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RESUMEN

La generacion de electricidad mediante el
uso de material nuclear en plantas

nucleoeléctricas  implica un  probable
incremento en la radiacion de fondo natural,
mismo que presuntamente puede tener
impacto sobre los organismos que habitan

en las inmediaciones.

Para identificar y cuantificar ese posible
efecto, se analizé por un periodo de diez
afios, ¢l comportamiento de las poblaciones
naturales de dos especies: Drosophila
melanogaster y D. simulans que habitan en
la vecindad de la primera Planta
Nucleoeléctrica Mexicana. Con este fin se
hicieron colectas en dos sitios, uno cerca y
otro lejano, dentro de la planta durante la
etapa pre y operante de los reactores y se
analizaron los siguiente parametros: (a) la
viabilidad huevo-adulto; (b) los efectos de
los rayos gamma sobre la viabilidad y (¢)
las frecuencias génicas de los alelos del gen
Sod que codifica para la superoxido
dismutasa (SOD) enzima que se ha
demostrado que contribuye en la
adaptabilidad ante la radiacién en algunos
organismos. Se hicieron 20 colectas de las
que se establecieron isolineas y se
analizaron de cada una de las especies y los
resultados obtenidos se compararon con
respecto a: (a) especie; (b) temporada de

1luvias o secas y (c) sitio de colecta.

e s

Los datos obtenidos indican que: (a) la
viabilidad huevo-adulto v la
radioresistencia de D. melanogaster es
superior a la de D. simulans, en ambos
sitios y se hace notar una alternancia con
relacion a la temporada de Iluvias y secas;
(b) hay diferencias entre la etapa pre y
operante de los reactores favoreciendo en la
segunda la resistencia a la radiacién de
ambas especies cuando consideramos el
Sitio II {cercano a los reactores); (¢) No se
encontraron diferencias entre los sitios con
la viabilidad huevo-adulto; con la
radiosensibilidad ni con las frecuencias
alélicas de Sod y (c) las frecuencias de
ambos alelos para las dos especies no
difieren significativamente entre si. En
todos los casos observados se present6 una
alta frecuencia de heterocigotos. Segun
nuestra  hip6tesis, se requiere un
seguimiento periodico a largo plazo para
poder detectar el papel adaptativo de este
gen en las poblaciones de Drosophila de

Laguna Verde, Veracruz, México.

Se puede concluir que no hay impacto
negativo sobre las poblaciones de
Drosophila estudiadas. Sin embargo, se
encontrd que hay una resistencia a la
radiacién en la etapa operante de los

reactores.

e
—
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ABSTRACT

The generation of electricity from nuclear
material in nucleoelectric plants implies a
possible increment in background radiation
that presumably could have some impact on

the organisms that live in the vicimty.

In order to identify and quantify the
possible effect, the behavior of natural
populations of two sibling species,
Drosophila melanogaster and Drosophila
simulans, that live in the immediate vicinity
of the first Mexican Nuclear Power Plant,

was analyzed for a period of ten years.

For this purpose, collections of flies were
made af two sites, one close to and one
further from the power plant, during the
pre- and operational stages of the reactor.
The following parameters were analyzed:
(a) egg-to-adult viability, (b) the effects of
gamma rays on viability, and (c) allele
frequencies of the Sod gene which codes for
the superoxide dismutase enzyme (SOD),
contribute to  the

demonstrated  to

adaptability of organisms 10 irradiation.

Twenty collections were camied out,

isofemale lines of each species esiablished

and tested and the results compared with
regard to (a) species, (b) rainy or dry season

and {(c) site of collection.

The data obtained indicate that (a) in both

sites, the egg-to-adult viability and
radioresistance to gamma radiation was
higher in D. melanogaster than in D.
simulans. Further, a relationship was found
between egg-to-adult viability and the state
of the weather (rainy or dry season}); (b)
moreover, differences between pre- and
operational stages favoring resistance to
radiation in the operafional stage were
found in both species at the second site
(that closer to the power plant); () no
differences were found between the two
sites with respect to egg-to-adult viability
or radiosensitivity, and (d) no differences
were found between sites or between
species regarding allelic frequencies of the
Sod gene, a high frequency of
heterozygotes having been found at both
sites and in both species. It may be
concluded that there is no negative impact
on the Drosophila populations studied but
rather a high radioresistance during the

operational stage of the reactor.
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1. INTRODUCCION

Para entender las poblaciones es necesario
estudiar como ocurren las leyes de Méndel
y otros principios gencticos. Tal estudio es
esencial para la comprension apropiada de
la evolucién debido fundamentalmente, a
que ésta es el resultado de los cambios
progresivos en la composicion genética de
una poblacidén. Una é4rea de la genética que
busca entender y predecir los efectos de los
como la

fendmenos genéticos tales

segregacion, la  recombinacion, la
transposicion y la mutacion es la genética
de poblaciones. Al mismo tiempo, toma en
consideracion tanto los factores ecolégicos
y evolutivos como el tamafio de poblacidn,
fos patrones de cruzamiento y de
distribucién geografica de los individuos, la
migracion y la seleccion natural. La
mayoria de los factores evolutivos y
ecolégicos que influyen en las poblaciones
también interactian unos sobre otros. Para
comprender esta  complejidad  de
interacciones son necesarias una variedad
de aproximaciones que iIncluyen la

construccidon  de  modelos  tedricos,
observaciones descriptivas cuidadosas y la
interpretacion de patrones estadisticos tanto
controlado  de

como el desarrolio

experimentos.

Uno de los factores ecoldgicos que influyen
sobre la evolucidn y destino de las
poblaciones son las radiaciones
ambientales. A lo largo de la historia, todos
los individuos se han expuesto a la
radiacién  ionizante de bajo nivel
procedente de fuentes naturales, la que
puede incrementarse por la emanacion de
radiacién proveniente de fuentes creadas
por el hombre, sobre todo aquéllas de
indole médica que aumentan el riesgo de
generar alteraciones genéticas y/o tumores.
No obstante, se desconoce cual es el grado
exacto de peligrosidad que presenta la
radiacién de bajo nivel que emana del
medio y de las fuentes artificiales. Los
estudios para dar respuesta que han
implicado muchos afios de investigacion,
no han arrojado resultados que demuestren
su peligrosidad y que, en caso de ser real,
comparado con otros riesgos a los que nos
hallamos expuestos en el quehacer diario
demuestra que la amenaza global de la

radiacion ionizante de bajo nivel no deberia

constituir motivo alguno de preocupacion.

Otro aspecto relacionado con la radiacién
ambiental, es el problema de los umbrales
ya que no se sabe si el efecto que producen
las radiaciones ionizantes a niveles bajos,
es siempre el resultado de la acumulacion o

si eéstos solo se manifiestan cuando

e

e e ]

Estutho del posible papel edapraiive de las varantes de la superoco dismutasa de poblaciones naturales de frovapiila de Laguna Verde, Ver | Menico



sobrepasan determinado valor umbral. La
situacién de que cualquier cantidad de
radiacién produce efecto y la expresion de
este se encuentre relacionada con la
probabilidad y sea a menor dosis, para que
se detecte el efecto se requiere un aumento
en ¢l tamafio de la poblacién expuesta en
donde las pruebas que pueden resolver estas
cada vez mas

incognitas se tornan

complejas.

Aunque ya muy pocos defienden la

existencia de un umbral, que al ser
sobrepasado podria provocar la induccion
de tumores, todavia las  agencias
reguladoras ponen limites a la exposicion
de radiacion ionizante debido a que
continta sin conocerse el alcance de los
efectos asignables a las dosis bajas de

radiacion.

En términos generales la  radiacion
ambiental de fondo que existe en la
paturaleza contribuye con bajas dosis y esta
constituida  principalmente por rayos
césmicos; emisiones procedentes de las
desintegraciones de uranio (U3, torio
(To),

radiactivos de la corteza terrestre; emisiones

de potasio 40 (K*®), carbono 14 (C™) y

radio (Ra) y demas elementos

otros isdtopos radiactivos que se encuentran

en el organismo. La dosis promedio

colectiva, procedente de estas tres fuentes
recibida por los 6rganos intemos de un
individuo que viva en un lugar a nivel del
mar, estd alrededor de los 0.8 milisievert’
por afio. En zonas de mayor altitud, donde
la radiacidon cosmica es mas intensa, o en
regiones donde el contenido en radio es
superior, podran recibir dosis mayores
(Upton 1982) inclusive del doble de la

permitida.

La fraccién radiactiva més importante de
las fuentes artificiales o creadas por el
hombre es la constituida por su uso en el
diagnéstico médico, cuyo valor se
aproxima al causado por el fondo natural.
Otras fuentes que se reconocen como
debidas a la actividad humana son los
minerales radjactivos presentes de forma
natural en ciertos tipos de piedra prensada
que se utilizan como materiales de
construccién y  abonos  fosfatados,
componentes radioemisores de los aparatos
de televisidn, detectores de humo y otros
productos de consume y por supuesto la
lluvia radiactiva de explosiones nucleares y
escapes de centrales nucleares generadoras

de electricidad.

