 114 24400 2781600 200 7.19E-05 0.07*** 1
D mwh
Edad N C NC Am miC m/1000 _ FR
24 78 21 1638 14 0.009 8.54 1285
48 60 67 4020 34 0.008 B 45 127.16
72 118 487 57466 96 0.00] 1. 67%%* 25.1
96 120 13492 419040 145 0,0003 03434+ 52
120 114 [24400 12781600 135 6.651E-05 10.06%** 1

m/C= manchas por célula
*p<00l **p<0.00

m/1000= manchas en 1000 células FR= frecuencia relativa
***p < 0.001
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TABLA XVI. NUMERO DE MANCHAS INDUCIDAS POR MMS EN RELACION AL

TAMANO DEL BLANCO EN INDIVIDUOS mwh /TM3, Ser

Edad N C NC Am m/C m/1000 FR
24 50 21 1050 5 0.0047 4.76 178.7
48 28 67 1876 9 0.0047 479 180.0
72 72 487 35064 33 0.0009 0.04%%* 35.32
06 52 3492 111744 20 1.7E-03 0.17+*# 6.53
120 40 24400 976000 26 2.6645‘,3_-05 0.0;6*** 1

TABLA XVII. PROPORCION MUTACION RECOMBINACION INDUCIDA POR

MMS
Edad Mutacion Recombinacién
Testig 76.96 23.03
24 55.71 44.28
48 56.72 4327 ns.
72 56.33 43.66 n.s.
96 49.13 5087 ns.
120 40.05 5994 *

TABLA XVIIL. PROPORCION DE RECOMBINACION EN LAS DIFERENTES
REGIONES DEL CROMOSOMA

Edad mwh- fIr* flr’- centrémero
Testigo 86.85 13.15
24 100.0 0.00°
48 91.67 0. 8*
72 75.86 2738 **
06 76.35 3820 %2
120 73.57 342"
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Fig. 22. Proporci6n de la recombinacién en las diferentes regiones del cromosoma

MMS

63



frecuencia de manchas

/ o 5},”'
48
|
0.35
03 edns
0.25 AT
A Rl
0.2 -
0.15 AR
0.1 AT
0.05
0 i : E [ i I J‘I T
2 34 58 916 17-32 3364 -128 -256 256
Edad (h)
[024 48 72 4196 £1120]

Fig. 23. Distribucién del tamafio de las manchas sencillas

MMS




frecuencia / manchas

0.14

0.12

01

0.08

0.06

0.04

0.02

34 5-8 9-16 17-32 3364 -128 -266 256

Edad (h)
[C124 D48 O72 ©196 1120

Fig. 24. Distribucion del tamafio de las manchas gemelas
MMS



6.0 DISCUSION

6.1 Comparacién entre la frecuencia de manchas por ala y la induccién de manchas

en relacion al tamaiio del blanco

Al realizar el analisis de la frecuencia de manchas por ala se observé que en los tratamientos
experimentales con los tres agentes utilizados en esta investigacion, ésta se increment6 en forma
consistente con la edad de los individuos. Este aumento en el nimero de manchas, podria estar
relacionado con el aumento en el nimero de células en los discos imagales al momento de
tratamiento. Por medio de estudios con rayos X, se ha determinado que el disco imagal que dara
origen a las alas de los adultos, inicia con aproximadamente con entre 20 y 50 células, las cuales
se dividen cada 8.6 h hasta alcanzar el nimero de céluias del ala que es de alrededor de 30,000
(Wiirgler y Vogel, 1986). De esta manera, la diferencia en la respuesta es la cantidad de células
presentes en los discos imagales en cada etapa de tratamiento por lo que juzgamos un error
considerar solamente la frecuencia de manchas por ala. Para eliminarlo, se estimé el tamafio de la

poblacion de células al momento del tratamiento y se calculd la induccion del nimero de

manchas en 1000 células.
6.1.1 Rayos gamma

Con los rayos gamma la frecuencia de manchas por ala en los individuos mwh/flf’, se elevo de
0.66 manchas en las larvas de 24 h, hasta 13.22 manchas en las larvas de 120 h y los individuos
mwh / TM3, Ser, desde 0.12 en las larvas de 24 h hasta 2.8 en las de 120. No se produjeron

manchas gemelas en las larvas de 24 ni en las de 48 h.

Al realizar el analisis considerando el tamafio del blanco, la relacion es entonces inversamente

proporcional ya que en el caso de las larvas de 24 h se produjeron 34 veces mas manchas totales
que en las larvas de 120 h (Tabla III C).
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6.1.2 EMS

Los resultados obtenidos con EMS, muestran el mismo comportamiento de los rayos gamma, es
decir se observa que la frecuencia de manchas por ala se incrementd en relacion a la etapa de
desarrollo, (Figura 11), sin embargo al, realizar el analisis considerando el tamaiio del blanco, la
relacion es nuevamente inversamente proporcional {Figuras 12 y 13). A diferencia de los rayos

gamma el EMS produjo manchas gemelas en todos los estadios larvarios (Figura 13), la mayor
cantidad se observé en las larvas de 24 h.

Un punto que es importante resaltar es que en esta investigacién el EMS indujo una alta
proporcion de manchas simples flr?, (Tabla IX A) que han sido reportadas tradicionalmente como
las menos frecuentes. En las larvas de 24, las manchas simples fIr’, representaron el 20 % de
todas las manchas sencillas, y este porcentaje alcanzé hasta el 31 % en las larvas de 120 h,
mientras que en los rayos gamma y el MMS para la etapa de 120 h, representaron tan solo el 5%
y el 8%, respectivamente. De los resultados obtenidos por Zimmering y col. (1997), se descarta la
posibilidad de que esas manchas sean el resultado del intercambio entre cromosomas homélogos
dado que al tratar individuos cuya constitucién genética era fIr’ / TM3, Ser con EMS, la
frecuencia de manchas flr’ era similar a la encontrada en los individuos mwh/flr’. Se asume

entonces que estas manchas fueron el resultado de eventos de mutacion,

6.1.3 MMS

Con este agente, al igual que con los rayos gamma, no se produjeron manchas gemelas en las
larvas de 24 h. Con el analisis considerando el tamaiio del blanco, se observd que como en los
dos agentes anteriores, la cantidad de manchas fue mayor en las etapas tempranas del desarrollo,

en los dos tipos de descendientes (Tablas XIHI y XIV).
6.1.4 Comparacién entre los tres agentes

No es posible realizar una comparacion entre la produccidén de manchas por agentes quimicos y

por radiacién ionizante, principalmente porque no se puede comparar concentracion y dosis de
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radiacion. Se puede mencionar sin embargo que bajo nuestras condiciones experimentales el

EMS provocd méas manchas en 1000 células que los otros dos agentes.

Cuando se realizo el analisis tomando en cuenta el tamafio del blanco, en todos los casos, las
etapas tempranas fueron mas sensibles. El hecho de que en las larvas de 24 h se indujera un
mayor nimero de manchas en relacion con las etapas tardias, podria estar relacionado con el
hecho de que estas primeras son mas sensibles al efecto de los agentes. En 1906, los Bidlogos
Franceses Bergonie y Tribondeau (Arena, 1971) postularon una ley segiun la cual la
radiosensibilidad de las células es directamente proporcional a su actividad reproductora e
inversamente proporcional a su grado de diferenciacion, aunque se asume que todas las células en
el disco estan en el mismo estado de diferenciacion, las células de una larva de 24 h tienen una
actividad reproductora mayor si se compara con las células en una larva de 120 h y por tal razon

podrian ser mas radiosensibles. Esta explicaciéon podria ser valida también para el caso de los

agentes quimicos.

En cuanto a la discrepancia entre la relacion encontrada en la frecuencia de manchas por ala “‘vs”
el nimero de manchas en relacion al tamafio del blanco celular, en el anélisis estadistico
propuesto por Frei y Wiirgler (1988; 1995), se obtiene el nimero de manchas en 10° células, que
no forma parte del analisis propiamente dicho pero permite comparaciones entre diferentes

testigos. La formula para obtener la induccion en 10° células es:

n/ NC donde:
n= numero de manchas mwh.

N= nimero de alas analizadas.

o)
I

namero de células expuestas.

Es claro que cuando se tratan larvas correspondientes a la misma etapa larvaria el valor de C es
siempre el mismo, sin embargo como ya se mencion6 anteriormente la principal diferencia entre
las larvas es el numero de células presentes en el disco imagal en el momento del tratamiento, por

lo que el valor de C es diferente, de ahi que en el analisis celular propuesto en la presente
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investigacion la relacion entre el nimero de manchas en 1000 células se modifique en sentido

inverso al analisis propuesto por Frei y Wurgler (1988).
6.2 Mecanismos para la induccion de manchas

Las manchas pueden ser producidas por diversos mecanismos genéticos: las mutaciones génicas
en el locus marcador (por ejemplo la induccion de un alelo mutante no complementario en el sitio
del alelo silvestre de un locus marcador) puede producir una mancha sencilla (Wirgler y Vogel,
1986). Aan cuando no existe evidencia directa sobre los eventos mutacionales que conducen a la
formacion de las manchas, en las células somaticas, se puede hacer la extrapolacién de los
eventos mutacionales que ocurren en las células germinales. Existe suficiente evidencia
experimental que indica que el EMS, induce mutaciones génicas en células germinales de
Drosophila melanogaster (Aurebach, 1989; Lifschytz y Falk, 1969, Vogel, y Natarajan, 1979 a y

b). Se ha demostrado también que el EMS, genera pequeiias deleciones (Shulka y Aurebach,
1981),