.

Sievert (%) Nombre de In umdad de dows equivelente o doss absorbsdn panderada en
\ermines del potencial daitine de In raduaon que ta product n Sicven cquivale RIS
aun yuho por kilvgrame
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Los efectos cancerigenos y los trastornos

hereditarios constituyen dos aspectos
principales que han estimulado numerosas
investigaciones relacionadas con las dosis
bajas de radiacion. Para determinar qué
ricsgos o beneficios tienen éstas, merece
una consideracion mas pormenorizada de
las interacciones entre la radiaclon ionizante

y la célula viva.

A medida que va penetrando en el tejido, la
radiacién ionizante libera su energia a
través de una serie de colisiones e
interacciones aleatorias con los atomos y
moléculas que le salen al paso dando lugar
a la aparicion de iones y de radicales
reaclivos; éstos son capaces de romper
entaces quimicos y causar otras alteraciones
en las moléculas vecinas. La distribucién de
las ionizaciones a lo largo del trayecto del
rayo o la particula depende de la energia, de
la masa y de la carga eléctrica de la
radiacién y en menor grado, de la densidad

del tejido expuesto.

La accion mutagénica de la radiacidn sobre
el material hereditario ha sido objeto de
investigaciones en

desde que H.J

extensas multiples
Miiller la

descubriera en Drosophila en 1927. Por

especies

ejemplo. de los experimentos realizados con

roedores. se ha inferido que la induccion de

mutaciones por radiacién de baja
transferencia lineal de energia como los
rayos gamma en espermatogonias |y
ovocitos, tiene una relacién dependiente de
la dosis (entendiéndose por dosis a la
cantidad total de energia depositada en un
tejido o célula sin considerar el tiempo y
tasa a la cantidad de energia depositada por
unidad de tiempo) y que con la radiacién de
alta transferencia como la de protones,
neutrones y alfa, la tasa de mutacién crece
de un modo muy pronunciado con relacién
a la dosis, pero es independiente a la tasa
con que se administra. Con la radiacién de
baja  transferencia, la frecuencia de
mutaciones no aumenta tan drasticamente
en funcion de la dosis, pero se muestra muy
ligada al ritmo de la dosis. Cuando se
abordan estos temas resulta interesante
dirigir la atencién hacia los efectos
genéticos producidos por las explosiones
nucleares. Después de los estallidos de las
bombas atémicas en Hiroshima y Nagasaki,
el estudio de los efectos de las radiaciones
sobre las poblaciones fue motivo de
numerosos estudios con diferentes sistemas
que incluyen a Drosophila. Es el caso del
efecto de la exposiciéon cronica a las
radiaciones sobre la viabilidad huevo-
adulto, en las que se incluyen la induccion

por radiacién de letales recesivos y el

o e
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analisis de su efecto sobre la viabilidad de
D. melanogaster (Oregon-R) en condicion
heterocigotica (Wallace 1956) o la
exposicidon a dosis agudas en cada
generacion bajo condiciones relajadas o
severas de seleccion (Sankaranarayanan
1965, Avala 1966, Blaylock y Shugart
1972), la variabilidad en la sensibilidad a la
radiacién de isolineas (Parsons ef al. 1969),
o el estudio de enzimas relacionadas con el
efecto protector contra los efectos de la
radiacién como es el caso de la superoxido
dismutasa (Peng er al. 1986, Hudson ef al.
1994, Yamaoka ef al 1994). No obstante.
en su mayoria los resultados de los estudios

citados anteriormente fueron el producto de

exposiciones a dosis altas de radiacion.

En los humanos, no se ha detectado ningun
aumento apreciable en el numero de las
anomaljas genéticas en los descendientes de
quienes sobrevivieron a los dos bombardeos
atomicos. Ello es compatible con la tasa de
induccion observada en los roedores, toda
vez que el tamafio de la muestra de 78,000
nifios fue muy pequefio y la dosis media de
0.5 Sieverts, recibida por las génadas de los

padres fue baja (Upton 1982).

Estas observaciones han dado la pauta para
explorar el campo de los efectos de las

dosis bajas va que por logica se esperaria

ittt i
[T

ittt
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que éstas también tuvieran algin impacto
sobre las células y los individuos que las
reciben. En este sentido se han realizado
una cantidad importante de investigaciones
por un largo periodo, enfocadas al estudio
de la accion mutagénica y modificadora de
la estructura celular por agentes tales como
los rayos-X. Posteriormente, el énfasis de
las investigaciones se cambid para estudiar
a las mutaciones como un proceso celular
en el que las lesiones primarias son
modificadas  sustancialmente por un
sistema enzimatico de reparacion del ADN
como parte constitutiva de la celula
(Auerbach 1976). Finalmente, se ha
mostrado considerable interés en las
funciones celulares inducibles que incluyen
Ja posible activacién de la reparacion al
ADN por el dafioc ocurrido en la célula
después de la exposicién a dosis muy bajas
de mutagenos posiblemente a través de las
lesiones causadas al ADN. Los procesos
inducibles por el dafio al ADN son
probablemente parte de una clase de
fendmeno biolégico en que las células y los
organismos responden a diferentes tipos de
estrés. Cuando éste es provocado por un
agente mutagénico fisico o quimico, una de
las respuestas maés interesantes es que los

individuos se adaptan.

R
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En los estudios cuyo enfoque principal es
analizar los efectos genéticos de las dosis
bajas de radiacion, se ha demostrado que
cuando los organismos son sometidos a
niveles por debajo de 30 c¢Gy (Joiner et al.
1996) son capaces de responder reduciendo
con mayor eficiencia el dafio al ADN
inducido por una dosis mayor subsecuente.
Esta respuesta fue descubierta por primera
vez en bacterias por Samson y Cairns
(1977) conocida como respuesta adaptativa.
Las evidencias experimentales demuestran
ampliamente su existencia en sistemas
eucariotos, como en levaduras (Godon et al.
1998) en células de mamiferos (Samson y
Schwartz 1980) y de plantas (Magnien ef al.
1981), en Drosophila (Fritz y Shaeppi
1991, Schappi 1994), en mamiferos (Cai y
Liu 1990) y en plantas (Rieger et al. 1982,
Heindorff et «l 1987, Rieger y Michaelis
1993). Los mecanismos subyacentes de este
fenodmeno estan razonablemente conocidos
en procariotos. No obstante, aun no se
describen mecanismos de regulacidon en

eucariotos.

Las investigaciones anteriores fueron
encaminadas primero a entender la biologia
celular y segundo para conocer si las dosis
bajas son capaces de inducir mecanismos
que reduzcan el dafio citogenético y como

consecuencia. probablemente disminuir €l

cancer. Los estudios incluyen el
controvertido concepto de la hormesis o
efectos benéficos de la radiacidn en el que
las evidencias carscen de sustento
estadistico que defiendan claramente este
efecto v la tan ampliamente estudiada
respuesta adaptativa. Ambos campos, se
refieren a las consecuencias positivas que
se pueden desarrollar en los individuos que
se exponen a dosis bajas. Un aspecto que
carece  practicamente de  sustento
experimental es el relacionado con los
presuntos impactos que tienen las
alteraciones de los niveles de radiacion de
fondo sobre poblaciones naturales que en
teoria podrian modificar a largo plazo sus
valores adaptativos originales. Se ha
observado gque la frecuencia de algunos
arreglos cromosémicos en las poblaciones
naturales de D. pseudoobscura cambia
durante el transcurso de un  afio
(Dobzhansky 1971). Una de las posibles
explicaciones es que la eficacia biologica
de los arreglos cromosomicos sea debida a
cambios estacionales. Otro ejemplo es el
del melanismo industrial observado en
Biston berularia que ha tenido una
considerable evolucién en los ultimos
doscientos afios. En aquellas localidades
las formas melanicas han reemplazado

totalmente a las tipicas polillas de color
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grisaceo. Gran variedad de pruebas han
corroborado la hipdtesis de que la evolucién
de las melanicas es debida a cambios en la

eficacia asociados con  la

bioldgica
contaminacion industrial del ambiente. La
adaptaclon en cuestion ha sido identificada
como la coloracion criptica de las obscuras
que tienen mayor probabilidad de escapar
de la depredacién que las polillas claras

cuando reposan en los arboles ennegrecidos.