Basados en estudios citogenéticos de mutantes producidos en Drosophila utilizando numerosos
agentes entre los que se incluyeron los rayos X, EMS, MMS, MNNG y TEM, se infiere que
muchos agentes quimicos inducen deleciones (Paradi y col., 1983). En las células somaticas se
espera que ocurran deleciones que varian en tamaiio, desde aquéllas que afectan a unos pocos

nucleodtidos (mutaciones por corrimiento de base), hasta las que abarcan muchos loci.

En condicién heterocigoética, si el alelo silvestre se pierde por efecto de una delecion, el alelo

mutante se expresara fenotipicamente (Wiirgler y Vogel, 1986). El marcador mwh, puede ser
evidenciado por una delecién terminal en el alelo silvestre y el alelo flr’, por una delecion

intersticial.

[L.a segregacion erronea de los autosomas, como consecuencia de la no - disyuncion, lleva a la
formacion de dos células aneuploides: una trisomica y la otra monosomica para el autosoma
involucrado, solamente la célula monosOmica expresard el marcador que porta. Las células

monosomicas, también pueden ser el resultado de pérdida de cromosomas como consecuencia de
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rupturas cromosémicas. El dafio al huso acromatico parece la mayor causa de la no disyuncién

inducida por agentes quimicos (Ramel y Magnuson, 1979).

La recombinacién mitética es quiza el principal mecanismo responsable en la produccién de

manchas, y por ser el objetivo de la presente investigacion se tratara en forma independiente.

6.3 Proporcion de manchas inducidas por mutacién / recombinacién

Como se menciond anteriormente para determinar la proporcion de manchas atribuidas a
recombinacion se analizo el nimero de las manchas en los individuos cuya constitucion genética
era mwh / TM3, Ser. Dado que la recombinacidn en las células heterocigéticas para las multiples
inversiones presentes en cromosoma TM3, conduce a configuraciones cromosomicas que no son

viables, el cromosoma TM3, es capaz de reducir la recombinacion mitética (Frei y Wiirgler,
1995; Graf'y col., 1992).

6.3.1 Rayos gamma

De los tres agentes utilizados, los rayos gamma fueron los que indujeron un mayor porcentaje de
recombinacion y éste se modifico en las diferentes etapas larvarias, el porcentaje mas alto de
manchas atribuidas a recombinacion correspondié a las larvas de 24 y 48 h en las que el 100 % de
los eventos fueron el resultado de recombinacion mitotica, el porcentaje mas bajo correspondio a
las larvas de 120 h (79.26). Al aplicar la prueba de Chi®, se encontraron diferencias significativas

entre la proporcién de recombinacion a las 24 y 48 h, con respecto a las otras etapas { 72.96 y

120 h ) pero no entre ellas.
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6.3.2 EMS

El EMS también produjo un porcentaje alto de recombinacién aunque no tan alto como en el caso
de los rayos gamma, el mas alto correspondio a las larvas de 48 h (62.61) y el mas bajo a las

larvas de 48 h (45.49) encontrandose diferencias significativas (P < 0.02) con respecto a las otras

etapas.
6.3.3 MMS

Por su parte con el MMS, se logro el mas bajo porcentaje de recombinacion y aunque se modifico
en las diferentes etapas larvarias no se observo una relaciéon con respecto a la edad, al realizar el

analisis estadistico, no se encontraron diferencias significativas entre las diferentes etapas.
6.3.4 Comparacion entre los tres agentes.

El alto porcentaje de manchas inducido por los rayos gamma, podria explicarse con base en el
efecto que tiene la radiacion ionizante sobre las macromoléculas de importancia biologica. Como
se menciond anteriormente, la radiacion ionizante tiene la capacidad para producir rupturas de
hebra sencilla y de doble hebra aunque estas ultimas estin mas relacionadas con la
recombinacion, cabe la posibilidad de que se forme una ruptura doble a partir de dos rupturas
sencillas en cadenas opuestas que se encuentren muy cercanas entre si (Friedberg, 1984). La
diferencia en la respuesta encontrada entre los dos agentes alquilantes, podria ser explicada en
base las particularidades de cada uno de ellos. El estudio de los mecanismos de las mutaciones

originadas por los agentes alquilantes, se ha centrado en la identificacion y la persistencia de

aductos especificos (Beraneck, 1990).

Con el advenimiento de las técnicas en biologia molecular se ha encontrado evidencia
experimental de que la unién a la molécula de ADN, es sdlo una parte de un complicado proceso,
involucrado en la fijacion de una lesion mutagénica. Entre los factores que contribuyen a la
expresion del dafo, se incluyen: la distribucion de los aductos, la distancia que existe con otra

base afectada, y la reparacion de secuencias especificas. La diferencia principal entre el MMS y
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el EMS, es la preferencia del primero, por alquilar los nitrogenos en la molécula del ADN,
mientras que ¢l EMS aunque también alquila preferentemente a los nitrogenos, puede también

unirse a los oxigenos (Tabla IT).

Vogel y Natarajan, (1979 a y b) investigaron la relacion entre el patron de alquilacion de
diferentes AA monofuncionales, y la eficiencia biologica. La relacion entre la concentracion del
agente utilizado y la mortalidad, es considerado un medio muy util para expresar la reactividad de
estos agentes. Los resultados de esa investigacion indicaron que existe una relacién directa entre
el valor de s y la toxicidad de los agentes alquilantes. E| MMS, que tiene el mas alto valor de s,
fue el mas téxico razon por la cual en esta investigacion la concentracion utilizada fue mas baja.
En los estudios realizados por Vogel y Natarajan, (1979 a y b) se observd que los agentes con un
valor alto de g, fueron también mas eficientes para inducir pérdida de cromosomas X en anillo.
Los estudios sobre #os efectos genéticos de los AA en Drosophila, indican que la prueba de
pérdida de cromosomas X en anillo, puede ser considerada como la herramienta mas pertinente
para estimar rupturas cromosomicas en este sistema (Vogel y Natarajan, 1979 b). De los estudios
realizados en Drosophila midiendo eventos como letales recesivos, translocaciones y pérdida de
cromosomas, se ha establecido que los AA que tienen preferencia por los oxigenos son mas
eficientes para inducir mutaciones génicas (Vogel, 1986) y los agentes que exhiben selectividad
por los nitrogenos, de los que el MMS es el mejor representante, inducen aberraciones
cromosdmicas (Vogel y Natarajan, 1979 a y b; Vogel, 1986, 1991) Estos resultados concuerdan
con el trabajo de Natarajan y col. (1984) en el que encontraron que los agentes que presentan

valores altos de s son buenos inductores de rupturas cromosémicas.

Con respecto a la capacidad para producir rupturas cromosdmicas, se esperaria que MMS fuera
mas eficiente que ¢l EMS, ya que en estudios anteriores se ha puesto de manifiesto que este
agente es un buen inductor de rupturas cromosémicas y por lo tanto fuera mejor recombindgeno
en comparacién con el EMS. Rodriguez- Arnaiz y col. (1996), evaluaron la capacidad de 6
agentes alquilantes mono y bifuncionales para inducir recombinacion mitética y concluyeron que
existe una relacion directa entre el patrén de alquilaciéon primania y el porcentaje de
recombinacion dado que el mas alto de fize para el MMS, el agente con el valor mas alto de s. El

porcentaje de manchas generadas por recombinacién fue del 93% mientras que en la presente
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investigacion en las larvas correspondientes a 48 h la proporcion de manchas atribuidas por
recombinacion fue del 43%.

En relacion a los resultados obtenidos por estos autores, se debe mencionar que el MMS, fue el
unico agente de accion directa que se utilizd y eso posiblemente podria explicar el hecho de que
indujera la frecuencia mas alta de manchas a las mismas concentraciones usadas con los otros
agentes. Por otra parte, utilizaron un tratamiento cronico administrado a larvas correspondientes
al segundo estadio larvario y las dosis variaron desde 0.5 hasta 2mM. Cabe mencionar que no se

encontraron diferencias entre la frecuencia de manchas producidas con las concentraciones 1 y 2
mM.

En este estudio, el EMS resultd ser un mejor recombinégeno en comparado con ¢l MMS. Entre
los factores que podrian explicar este comportamiento se debe mencionar a los mecanismos de
reparacion. Se sabe que el dafio inducido en el ADN por alquilacién es reparado basicamente
mediante dos mecanismos: la transferencia del grupo alquil modificado a una enzima reparadora,
que pierde su actividad irreversiblemente, o bien por la remocion de la base afectada por parte de

una glicosilasa, dando como resultado la formacion de un sitio apurinico o apirimidico que tendra

luego que ser reparado.