El estudio de las poblaciones naturales que
habitan en ambientes que han sido
alterados, es un recurso que puede

proporcionar informacién relevanie
paticularmente si se consideran como un
sistema de advertencia oportuna basado en
sus respuestas bioldgicas al dafio celular en
niveles de  organizacion  molecular,
subcelular o celular (Moore et al. 1986). La
presente  investigacion pone particular
¢nfasis en el uso de Drosophila como
organismo centinela para evaluar los efectos
de los presuntos incrementos de la radiacidn
de fondo provocado por el funcionamiento
Central

de los reactores de la

Nucleoeléctrica de Laguna Verde.

En este sentido, desde 1986 se inicid un
estudio de largo plazo utilizando como
indicadores biologicos a dos especies de

Drosophila, que habitan en el drea de la

Central cuya informacion obtenida, serd
atil entre otros aspectos, para informar a la
opinién publica sobre cual ha sido el
impacto —si este ocurre- de Ja planta sobre
las poblaciones estudiadas. La importancia
de este andlisis radica: a) en que contribuird
en ¢l conocimiento de los efecios a argo
plazo de los niveles bajos de radiacidén
sobre las poblaciones naturzles, b) por ser
el primero en su tipo, proporcicnara datos
originales sobre un posible indicador
bioldgico para otras Investigaciones
semejantes ya que en la actualidad no se
conoce atn el bioindicador “ideal” y ¢) que
concluida ia vida 0til de la Central, la
informacion permitird efectuar
estimaciones del impacto ecologico que su
operacién pueda temer sobre dichas

poblaciones.

e e e e
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2. ANTECEDENTES

Esta investigacién consiste en estudiar a
largo plazo algunas caracteristicas de valor
adaptativo utilizando a dos especies
fraternas, D. melanogaster y D. simulans
que habitan en el drea de la primera Planta
Nucleoeléctrica Mexicana, ubicada en
Laguna Verde, Veracruz. Los muestreos se
injciaron desde la etapa de su construccion
con el objeto de obtener datos previos que
permitieran  hacer comparaciones con la
etapa operante. El estudio incluye el analisis
de factores que son determinados
genéticamente v que pueden ser afectados
por incremento de los niveles de radiacion
de fondo producidos por el funcionamiento
de la planta, tales como la viabilidad huevo
adulto (VHA), las frecuencias alélicas del
locus SOD y la radiosensibilidad. Esta
ultima, en el caso de traducirse en
radioresistencia, de acuerdo a la literatura,
es el resultado del mismo efecto que
provoca la dosis acondicionante en la

respuesta adaptativa (Joiner ef ol 1996).

D. melanogaster y D. simulans han sido
objeto de varios estudios que han tenido
como finalidad determinar hasta qué punto
las semejanzas morfoldgicas que existen
entre ellas se reflejan en su bioquimica

{(Hubby y Throckmorton 1968). longevidad

(Schnebel v Grossfield 1983), fisiologia
(Mckenzie y 1974),
(Hoffmann 1987) vy

Parsons
comportamiento
estructura genética {Choudhary y Singh
1987). Las conclusiones de estos trabajos
muestran que las  diferencias  son
importantes en el equilibrio que se

mantiene entre ambas, en la naturaleza.

La razén de utilizar dos especies en la
presente investigacién es la de valorar la
respuesta de cada una al presunto impacto y
determinar si éste ocurre de igual manera
en ambas, ademas de evaluar st se
provocan cambios bioldgicos a largo plazo.
Para tal efecto, los indicadores bioldgicos
permiten estimar el impacto ocurrido en
poblaciones (Hellawe}l 1991} y considerar
directamente los efectos que sobre los
organismos pueda tener el funcionamiento

de centrales de este tipo.

Es claro que hay mucho por hacer para
alcanzar a comprender las consecuencias
biologicas de la gran cantidad de agentes
quimicos y fisicos que puedan concurrir en
un entorno particular, las que ademas
pueden llegar a hacerse mds complejas por
la presencia de otros factores bidticos y
abidticos que interactian entre si. o de
modificar las

aquellos  que pueden

funciones de los organismos tales como

5
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temperatura 0 humedad. No obstante, los

denominados indicadores  biologicos
representan una opcién para estimar tales
consecuencias bioldgicas registrando varios
aspectos de la contaminacién entre los que
destacan: 1. La acumulacién de los
contaminantes en forma integrada que
adicionalmente  conlleva a  hacer
suposiciones acerca de la disponibilidad
mismeos

biolégica de los y 2. lLa

cuantificacion del impacto producido,

mediante pruebas especificas.

Basados en el segundo aspecto se evalud el
impacto ecoldgico mediante el anlisis de 1a
viabilidad huevo adulto, la
radiosensibilidad y las frecuencias al€licas
del locus Sod para estudiar directamente los
efectos que pueda tener el funcionamiento
de la Central, especificamente lo
relacionado con las presuntas emisiones
radiactivas sobre Drosophila. Sin embargo,
vale la pena mencionar que hay otros
sistemas que se han usado para tales fines,
por lo que en la siguiente seccién se
describen algunos que se han utilizado
como dosimetros bioldgicos v para estimar
el riesgo en Centrales Nucleares y en zonas
habitadas pero contaminadas por elementos

radiactivos.

2.1. Sistemas para evaluar los efectos de

la radiacién ambiental

Debido a que el calculo de la contribucion
al incremento de la radiacién de fondo del
funcionamiento de centrales nucleares es
del orden de 0.001 mSv, por unidad de
tiempo (CNS 1987) y que las emisiones
liquidas v gaseosas de la Central Laguna
Verde, 1989-1994 son radoiologicamente
muy bajas (¢l informe radiolégico indicd
que estan dentro del limite permitido,
siendo la emisién mas alta reportada de
23.3% del maximo aceptable, 1.5 mrads),
vale 1a pena describir brevemente algunos
de los monitores bioldgicos que han sido
utilizados para detectar la presencia de
niveles bajos de radiacién ambiental como
es el caso de Tradescantia, Nicotiana ¥
como indicador biologico centinela para

estudios a largo plazo a Drosophila.

2.1.1. Tradescantia

Uno de los sistemas de prueba que presenta
sensibilidad elevada, es el de los pelos
estaminales de Tradescantia. Se ha
demostrado que algunos clones especificos
de esta planta son un sistema de prueba
boténico muy eficiente para estudiar los
efectos genéticos de mutagenos fisicos y

quimicos (Sparrow er al. 1974, Takahashi e

Jchikawa 1976). Estos clones son todos
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heterocigotos para el color de las flores y
los pelos estaminales (azul / rosa; donde el
color azul es el dominante). Las
caracteristicas del sistema son la deteccion
sencilla de todas las células mutantes rosas
sin confundirlas con otras células asi como
la relativa facilidad de manipular un gran
ntmero de muestras, y sobre todo que ha
demostrado su capacidad para deteccion de
los efectos genéticos de los niveles bajos de
radiacion. Asi se ha probado que la
frecuencia de las mutaciones rosas en los
pelos estaminales tiene una relacién lineal
con la exposicion crénica a radiacion
gamma menor de 0.72 R. Sparrow er al.
(1972} verifico igualmente que las
frecuencias de las mutaciones somdticas
rosas en los pelos estaminales de
Tradescantia se incrementan linealmente
con relacion a la dosis agudas de rayos-X en
rangos de dosis extremadamente pequefios
de 0.25 a 6 rads. De acuerdo con ellos la
frecuencia de mutacion se eleva con niveles
altos de radiacién natural de fondo y con
radionuclidos antropogénicos de niveles
bajos. Con la curva dosis respuesta de las
mutaciones somaticas rosas se confirmo que
es lineal no solo en rangos de dosis
pequefias sino también a tasas de

exposicion bajas (Ichikawa 1981).

El sistema esta basado en la estimacion de
la cantidad de pelos estaminales derivados
de eventos de mutacidon puestos en
evidencia por la aparicién de las células
rosas de cada pelo estaminal. Una dos o
mads células rosas juntas; dos o mas pelos
contiguos completamente rosas o una fila
de células rosas separado por una célula
azul, se consideran como derivadas de un
s6lo evento mutacional, tomando en cuenta
que puede ocurrir  entrecruzamiento
somatico. La frecuencia de mutaciones
rosas se expresa como el ntmero de

eventos de mutaciones rosas por cada 1000

pelos analizados (Ichikawa 1981).

2.1.2. Nicotiana y Arabidobsis

Otros sistemas que se han usado para hacer
biomonitoreo en zonas contaminadas con
radiacién y han demostrado sensibilidad a
las dosis bajas de radiacion crénica
emanada de suelos contaminados son las
plantas  transgénicas de Arabidobsis
thaliana y Nicotiana tabacum para un gen
que codifica para la B-glucoronidasa por
recombinacién homéloga (Swoboda er al.
1994 y Kovalchuk er al 1998). Estos
sistemas  fueron  desarrollados, para
determinar la genotoxicidad de los suelos

contaminados con radioniuclidos en las
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areas habitadas de Ukrania (Kovalchuk ef
al. 1999).