Con respecto al primer mecanismo, los estudios en Drosophila, han demostrado la existencia de
dos productos polipéptidicos de 30 y 19 kDa respectivamente, con actividad alquil transferasa,
que se encuentran presentes en todos los estadios larvarios con excepcion de los embriones, y
aceptan grupos metil radio- marcados de la N-7 metil guanina, N-3 metil adenina, y O-6 metil

guanina y los transfiere a un residuo de cisteina en la proteina (Guzder y col., 1991; Dusenbery,
1997).

Con respecto al mecanismo, dependiente de las glicosilasas, en la literatura aparecen reportes
contradictorios, y la mayor parte de los trabajos sefialan que en Drosophila no se han podido

caracterizar productos polipeptidicos con actividad de glicosilasa (Green y Deutsch, 1983;
Guzder y col., 1991).
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Las alqui! transferasas reparan el dafio por un mecanismo libre de error, ya que sélo retiran el
grupo alquil. Se sabe que los grupos metilo son mas facilmente capturados por estas enzimas, en

comparacién con los grupos etilo. Esto podria estar relacionado con un mayor reconocimiento de

los grupos metilo, por las enzimas.

El porcentaje menor de recombinacién inducido por el MMS podria ser explicado en base a una
reparacion mas eficiente del dafio por alquil transferasas, lo que lo que se veria traducido en una

frecuencia mas baja de manchas y en un porcentaje menor de recombinacion.
6.4 Proporcién de recombinacién en las diferentes etapas

Con los tres agentes utilizados en esta investigacion, se observdé que la recombinacion se
modificé en las diferentes etapas larvarias (Tablas VI, X Y XV). En el caso de los rayos gamma
existe una relacion entre la proporcion de manchas atribuidas a recombinacion y la edad de los
individuos. De acuerdo a los resultados obtenidos, en las larvas de 24 y 48 h el 100% de las
manchas fueron onginadas por recombinacion, esta proporcion fue decreciendo con la edad de

los individuos hasta llegar a representar el 79.26% en las larvas de 120 h.

Como ya se mencionoé el significado biolégico de la recombinacién es la de funcionar como un
mecanismo de reparacion o de tolerancia al dafio que permite a las células el retnbuir las
secuencias que se han perdido (Wiirgler,1992). Una posible explicacion de los resultados
obtenidos con los rayos gamma podria estar relacionada con el hecho de que las células en las
larvas correspondientes a las etapas tempranas estén reparando mds eficientemente ¢l dafio

producido y la expresion de esta reparacion sea una mayor frecuencia de recombinacion.

Con respecto a los dos agentes quimicos aunque se observa que la proporcion de manchas
inducidas por recombinacion se modifico entre las diferentes etapas del desarrollo, no se encontré
que la proporcién de recombinacion fuera mayor en las etapas tempranas, por lo que las
discrepancias podrian ser atribuidas a la variacion entre individuos y a que el numero de manchas

analizadas varia considerablemente en las diferentes etapas.
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6.4.1 Importancia de 1a Reparacion en la Recombinacion.

Para conservar la integridad del genoma de los individuos, es necesaria la reparacion de
rompimientos. La certidumbre de que las rupturas dobles pueden ser reparadas por
recombinacion mitotica, proviene de los resultados obtenidos con hongos y cultivos de células de
humanos La primera evidencia de que la recombinacion reparaba el dafio producido por radiacion
fue aportada por Nakai y Matsumoto, (1967) usando una cepa de Sacharomyces cerevisiae,

deficiente en recombinacion. en la que la frecuencia de recombinantes era menor que las cepas
silvestres (Ayaki y col., 1990).

En Drosophila, 1a evidencia de que la recombinacién es un mecanismo que repara secuencias
dafiadas del ADN, proviene de las frecuencias bajas de recombinacién en las cepas deficientes en
reparacion. (Graf y col, 1989). Se sabe por ejemplo, que el gen mei 9°, participa en un
mecanismo de reparacion libre de error contra el dafio inducido por EMS, MMS, MNNG vy
ENNG. El porcentaje alto de recombinacion provocado por la radiacion ionizante, y los dos
agentes quimicos utilizados en la presente investigacion, fue debido posiblemente a la habilidad

que tienen para producir rupturas dobles y la reparacion de estas por recombinacion.
6.5 Recombinacién en las diferentes regiones del cromosoma.
6.5.1 Comparacion entre los tres agentes

Usando diversos marcadores en un cromosoma, es posible estudiar la respuesta diferencial de

regiones definidas en el cromosoma a la modificacion de la recombinacion.

El sistema mwh/flr°, permite la induccién de la recombinaciéon en dos diferentes regiones del
cromosoma: el intervalo proximal del centrémero, que da origen a manchas gemelas, y la
recombinacion en la regién eucromatica mas grande del cromosoma, que da origen a manchas
simples mwh. Una alta proporcién de manchas gemelas indica, por lo tanto que la recombinacion

ocurrio en la parte distal del cromosoma.
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En los tres agentes utilizados en esta investigacion, la proporcién de manchas en las dos regiones
del cromosoma (mwh-fr’ y flr’-centrémero), se modificd, incrementandose significativamente en

la region proximal (flr’-centromero) en las etapas tardias del desarrollo.

La exposicion de las larvas de 24 y 48 h a los rayos gamma causd que el 100 % de la
recombinacion se llevara a cabo en la region mw-ir’. Sin embargo el porcentaje de
recombinacion en esta region se increment6 con la edad, de 23.95 en las larvas de 72 h hasta
37.36 en las de 120 h (Tabla 6) se encontraron diferencias significativas con respecto a la

recombinacion en la regién distal obtenida en el grupo testigo y las larvas de 24 y 48 h con
respecto a las de 72,96 y 120h.

Para el EMS, esta frecuencia se elevo desde 15.62 % en las larvas de 24 h, hasta 41.76 en las de
96 h (Tabla 10). En el caso del MMS, en las larvas de 24 h el 100% de la recombinacion se
produjo en la parte distal del cromosoma y al igual que en los dos casos anteriores aumentd con
la edad (Tabla 16), en las larvas correspondientes a 120 h el 34.72 % de la recombinacion ocurné

en la region proximal del cromosoma,

Una de las principales diferencias entre el entrecruzamiento meidtico y la recombinacién
somatica es que el primero tiene lugar solamente en las regiones eucromaticas de los cromosomas
(Haendle, 1979). La influencia de la heterocromatina en la recombinacion mitética en Drosophila

ha sido valorada por numerosos investigadores (Tokunaga y Arnheim, 1966, Walen, 1963;
Haendle, 1979).

En investigaciones realizadas a ese respecto, la utilizacién de cromosomas con un exceso de
heterocromatina acrecento la frecuencia de recombinacién (Walen, 1963). Recientemente Ramel
y col. (1996), estudiaron la influencia de la heterocromatina sobre la recombinacién en

Drosophila, modificando la longitud de la regién heterocromatica del cromosoma X.

Un aumento de la aneuploidia de esta heterocromatina redujo la frecuencia de recombinacion,

confirmando el hecho de que las secuencias de heterocromatina son un substrato importante para

la recombinacion.
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Se ha demostrado experimentalmente que algunos agentes quimicos muestran preferencia por
sitios especificos en los cromosomas. Sinkha y col. (1965) reportaron que el EDTA, induce
recombinacion solamente en la region eucromatica del cromosoma X. Otro ejemplo claro de la
respuesta diferencial de regiones individuales del cromosoma, es la descrita por Valentin, (1973).
Después del tratamiento con 25 mM de EMS, se encontré un aumento de la recombinacion en la
region centromerica del cromosoma X. Las regiones centroméricas de los cromosomas 2 y 3 son

especialmente sensibles a la induccion de entrecruzamiento por agentes como la Actinomicina D
(Wiirgler, 1991).

Tomando en cuenta la distancia fisica entre los marcadores utilizados en la presente investigacion
se esperaria que la mayor parte de la recombinacién ocurriera en la regién comprendida entre
mwh y I, que representa el 85% de la longitud del brazo izquierdo del cromosoma 3. Esto es
verdadero para las etapas tempranas del desarrollo, sin embargo la tendencia es hacia el aumento
en la recombinacion en la parte heterocromatica del cromosoma en las etapas tardias. Una posible
explicacién de la preferencia de algunos agentes, especialmente de los agentes quimicos por
ctertas regiones de los cromosomas, podria estar relacionada con la composicion quimica de la
eucromatina y la heterocromatina. Las regiones heterocromaticas de los cromosomas estan
constituidas de secuencias repetidas de adenina y Timina (Marchant y Holm, 1988). Los agentes
que muestren afinidad por esas bases en el ADN posiblemente ejerzan su accion preferente en las

regiones heterocromaticas de los cromosomas.

De los agentes utilizados en esta investigacion la radiacidon gamma no parece tener preferencia
por sitios especificos, ya que en teoria deberia afectar al cromosoma completo y en cuanto, al
EMS y MMS, como se ha mencionado anteriormente presentan una alta selectividad para alquilar
los nitrogenos y eventualmente los oxigenos de la guanina, la proporcion con la que se unen al
N3 de la Adenina, es muy baja, y por lo tanto es dificil explicar los resultados obtenidos en base a
preferencias por las bases. Existe convincente evidencia experimental, de que en las células
somaticas de Drosophila ocurre recombinacion asimétrica. En las hembras, se observd una
relacidon dosis - respuesta en el aumento de manchas gemelas en la heterocromatina del
cromosoma X, pero no en la eucromatina. (Vogel y Szakmary, 1990). Aunque en teoria en la

recombinacion homologa se intercambian segmentos iguales, la recombinacioén asimétrica puede
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conducir a deleciones o duplicaciones de material genético en los cromosomas involucrados, que
cuando ocurren en las zonas eucromaticas de los cromosomas pueden conducir a la muerte de las
células. Por el contrario si esos cambics se realizan en las regiones heterocromaticas de los

cromosomas, que son genéticamente inactivas, seran mas viables.