Las plantas de 4. thailiana y N. tabacum se
transformaron con un marcador de
recombinacion que consiste de dos
deleciones traslapadas no funcionales que
confirman deficiencia en el gen de la B-
glucoronidasa y que comparten 566 pares
de bases homologas. El sistema consiste
basicamente en que las plantas transgénicas
restauran la funcién del gen de la P-
glucoronidasa  mediante  eventos  de
recombinacién. Esta actividad se hace
evidente porque las hojas de las plantas
muestran sectores azules que se vuelven
blancas después de tefiirlas
histoquimicamente (Swoboda er al. 1994,
Puchta er al 1995). Lo anterior esta
fundamentado en que la radiacion ionizante
produce rompimientos de banda simple o
dobles en el ADN, que pueden ser
reparados por recombinacién homologa. La
frecuencia de recombinacion se obtiene
contando los eventos ocurridos por este
mecanismo que se identifica como sectores
en las hojas de cada planta por separado, se
suman y se relacionan estos datos con el
nimero de plantas en la poblacién. Este
ensayo fue previamente utilizado para

estudiar el efecto de la irradiacion cronica

proveniente de suelos  contaminados
severamente alrededor de la central de
Chernobyl. Se demostraron la sensibilidad
y la confiabilidad del bioensayo a la
contaminacién nuclear en un rango de 1 a
40 Ci / km® (Kovalchuk 1999). Una
observacién relevante fue que el
incremento significativo en la
recombinacion homéloga era dependiente
de la dosis en las plantas que fueron
cultivadas en la zonas afectadas y que se
hayan habitadas, demostrando la alta y
persistente genotoxicidad de los suelos

contaminados con materiales radioactivos.

Otra técnica que ha sido utilizada para los
mismos fines es la del cultivo de
protoplastos de especies de N. sylvestris
introducida por Bourgin er al (1979) y
Nagy y Maliga (1976). Este sistema ha sido
empleado por diversos investigadores para
estudios de genética. También se ha usado
a N. plumbaginifolia para hacer estudios de
radiobiologia debido a su alta sensibilidad
a bajas dosis de radiacion asi como a la
homogeneidad observada en su respuesta,
animales

comparable con  sistemas

(Magnien e/ al.1981).

No obstante. de la existencia de los
sistemas mencionados. para el objetivo del

presente estudio, es importante utilizar un

[ S p——
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sistema que tenga habitos parecidos a los

del hombre por ejemplo, aquellos

relacionados con la capacidad de
desplazamiento, por todo lo que esta
caracteristica implica para poder extrapolar
los resultados. El sistema que ofrece estas

ventajas es el de Drosophila.

2.1.3. Drosophila

Es uno de los organismos estudiados mas
ampliamente en biologia y sirve como un
sistema modelo para la investigacién de
muchos procesos celulares y de desarrollo
eucariotos

comunes  en superiores

incluyendo al humano.

Aungue el genoma humano es mucho mas
complejo es muy parecido al de la mosca de
la fruta ya que comparten muchos genes y
rutas  bioquimicas del  metabolismo
(Asdams et al. 2000) por lo que es un
organismo muy til para hacer estudios de
genética de  poblaciones,  biologia
molecular, comportamiento, fisiologia v
mutagénesis, entre otros. Esta versatilidad
del sistema, ademads, se debe a que presenta
varias ventajas, entre las que destacan: 1)
ciclo de vida relativamente corto, de 10 dias
en condiciones de laboratorio (a 25°C y 60
% de humedad relativa), 2) durante su
desarrollo pasa por varios estados esto es,

sufre metamorfosis completa (huevo, larva,

pupa y adulto) lo cual ofrece la posibilidad
de utilizar cualquiera de ellos y garantiza
un espectro amplio de exposicion de
individuos provenientes de la naturaleza; 3)
la posibilidad de analizar varias
generaciones en un periodo breve; 4) la
relativa facilidad de analizar organismos
colectados directamente de la naturaleza; 5)
tiene hébitos parecidos a los del hombre; 6)
su genoma estd ampliamente estudiado, y
por supuesto; 7) el bajo costo del sistema,

enire otras.

La secuenciacién del genoma de la mosca
de la fruta junto con el conocimiento de su
biologia, proporeionan elementos
invaluables para dar inicio a una nueva
etapa en la que se desarrollen estudios aun
mas sofisticados de genética. El genoma de
Drosophila  contiene  muchos  genes
homélogos relacionados con enfermedades
en los humanos que no se conocian. Estos
ultimos hallazgos sugieren que Drosophila
puede ser ain mas Utll de lo que se
consideraba, para estudiar los procesos
celulares y moleculares fundamentales en
los padecimientos humanos tales como el

cancer (Asdams et al. 2000).

WT A
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2.2. Contribucién de la industria nuclear

a Ia radiacién natural de fondo

El mantenimiento de los reactores en
operacién, comprende varias actividades,
desde las minas y demolicién del uranio
hasta la fabricacién v el almacenaje de
combustibles para su uso. En los Estados
Unidos de América, por ejemplo estan en
operacién cientos de minas de uranio,
aproximadamente veinte demoledoras de
uranio y un numero similar de plantas de
fabricaciéon de combustible en donde se

emplean a miles de hombres.

Aunque han existido problemas con la
liberacion de radiontclidos en la
purificacion de uranio y que estos se han
controlado en forma adecuada,
principalmente cuando se trata de liberacion
al ambiente por parte de plantas nucleares
comerciales. la radiacién de fondo se
incrementa en Jas zonas aledafias. Tomando
en consideracion lo anterior la Comisién
Reguladora Nuclear de los E.U.A. ha
establecido un limite de 8 mrems / afio de
dosis equivalente (dosis equivalente es la
dosis absorbida ponderada en términos de
dafio potencial de las diferentes radiaciones
y su unidad es el Sievert (Sv)) de
exposicion de cuerpo total para la poblacién

en general por liberaciones normales de

A e S

plantas nucleares y para érganos del cuerpo
tales como la tiroides es de 15 mrems / afio.
La agencia protectora del ambiente (EPA)
establecié que el limite de la dosis
equivalente de cuerpo total para la
poblacién en general, debidas a fuentes
originadas por la industria nuclear es de 25

mrems / afio (BEIR Committee, 1980).

En el caso de un accidente nuclear, el
estroncio 90 (S£%) v el cesio 137 (Cs™)
son los radionticlidos de mayor importancia
en términos de dosis recibida por las
poblaciones. Sin embargo, el tritio (H), el
carbono-14 (C') y el cripton-85 (Ka*), son
radionuclidos muy importantes en t€rminos
de contaminacién ambiental debido a que
se liberan, aunque en minimas cantidades,
durante las operaciones rutinarias de los
reactores y atn mas por la dificultad de
removerlos de las corrientes de aguas v
espacios confinados. No obstante, el BEIR
(1980) ha estimado para la poblacion de los
E.U.A. que la dosis equivalente por
persona debida a la liberacion de

radionticlidos por la industria nuclear es de

1 mrem / afio.

Debido a que la radiacion ionizante
provoca cambios en la estructura de las
biomoléculas y que los individuos estan

constituidos por un porcentaje alto de agua

S —————— e
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resulta importante tratar acerca de la
radiolisis del agua y la formacion de

radicales libres.

2.3. Radiolisis del agua

Si el agua es el componente méas abundante
que existe sobre la tierra y muchos sistemas
quimicos son soluciones acuosas, s natural
que la atencién de la quimica de la
radiacién sea enfocada particularmente a los
efectos de la radiacién ionizante sobre el
agua. Los radiobiologos también estan
interesados en el problema ya que el
citoplasma esencialmente es un sistema
2cu0so.

Especificamente las moléculas

biolégicas  importantes  pueden  ser

modificadas no directamente por la
radiacién sino por sus interacciones con
productos derivados de la accion de ésta
sobre moléculas solubles (Arena 1971,

Riley 1994).

En un principio se referia al agua irradiada
como activada debido z que ademéas de
liberar hidrégeno y oxigeno parecia ser muy
reactiva, debido a que podia inducir
facilmente cambios quimicos en ciertos
componentes disueltos en ella. Después de
varios estudios relacionados con el
problema de definir la composicion del

agua activada ahora se sabe que la radiacion

ionizante induce en ella la formacion de
especies gquimicas muy reactivas conoctdas
como especies de oxigeno reactivas {EOR)
con naturaleza de iones y de radicales libres
como productos secundarios y/o primarios,
ambos involucrados en interacciones
mutuas o en reacciones con otras moléculas
de agua o del soluto que pudieran estar
presentes en el sistema (Riley 1994). La
probabilidad de una reaccidn secundaria
depende de una variedad de factores tales
como la ionizacion especifica del tipo de
radiacién utilizado y la presencia ©

ausencia del oxigeno en el sistema (Arena

1971).