En otras palabras, existe la posibilidad de que la recombinacion se presente con igual frecuencia
en todo el cromosoma, pero cuando ocurre recombinacion asimétrica en las regiones
eucromaticas conduce a duplicaciones o deleciones que provocan la muerte de las células y por lo

tanto no es recuperada. Otra posible explicacion es que exista una diferencia en la accesibilidad

de los agentes a la diferentes regiones del cromosoma.

Los resultados de esta investigacion indican que bajo nuestras condiciones de experimentacion la
recombinacion en la regidn proximal del brazo izquierdo del cromosoma 3, se incrementéd
significativamente en relacion con la edad. En un estudio realizado por Graf (1995), tratando
diferentes estadios larvarios con MMS, se obtuvieron resultados similares a los de este trabajo;
las manchas gemelas se incrementaron en relacion directa con la edad, y en los primeros estadios
larvarios, la frecuencia de este tipo de manchas no fue estadisticamente significativa. La
explicacién que se dio en este caso es que dada la letalidad asociada con el gen fIr’, es poco
probable recuperar manchas de menos de 4 células (Szabad y col., 1984) y mayores de 200

células, por lo que el autor considera que las 72 h son la etapa ideal para la induccién de manchas
gemelas (Graf, 1995).

Una posible explicacion al hecho de que exista un incremento en la recombinacioén en la region

distal del cromosoma, podria estar relacionado con un cambio en la accesibilidad del mutageno

en esa region del cromosoma.
6.6 Distribucién del tamaiio de las manchas

En la prueba SMART, se asume que el tamafio de la mancha esta influenciado por dos factores:
La velocidad con que actué el mutageno y la edad de las larvas al momento del tratamiento. En el

primer caso, los agentes de accion directa producen manchas mas grandes en relaciéon a los
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promutagenos y por otra parte el tratamiento administrado en etapas tempranas dard lugar a

manchas mas grandes (Graf'y col., 1984, Graf 1995).

Si bien es cierto que la edad de las larvas es un factor determinante en el tamaiio de las manchas,
no es el unico que debe tomarse en consideracion. Dependiendo de las dosis utilizadas, todos los
agentes pueden provocar la muerte celular, la cual es un proceso comun en los discos imagales
(Wiirgler y Vogel, 1986). Si después del tratamiento con un mutagenc sobrevive una parte del
disco, ésta, puede regenerar la region que se ha perdido Haynie y Bryant (1977), y en el
crecimiento compensatorio participan tanto las células normales como las que han sufrido

mutacion. Debido a este crecimiento, estos autores observaron un retraso en la pupacion hasta de

24 horas a la dosis mas alta.

La regeneracion de los discos imagales fue establecida por Schweizer, quien encontrd que existe
una relacion directa entre la muerte celular provocada por los rayos X y el tamafio de los clones
originados por recombinacion mitdtica en las células del disco genital de D. melanogaster,
observando un aumento gradual en el tamaiio de los clones cuando se elevo la dosis de radiacion
(Wiurgler y Vogel, 1986). Este incremento en e} tamafio fue posiblemente originado por ia muerte
de una parte de las células y por el crecimiento compensatorio de las que sobrevivieron. Se sabe
que entre los efectos producidos por la radiacion ionizante se encuentran aquellos que afectan el
ciclo de division de las células. Cuando las células que se estan dividiendo son irradiadas, se

pueden observar algunos de los siguientes efectos:

1. La célula muere durante la irradiacion.

2. La muerte de la célula ocurre algun tiempo después de la irradiacion. La célula sobrevive pero

la mitosis se inhibe permanentemente.

3. La célula sobrevive y se divide pero la primera mitosis o las mitosis posteriores se retrasan
(Arena, 1971).

De la misma manera como la muerte de alguna o algunas de las células del disco traen como
consecuencia el incremento en el tamafio de los clones, el retraso o la inhibicion permanente de la

mitosis podran originar clones pequeifios, independientemente de la etapa en la que haya ocurrido
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el evento. En un estudio realizado con rayos X, Keninson y Ripoll, (1978) demostraron que la
mayor parte de las manchas mwh observadas en individuos que no habian recibido tratamiento
fueron aneuploides y dado que estas manchas generalmente fueron pequeiias,
independientemente de la etapa de desarrollo en la que se produjeron, se asumid que las células
aneuploides presentaron un retraso en la division celular. En este estudio se encontrd una
frecuencia significativamente elevada de manchas chicas inducidas por rayos X en etapas
tempranas del desarrollo y se argumento que estas fueron también el resultado de aneuploidia. Es
claro entonces que en el tamafio de las manchas intervienen otros factores ademas de la edad de

los organismos o que el agente sea de accion directa o no.