Se ha establecido que las particulas

jonizanies o los  fotones  actian
directamente sobre la molécula de agua
produciendo radicales libres a traves de un
posible mecanismo del proceso radiolitico
que en términos generales se describe a
continuacion. Un radical libre es un atomo,
molécula o grupo atémico no combinado
que lleva un electrén descompensado o no
pareado. La descompensacion se refiere no
s6lo al hecho de que el numero total de
electrones en el radical es un namero raro
sino que también el giro o spin  esta
descompensado. Los orbitales de electrones

no solo giran alrededor del nucleo atémico,

sino también alrededor de sus propios ejes
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del giro que puede ser en contra o a favor de
las manecillas del reloj. En un atomo o
molécula con un namero dado de
electrones, los orbitales estdn pareados; esto
es, cualquier electrén que gira a favor de las
manecillas del reloj tiene otro que lo hace
en direccién opuesta. Cuando ocuire la
descompensacion se asocia a un alto grado
de alcanzar la estabilidad y por lo tanto de
reactividad quimica, a pesar de que el

tdomo o molécula esté eléctricamente

neutro o cargado (Arena, 1971)

Figura 1. Radidlisis del agua (Arena 1971)

Por ejemplo, en el i0n hidroxilo (OH 7} €l
stomo de oxigeno estd rodeado por dos
clectrones en la orbita X y por 8 electrones
en la orbita L. Dos de los 8§ electrones se

comparten cen el atomo de hidrogeno.

formando una union covalente
relativamente fuerte. Uno de los dos
electrones compartidos pertenece al atomo
de hidrégeno. El sisterna total lleva siempre
un nimero de 10 electrones; de esta forma
los giros estan pareados y el sistema resulta
quimicamente estable, aungue este es un
i4n negativo debido a que contiene un total
de 9 protones contra 10 electrones, la

experiencia dice que el ion hidroxilo es una

especie quimica muy estable (Arena 1971).

Si el jon hidroxilo pierde uno de sus
electrones L, el grupo atdmico posee un
ntmero total de 9 electrones en donde uno
no estd pareado. Lo que hace a un radical
libre, muy reactivo conocido como radical
hidroxilo. Este pasa a ser eléctricamente
neutro debido a que el numero total de
protones 9 es igual al nimero total de
electrones. Debida a su alta reactividad
quimica el tiempo de vida de este radical es
muy corto, después de su formacién puede
involucrarse en  algunas  reacciones
quimicas y desaparecer como tal. Otros
radicales libres pueden iener naturaleza
iénica debido a que el total de electrones
puede ser mayor 0 menor que el total de
protones. Un radical libre eléctricamente
neutro se distingue con un pequefio punto

de superindice en’ la formula quimica,

como por ejemplo OH'. En cambio los
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iones que son también radicales libres no
tienen una notacion especial, su naturaleza
puede ser deducida de la notacion
electrénica, por ejemplo el HoO™ que es un
radical libre originado de una molécula de
agua que perdié uno de sus electrones

externos (Riley 1994).

Se conocen aproximadamente 12 radicales
libres que se originan de la radiolisis del
agua pura (Arena 1971) de los cuales como
ya se menciono, los mas reactivos son el
hidroxilo HO®, el hidrégeno libre H', el
perdxido de hidrogeno H;O; y el ion
superoxido O,7. La formacion de cada
producto depende de la naturaleza de la
utilizada, de las

radiaciéon  ionizante

condiciones experimentales durante la

irradiacién v del grado de pureza del agua.

Los productos finales son formados como
resultado de diversos tipos de reacciones, en
las que el hidrogeno y el radical hidroxilo
desempefian el papel més importanie debido
a que son muy reactivos. De acuerdo con la
teoria aceptada, estos dos radicales no se
originan directamente de la molécula del
agua irradiada sino de un jon par H.O" vy
H.0" cuyas reacciones estan

esquematizadas en la Figura 1.

———

Por otro lado, €l oxigeno molecular es el
aceptor mas importante de electrones en la
biosfera, et que por virtud de su naturaleza
bi-radical, tiene la facilidad de aceptar
electrones no pareados dando origen
parcialmente a la formacitn de una serie de
especies reductoras gue Son conocidas
conjuntamente como especies de oxigeno
reactivas (EOR) que incluyen superéxido
(O77), perdxido de hidrogeno (H»0»),
radical hidroxilo (HO™. peroxilo (ROQ™) y
alcoxilo (RQO"), que pueden estar
involucrados en procesos de iniciacion y
propagacién de reaccién en cadena de

radicales libres que potencialmente son

dafiinos para la célula (Riley 1994).

En los seres vivos han evolucionado los
mecanismos para Trestringir y controlar
parcialmente ~ tales ~ procesos,  por
compartimentalizacién y/o por defensas
capaces de formar radicales libres estables.
por ejemplo acido ascorbico y alfatocoferol
y por la evolucion de sistemas enzimaticos
como la superdxido dismutasa, la catalasa y
las peroxidasas. que disminuyen ta
concentracion intracelular de los EOR.
aunque algunos de éstos resultan del estrés
oxidante, del que se tratara posteriormente,

exceden la capacidad para aumentar las

defensas antioxidantes de los organismos

e
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provocando que algin tejido pueda resultar
afectado e involucrado en algin proceso

degenerativo.

Las evidencias indican que los EOR estan
implicados en mecanismos patologicos
primarios producto de perturbaciones
fisicas y quimicas en las que la radiacién es
quizds el principal contribuyente, por
ejemplo el radical hidroxilo ataca
indiscriminadamente a moléculas vecinas a
tasas de difusién  controlada. Los
mecanismos patologicos son generados
directamente por oxidacion del agua o
indirectamente por la formaciéon de ROS
secundarios producto de otra reduccién o
activacién en los procesos metabolicos de la
célula. De esta forma el dafio secundario
por radiacién estd influenciado por el
estatus antioxidante de la celula y el
aumento v disponibilidad de la activacién
de mecanismos de reparacién celular. La
respuesta bioldgica a la radiaciéon puede
estar modulada por alteraciones que los
afectan y en consecuencia provocar dafio a
la célula. Por ejemplo, los mecanismos que
estan involucrados en la célula para el flujo
de la cadena de electrones son complejos
pero  aparentemente  hay  nUmMErosos
intercambios que incluyen su ftransporte a

rravés de semiquinonas y metales de

transicidon en varias combinaciones (Riley

1994).

Aunque hay acciones benéficas que son
eiecutadas por radicales libres derivados
del oxigeno, mucho del interés en estas
especies estd relacionado con su potencial
de causar dafio celular. Como ya se
menciond, el radical hidroxilo {(HO") es el
mas reactivo y por esta razon sus
reacciones son mds azarosas. Los radicales
como el superéxido y perdxido de
hidrégeno son relativamente mas estables y
su importancia, desde el punto de vista de
dafio celular, esté relacionado
esencialmente con su potencial para dar
radicales

origen fundamentalmente a

hidroxilo.

El peroxido de hidrogeno formado por la
superéxido dismutasa y por las oxidasas
flavino-dependientes se descompone por la
accion de la catalasa. una hemo-enzima que

cataliza la siguiente reaccion:

H,0, > H-O+ Yo On

2.4. Estrés oxidante

Se conoce como estrés oxidante al
incremento de EOR. generados
directamente por oxidacién del agua en

donde la radiacion desempefia un papel

T —— — po——

w
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preponderante como inductor 0
indirectamente como producto de otra
reduccién o activaciéon en los procesos
metabdlicos de la célula que en ocasiones
exceden la capacidad de la célula para
incrementar las defensas antioxidantes de
los organismos provocando alteraciones en

las biomoléculas incluyendo al ADN.

El estrés oxidante ha recibido atencidn
especial debido a que los EOR, ademas de
ser generados por el metabolismo aerébico
normal, también son producidos por
diversos factores ambientales como: la
radiacion ionizante, la contaminacién por
gases, la hipoxia, los metales toxicos, la
deficiencia nutricional, el agua, la luz y la
temperatura (Riley 1994). No obstante, se
sabe también que la célula en condiciones
de estrés oxidante recurre a respuestas
genomicas que involucran cambios en la
expresién de genmes cuyo producto
proporciona proteccién. disminuyendo los

EOR del ambiente hostil (Patra et al. 1997)

En este sentido, particularmente en
Escherichia coli se ha demostrado que el
mecanismo de proteccién es operado por
dos diferentes regulones, llamados oxyR y
soxR disparados por H.0: vy O2.

respectivamente (Demple 1991). pero el

mas conocido es el que controla el gen

s

T ——

oxyR. El producto de este gen regula
positivamente la transcripcidn de nueve
proteinas como la catalasa y la alquil
hidroperoxido reductasa. Por ejemple, el
paraquat un agente oxidante que puede ser
convertido por SOD a H,0, (Fridovich
1983) en E. coli induce aproximadamente
40 proteinas en las que se incluye la
MnSOD; la endonucleasa IV, enzima
reparadora de ADN, la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa, una sustancia reductora del

paraquat.

En general, hay sistemas enzimaticos que
son importantes en la proteccién celular,
como la superdxide dismutasa (Cu-Zn
SOD), la catalasa (Cat) y la glutation
peroxidasa, que son un grupo de enzimas
conocidas  como  hemoenzimas  ©
metaloproteinas que convierten al radical
superdxido en agua oxigenada. Hay un
segundo sistema antioxidante celular,
formado por la glutatién peroxidasa y la
glutation reductasa. La primera es una
enzima citosolica que con la participacion
de dos moléculas de glutatiéon reducido
(GSH) transforma el peréxido de hidrégeno
en dos moléculas de agua. Los peroxidos
de lipidos son reducidos en presencia de
clutatién. La aceién protectora de la SOD y
la Cat esta probablelﬁente favorecida por el

acido ascorbico v la vitamina E que aceptan

A st
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facilmente electrones v pueden ejecutar una
funcién de apovo eliminande radicales

libres (Lehninger 1982).

Normalmente  los  superoxidos  son
transformados répidamente en HxO, vy
oxigeno molecular (O;) por la accidn
combinada de la superéxido dismutasa y un
metal de transicion (Demple 1991). El H;O;
resultante es practicamente inofensivo para
las biomoléculas, pero cuando reacciona
con metales como el fierro o cobre libera
radicales OH que son sumamente reactivos
y pueden actuar sobre lipidos, proteinas,

membranas o cualquier componente de la

molécula del ADN (Meneghini ef al. 1993).

Christman et al. (1983) describieron un tipo
de respuesta adaptativa por medio de la cual
las bacterias adquieren resistencia a dosis
letales de H-O; si previamente se exponian
a concentraciones bajas de este compuesto.
Ademas notaron que el fenémeno iba
acompafiado de un aumento en los niveles
de varias proteinas. Lo mismo ocurrid con
Sacharomyces cerevisige: en condiciones
de estrés por HoO,, se analizé el total de
proteinas de la célula por electroforesis en
gel bidimencional comparada y se encontrd
que al menos 115 fueron estimuladas por la
exposicion, pero otras 32 fueron reprimidas.

Se desconoce la funcion de ambos grupos

P —— -

de proteinas en el mecanismo adaptativo.
La respuesta disparada por H-0; incluyé un
niimero importante de proteinas de choque
térmico y proteinas que utilizan el oxigeno
reactivo como intermediario dada su
actividad captadora. También se observo
que el proceso biosintético de proteinas
disminuia lentamente y que se estimulaban
las rutas de degradacién de proteinas

(Godon 1998).

Se ha observado que el estrés oxidante por

H,0, en ecucariotos también induce

enzimas  antioxidantes  tales  como
superdxido dismutasa, catalasa, peroxidasa,
asi como pequefias moléculas tales como
glutation, alfatocoferol y acide ascérbico
que atrapan especies reactivas de oxigeno
antes que causen dafio al ADN (Gille ¥
Sigler 1995, Fridovich 1983, 1995, Hassan
y Scandalios 1990). No obstante. hasta
ahora no se conoce en eucariotos un
mecanismo claro a la respuesta al estrés
oxidante (Patra et al. 1997). Parece haber
varios sistemas de regulacién involucrados
que inductivamente podrian ser parecidos

al ya mencionado oxyR.

En la actualidad hay suficientes evidencias
que indican la existencia de un fenomeno
que subyace a la . respuesta adaptativa.

especificamente el relacionado con la

___,—_..—.—_"“__‘_-————-"'_—————'m“"____
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exposicion a bajas dosis de radiacion y que
involucra mecanismos que en conjunto son
conocidos como  radioproteccidon, ©
respuesta al estrés oxidante y que son
regulados por pequefias dosis de radiacion

jonizante v otros agentes que dafian al

ADN.

2.5. Adaptacion a las dosis bajas de

radiacidén

Se considera que hay dos rutas por las que
estos mecanismos de radioproteccion o©
respuesta al estrés oxidante inducibles
operan: primero, una pequefla dosis
acondicionante, generalmente menor a 30
¢Gy (1 ¢Gy = 1 rad) puede proteger de una
exposicién subsecuente a radiacion mayor
llamado respuesta adaptativa. Y segundo, la
respuesta a dosis unicas puede ser por s
misma dosis dependiente, es decir que
pequefias exposiciones agudas de radiacion
o dosis a tasas muy bajas pueden ser mas
efectivas por unidad de dosis que
exposiciones mayores arriba del umbral
donde se dispara la radioproteccion
inducida. A estas combinaciones se les ha
llamado hipersensibilidad por baja dosis
(HRS) que induce radioresistencia (IRR) a
dosis superiores subsecuentes. Ambas, la
respuesta adaptativa y HRS/IRR, estan bien

documentadas en estudios con levaduras.

bacterias, protozoarios, algas, celulas de
plantas superiores, células de insectos y
mamiferos y células de humano in vitro y
en estudios sobre modelos animales ir vivo
(Joiner et al 1996). Hay evidencias
indirectas que indican que el fenémeno de
la HRS/IRR en respuesta a dosis unicas es
una manifestacion del mismo que subyace
a la respuesta adaptativa en el caso de las
dos dosis y que puede ser disparada por
radiaciones de transferencia lineal de
energia (TLE) alta y baja asi como por una
variedad de otros agentes inductores de
estrés tales como peroxido de hidrogeno y
agentes quimioterapéuticos. Se sabe poco
acerca de la naturaleza de este mecanismo,
pero por supuesto hay evidencias de que
opera incrementando la cantidad y la tasa
de reparacion del ADN indirectamente por
mecanismos en la modulacion de la
progresién del ciclo celular o apoptosis;
por cambios en la expresiéon de algunos
genes en respuesta a bajas y no a dosis altas
que pueden ocurrir en pocas horas despues
de la irradiacién lo suficientemente rapida
como para explicar el fendmeno de
radioresistencia inducida. No obstante, sus
componentes moleculares especificos ain

estan siendo identificados.

Los primeros experimentos que se hicieron

para demostrar que dosis muy bajas de
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radiacién ionizante y de agentes quimicos
pueden inducir mecanismos por los que las
células se capacitan para responder a
subsecuentes exposiciones a dosis altas,
fueron realizados con cultivos de linfocitos
humanos utilizando como referencia la
induccion de aberraciones cromosdmicas.
Se encontrd que en las células que se
expusieron a dosis muy bajas (I ¢Gy) de
rayos X y subsecuentemente se frataron con
dosis relativamente altas (1 Gy), los
rompimientos cromosomicos inducidos se
redujeron aproximadamente a la mitad

(Wolff 1998).

Se ha demostrado con otros experimentos
que esta respuesta adaptativa a dosis bajas,
requiere de clerta dosis minima antes de que
sea activada. que ocurre sélo dentro de un
pequefio rango de dosis, que es dependiente
de la dosis vy de la constitucién genéiica de
los organismos expuestos. Se evidencid
también que la respuesta a la preexposicion
a dosis bajas no es instantinea sino que
toma aproximadamente de 4 a 6 h para
activarse completamente (Shadley et al
1987) v puede ser bloqueada cuando en este
periodo la sintesis de proteinas €s inhibido
(Youngblom er al. 1989). La adaptacion
provocada por dosis bajas de radiacion fue
induccidn  de

atribuida a la nuevos

mecanismos de  reparacion de  ]0S

rompimientos cromosomicos que si se
activan en el tiempo del reto con dosts altas
permiten a la célula disminuir el dafio
residual. Esta hipétesis fue fortalecida por
experimentos en los que se encontrd que
los inhibidores de los poli(ADP-
ribosa)polimerasa, una enzima implicada
en la reunién de rompimientos de cadena
del ADN impiden la respuesta adaptativa
(Wiencke e al1986, Shadley y Wolff
1987).

Aunque el fendmeno esta bien establecido
en la sintesis celular, no se sabe si tendra
alguna utilidad en la estimacién del riesgo
de la radiacién ionizante en humanos. Se
est4n realizando investigaciones novedosas
relacionadas con los estudios sobre el
mecanismo fundamental para determinar si
el efecto puede por si sdlo manifestarse
como una disminucién en el numero de
canceres y en la mortalidad inducida por

radiacion (UNSCEAR 1994).

Los experimentos realizados con enzimas
de restriccién, indicaron que  los
rompimientos dobles de cadena en el ADN
pueden accionar eventos de adaptacion.
Mas aun. algunos experimentos
preliminares sobre la sobrevivencia de
ratones irradiados a cuerpo total, han

demostrado que exposiciones multiples a

e —————
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dosis de adaptacion pueden tener profundos
efectos en la supervivencia y que la
adaptacion puede afectar la frecuencia
inducida de linfoma de timo en ratones
irradiados. Los experimentos iniciales sobre
la respuesta adaptativa han incrementado
Jos esfuerzos en el mundo para entender los
mecanismos basicos gue estan detras de

esto (Wolff 1998).