La distribucion del tamaiio de las manchas sencillas y gemelas provocadas por rayos gamma se
muestran en las figuras 9 y 10 respectivamente. Dado que la radiacion ionizante es un agente que
produce dafio inmediato, se esperaria que el tamafio de las manchas fuera inversamente

proporcional a la edad en la que fueron irradiados los individuos.

Aunque los resultados obtenidos muestran que en los individuos que fueron irradiados en la etapa
de 96 y 120 h, se incrementa el nimero de manchas de una y dos células, en relacion en los
irradiados en las etapas mas tempranas, aun en estas moscas se recuperaron manchas de mas de
100 células, aunque a estas c€lulas solo les restaban una o dos divisiones celulares. En el caso de
EMS y MMS (Figuras16, 17, 23 y 24) también se observa que se inducen manchas grandes aun

en las larvas que fueron tratadas en las Gltimas etapas del desarrollo.

En la presente investigacion, se observaron manchas simples flr’ de 2 células y mayores de 100,

especificamente en el caso del EMS, en donde se obtuvo una frecuencia significativa de este tipo.

de manchas en todas las etapas.

Otra posible explicacion al aumento del tamafio de la mancha es la propuesta por Haynie y
Bryant (1977), al utilizar diferentes dosis de rayos X, desde 500 hasta 4000 r, encontraron que a
medida que aumenta la dosis, el dafio era mayor y se encontraban clones mas grandes, por lo que

propusieron que las manchas grandes eran el resultado de la fusion de manchas.

80



Por todo lo anteriormente expuesto, es claro que a pesar de la letalidad asociada al marcador I,
la induccion de manchas gemelas podria ser independiente de la edad de los individuos y se
cuestiona el hecho de que el incremento en la region distal del cromosoma sea debido

exclusivamente a la letalidad de fir*, como menciona Graf, (1995).
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7.0 CONCLUSIONES

7.1 Frecuencia de manchas por ala “vs” numero de manchas en relacién al tamaiio
del blanco

Dado que la principal diferencia entre los estadios larvarios es el nimero de células presentes en
el disco imagal, este analisis permite hacer una comparacion mas valida entre la induccién de
mutaciones cuando se tratan diversas etapas del desarrollo lo que permite relacionar [a induccion

de manchas con aspectos tales como reparacion.
7.2 Proporcién mutacidn Recombinacién.

La proporcion mutacién/recombinacion, esta influenciada por el tipo de agente, y esto estd
relacionado el mecamismo de accion. La mayor proporcion de recombinacion fue inducida por los
rayos gamma, seguido por EMS y finalmente MMS, esto podria atribuirse al hecho de que este

agente tiene una gran capacidad para inducir rupturas en el ADN.
7.3 Proporcién de la recombinacién en relacién a la etapa de desarrollo

Aun cuando se encontraron diferencias en la proporcion mutacién/ recombinacion con los tres
agentes utilizados en la presente investigacion, no se puede hablar de una relacion con respecto a

la edad, por lo que consideramos que éstas son el resultado de la variabilidad debida al tamafio
del blanco.

7.4 Recombinacion en las diferentes regiones del cromosoma.

La recombinacién en la region distal del cromosoma (flr’-centromero), se incrementd
significativamente en relacion directa con la edad de los individuos (y por supuesto el tamafio del
blanco celular) con los tres agentes utilizados. Este aspecto podria estar relacionado con cambios

en la accesibilidad de los agentes a esa region del cromosoma como respuesta a necesidades

especificas de las células.
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7.5 Tamaiio de las manchas inducidas por los diferentes agentes.

De los resultados obtenidos en esta investigacion, se puede concluir que el tamaiio de las

manchas inducidas por los tres agentes utilizados en esta investigacion, no esta influenciado

solamente por la edad de las larvas en el momento del tratamiento.

Finalmente, la utilizacion de las células somaticas del ala de Drosophila, representa un sistema
muy util que no solo permite detectar la capacidad de los agentes para interaccionar con el ADN,
sino que puede ofrecer informacion acerca de aspectos como reparacion y la respuesta diferencial

de las células para cumplir con los requerimientos especificos de cada etapa de desarrollo.
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