Una de las evidencias mas fuertes de la

reparacién  inducible, proviene de la

cuentificacién de la reactivacion del
adenovirus V por los mecanismos de
reparacién al ADN de una célula hospedera
de mamifero. Si la célula hospedero es
pretratada con pequefias dosis que provocan
dafio leve al ADN suficiente para inducir
mecanismos de reparacidn, se puede
observar que incrementan la habilidad para
reactivar virus dafiados comparandola con
células hospederc no pretratadas. Esta
aparente reparacion inducida tambien se
observd en células acondicionadas con iuz
UV, con rayos gamma Yy con agentes
quimicos (Jeeves y Rainbow 1983). Mas
atin el mutante rad32 de Sacharomyces
cerevisige deficiente en reparacién por
recombinacién no manifestd respuesta
adaptativa después del acondicionamiento
(Mitchel y Morrison 1987). En contraste. la

linea EM9 deficiente en reparacién de

rupturas de hebra sencilla si presentd

hipersensibilidad a dosis bajas 'y

radioresistencia inducida. Los estudios con

¢élulas V79 vy linfocitos humanos indicaron

que pequefias dosis condicionantes de
rayos-X O peroxido provocan que la
reunion de rupturas de doble hebra sea muy
rapida y completa después de una dosis de
radiacién de reto aplicada varias horas mas
tarde (Tkushima 1995). Esto sugiere gue el
fendémeno dual de hipersensibilidad a bajas
dosis y radioresistencia inducida a dosis
altas (HRS/IRR) podria estar ligada a
rupturas de doble banda y mecanismos de

reparacion.

Otra hipdtesis es que el retraso del ciclo
celular esté¢ involucrado en la respuesta
debido a gue la radiacién provoca retraso
en la division celular se podria decir
inductivamente que puede permitir un
tiempo mayor para la reparacién del dafio
genético. Sin embargo, las evidencias con
diferentes lineas celulares no han
demostrado una correlacién consistente
entre HRS/IRR y la demora en el ciclo
respecto a la dosis. Por medio de estudios
con células de mamiferos, se ha encontrado
que a niveles similares de muerte celular,
las radiaciones con aita transferencia lineal

de energia (TLE) son menos eficientes para

inducir radioresistencia que los rayos-X

— e —
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(Lambin er al. 1993, Marples er al. 1994).
En bacterias las dosis acondicionantes
pequefias de neutrones son menos eficientes
que los rayos-X para inducir proteccion y la
hipoxia reduce la eficiencia de la dosis
acondicionante (Boreham y Mitchel 1991)
por lo que se describe que el dafio por
radicales libres y la radiacion con baja
transferencia lineal de energia son buenos
inductores de la respuesta apoyandose en
que se requieren muy bajas dosis para
inducir mecanismos que proporcionan

radioproteccion (Wolff er al. 1991, Wolff
1992).

Tanto pequefias cantidades de perdxido de
hidrogeno como de rayos-X, pueden inducir
proteccion en contra de una dosis alta
subsecuente de radiacion. Atn cuando no se
ha encontrado evidencia experimental en
eucariotos que confirmen cambios en la
expresién genética después de la irradiacién
preparatoria, se sabe que un gen que €S
regulado cormiente hacia abajo
positivamente, después de una hora de
recibir 0.2 Gy de radiacién, su producto
alcanza niveles minimos pero regresa a las
cantidades normales después de 8 h. Estos

resultados son similares a las dosis y escala

de tiempo de la respuesta adaptativa.

La adaptacion inducida por dosis bajas de
radiacién fue atribuida a la produccion de
un nueve y eficiente mecanismo de
reparacién de rompimientos cromosomicos
que esta presente en el tiempo del reto con
altas dosis de radiacion (Olivieri ef al.
1984, Wiencke et al. 1986). Lo anterior se
consolidé con experimentos en los que se
enconiré que la 3-aminobenzamida, un
inhibidor de la poli( ADP-ribosajpolimerasa
implicada en la reunién de rompimientos
dobles de ADN, impide la respuesta
adaptativa (Wiencke ef al. 1986, Shadley y
Wolff, 1987). Lo anterior ocurrié inclusive
cuando fue administrado después de la
dosis de reto pero antes de inducir la
reunién de los rompimientos
cromosdmicos e indicd que la disminucion
fue causada no por un cambio en la
sensibilidad inicial de la célula sino por un
fenémeno estimulado después, tal como el
de reparacion. Se ha visto que la 3-
aminobenzamida también bloquea el

desarrolio de IRR en células V79 (Marples
v Joiner 1993).

Entre los numerosos esfuerzos realizados
para tener métodos adecuados para tratar de
identificar los procesos moleculares
involucrados en la reparacion manifestada
como adaptacion. Meyers ef al. (1992) ¥
(1992) han

Boothman ¢t dl. notado
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cambios en el nivel de la transcripcidén de
genes después de la exposicion a la
radiacién ionizante. Wolff (1998) expuso
linfocitos humanos a una dosis de
adaptacion de 2 ¢Gy de rayos X y verifico
utilizando un grupo de sondas para
transcribir fragmentos de ARNs a cADNs,
que las células irradiadas tenian algunos
mARNs que no se presentaron en las
células no irradiadas y viceversa. Mds aun,
algunos cADN hechos de mARNs se
encontraron en las células testigo pero no en
las células adaptadas. Estos experimentos
indicaron que la respuesta podria ser
atribuida a la induccidén de nuevas enzimas

y/o a la pérdida de represores en las células

irradiadas.

Todos los agentes quimicos vy las
radiaciones que inducen la respuesta
adaptativa no son especificos para producir
un solo tipo de lesiones en el ADN pero
causan rompimientos de una sola hebra o de
doble que en principio podrian ser las
responsables del fendémeno. Debido a que
las radiaciones ionizantes provocan de
manera eficiente rompimientos de doble
hebra y a que la respuesta adaptativa es
mediada por poli(ADP-ribosa)polimerasa,
se considera que los rompimientos dobles
podrian ser las lesiones responsables del
entonces

fenomeno. se disefiaron

experimentos con enzimas de restriccion,
que a diferencia de la radiacion ionizante o
de los agentes radiomiméticos, solo
inducen lesiones de un tipo especifico. Los
experimentos se realizaron con linfocitos
humanos vy las enzimas de restriccion
fueron introducidas por -electroporacion
para producir rompimientos de doble hebra
al ADN en diferentes sitios de
reconocimiento v cantidades distintas de.
Utilizaron Alu I que induce un numero
elevado de rompimientos terminales en la
region AG/CT, Dra I que provoca menos
que la anterior en TTT/AAA y Not I que

induce en forma salteada muy pocos en el

sitio GC/GGCGC (Wolft 1998).

Las tres enzimas de restriccién indujeron
adaptacion y se observo que el nimero de
rompimientos cromosémicos producidos
por una exposicion subsecuente a 150 c¢Gy
de rayos X se reduce. Ademds los
experimentos mostraron que las rupturas al
ADN de doble hebra terminales o
intersticiales, pueden ser las lesiones que
inducen la respuesta adaptativa pero esto
todavia no puede ser considerado como una
regla. Sin embargo, los experimentos
indicaron sin lugar a duda que la respuesta
puede ser causada por niveles minimos de

este tipo de dafio que no son reflejadas

et i —— e R —
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como un incremento en las frecuencias de

aberraciones cromosémicas (Wolff 1998).

Los estudios realizados con linfocitos
humanos han sugerido que las dosis de
adaptacion, aunque muy bajas, afectan el
ciclo celular, quizas mediante mecanismos
de sefiales de transduccion que se reflejan
en cambios en la sensibilidad a los efectos
letales de la radiacion. Tales mecanismos
que resultan en la reduccién del nimero de
aberraciones  cromosomicas  observadas
después de sélo 6 h de aplicar la dosis reto
de 150 ¢Gy, pueden ser debidos a que la
dosis de adaptacién de 2 cGy podrian
inducir retraso de Gy proporcionando mas
tiempo para la reparacion, lo que ocurre
antes de que las células sean retadas con
150 ¢Gy y alcancen la metafase. Sin
embargo, las evidencias experimentales
indicaron que la aciaptacién no es causada
por un cambio en la tasa de progresién de la
célula a la mitosis después de una dosis
reto. Lo que muestra que el estado de
sensibilidad de la célula no es un factor en

la induccién. sino que es independiente del

retraso del ciclo celular (Wolff 1992).

Las observaciones experimentalss con
respecto al metabolismo celular sugieren
que éste debe estar intacto durante 2l tiempo

entre las dos dosis (intertratamiento. 1T) y

e e A —

que es un prerrequisito para la induccion de
la respuesta adaptativa. En Vicia faba la
reduccion de la temperatura durante el IT
de 24 a 12 °C, impide la disminucion del
cromatidicas

niamero de aberraciones

inducidas por el ftratamiento reto
caracteristico de la respuesta adaptativa.
Estas observaciones estan de acuerdo con
resultados anteriores en los que se
demostrd que la inhibicién de la sintesis de
proteinas por cicloheximida antes de un
tratamiento acondicionante,  también
impide la respuesta adaptativa (Rieger et

al. 1984, 1986).

Ikushima (1995) utilizd micronicleos
como -indicadores del dafio cromosémico
indu'cido en células de criceto chino V79 y
encontré que las frecuencias de las lesiones
provocadas disminuyeron cuando los
cultivos fueron pretratados con 1 c¢Gy de
timidina tritiada o rayos X y posteriormente
con 3 cGy del mismo tipo de radiacién. Por
su parte, Azzam ef al. (1992) encontraron
en upa linea normal de fibroblastos
humanos (AG 522) expuesta cronicamente
a una dosis total de radiacion de 4.25 Gy, a
una tasa de 0.3 c¢Gy por minuto, que el
numero de micronticleos disminuia antes

de administrar la dosis de reto de 4.5 Gy

aplicada en un tiempo menor a 2 minutos.

mwmm
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Mediante los estudios realizades en
Drosophila, se sabe ahora que la respuesta
adaptativa parece no estar restringida a las
células en cultivo. sino que ocurre también
cuando los animales son urradiados * in
vivo™ (Cordeiro ef al. 1973, Schappi 1994).
Se ha demostrado que los roedores machos
de la cepa Kumming en estado adulto tienen
menos deleciones cromatidicas en sus
células somadticas (médula Osea) vy
germinales (espermatocitos) después de una
dosis de reto de 75 ¢Gy, administrada entre
2.5y 3 horas después de un pretratamiento

con 1 c¢Gy (Cai y Liu 1990).

Sin embargo, no todos los individuos o las
cepas responden de igual manera a ia dosis
de adaptacidn, existen factores genéticos
necesarios para la respuesta, por ejemplo en
D. melanogaster solo fue inducida en cepas
que tenian el mutante white (Schappi 1994).
En los humanos Sankaranarayanan e/ al
(1989) encontraron variabilidad individual,
va que solo 8 de 9 sujetos presentaron
respuesta adaptativa y Bossi y Olivieri
(1989) 14 de 18

individuos.

la observaron en

Debido a la incertidumbre sobre la forma de
la curva de dosis respuesta de los niveles
bajos de radiacién ionizante para el

establecimiento del riesgo de estos se han

extrapolado de los resultados obtenidos con
dosis altas a los esperados en la region de
la curva correspondiente a las de bajas
dosis donde no ha sido posible obtener
datos  experimentales  estadisticamente
vélidos. Este procedimiento ha dado origen
a una controversia, asi por ejemplo, no
queda claro: ) si la extrapolacion debe ser
lineal, porque las dosis fisicas por
definicion se incrementan linealmente; b) si
deben involucrar un umbral, que podria
resultar de procesos biologicos que
modifican la respuesta inicial o quizas
refleja la naturaleza de los eventos
biologicos (por ejemplo, los multiples
pasos de la carcinogénesis); o c) sl no es
lineal, es debido a que la radiacion induce
procesos de homeostasis que pueden ser
inactivados a dosis muy bajas. Aunque hay
importantes incertidumbres en todos estos
procesos, la hipétesis lineal ha sido la mas
aceptada por las agencias reguladoras por

ser un modo prudente para estimar el

Tiesgo.

Por otro lado, como va se ha mencionado,

Jos radicales libres se producen e

incrementan, tanto a través de la cadena

respiratoria como por la radiacién
ionizante. provocando estrés oxidante
convirtiendo a tas condiciones

citoplasmicas hostiles. Para este estado

s
i S ——
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celular han evolucionado mecanismos de
defensa en los que se involucra la induccion
de enzimas antioxidantes tales como la
superoxido dismutasa de cobre-zine (Cu-Zn
SOD). Esta enzima ha sido ampliamente
estudiada en  diferentes  organismos
incluyendo a los humanos y a Drosophila.
También se ha descrito que estd implicada
en algunas enfermedades humanas como la
esclerosis (Rosen et al. 1993) y que
posiblemente actie en el proceso de
envejecimiento (Orr y Sohal 1993) por lo
gue a continuacion se describen algunas

caracteristicas especificas de la SOD de

Drosophila.

2.6. Superoxido dismutasa

Durante el transporte de electrones al
oxigeno molecular a través de la cadena
respiratoria mitocéndrica, asi como en
diversas reacciones de hidroxilacién y de
oxidacion. se pueden formar productos
téxicos o EOR en la reduccién parcial del
oxigeno, probablemente como
intermediarios transitorios sobre los centros
activos de enzimas desintoxicantes dque
después de una serie de reacciones
disminuyen la concentracién de los
radicales libres. Las células aer¢bicas,
enzimas

contienen  generalmente  las

catalasa.  glutation  peroxidasa y la

superoxido dismutasa, que convierten al
O, en perdxido de hidrogeno y en oxigeno
molecular mediante la siguiente reaccién

de acuerdo con McCord y Fridovich (1969)
0, +0, + H 2 H:0, + Oy

El polimorfismo de la superoxido
dismutasa (SOD; Superdxido: superoxido
4xidoreductasa,  EC 1.151.1) en
Drosophila, es particularmente importante
como defensa esencial contra la toxicidad
del oxigeno y porque en diversas especies
de Drosophila el grado de polimorfismo
varia considerablemente de poblacion a

poblacién (Peng ef al. 1986).

En D. melanogaster el gen Sod, que
codifica para esta enzima, se ha localizado
en el cromosoma 3 en el locus 32.5. La
proteina es una metaloenzima
homodimérica es decir, consiste de dos
subunidades, cada una con peso molecular
de 16,000 D. En las poblaciones naturales
se encuentran dos alelos Sod Sy Sod F por
su fenotipo de corrimiento en electroforesis
en gel: S por “slow” (lenta) y F por “fast”
(rapida), con frecuencias variables, aunque
el alelo Sod © es siempre el mas abundante,
los polipéptidos SOD® y SOD' difieren por
la sustitucion de un solo aminoacido
al. 1994} y en

(Hudson ef varias
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propiedades quimicas. Lo relevante es que
la aloenzima S tiene mayor actividad
especifica que la F. La SOD® purificada es
tipicamente capaz de atrapar O a una tasa

mayor que la SODF (Lee ef al. 1981b).

La SOD se encuentra en dos formas, una en
el citosol o Cu-Zn SOD y otra en la
mitocondria o Mn SOD. La SOD de
muchas bacterias es muy semejante a la de
los organismos superiores en lo que se
refiere a su contenido caracteristico de Mny"
v a la homologia de sus secuencias de
aminodcidos. La SOD citosélica tiene, por
otra parte, una estructura completamente
diferente. Esta enzima se halla presente en
concentraciones elevadas y es
extraordinariamente activa. ]o gue sugiriere
que los radicales superéxido se producen
continnamente  durante la  reduccidn
enzimatica del oxigeno. los que a su vez,
son rapidamente eliminados por diversos

sistemas enzimaticos.

La SOD Cobre Zinc de D. melanogaster
tiene en conjunto un peso molecular de
32,000 D; 2 Cuy” y 2 Zna™ por moiécula. La
enzima es un dimero consistente de dos
subunidades de tamafio idéntico unidas por
enlaces no covalentes. funciona como un

captador catalitico de Ox (Weisiger y

Fridovich 1971) y tiene las siguientes

propiedades bioquimicas:

El producto del alelo Sod " tiene un punto
isoeléctrico de pH 4.75 y el de Sod $de pH
525. Purificada esta tGltima tiene una
actividad especifica de 2 a 3 veces mas alta
que SOD". Se ha comprobado que bajo
condiciones definidas de analisis, SOD
compite con el citocromo 3 (C3+) por el
O,. Los estudios comparados entre las
actividades de ambos tipos, sugieren que la
SOD°® tiene mayor afinidad por el O2” que
la SOD". Esta conjetura fue confirmada con
ensayos en los que se utilizaron
concentraciones de 2.5 a 15 pM de C3+
frente a las variantes de SOD. A
concentraciones bajas del citocromo, la
eficiencia de las dos formas de la enzima
fue casi la misma pero cuando éstas fueron
mayores, la actividad de SODF disminuyé
mas rapido que la de SOD®. Se calcul6 que
la variante S es capaz de atrapar O; a una
tasa aproximada de 2.7 veces mas rapido

que 1a F (Lee ef al. 1981b).

La termoestabilidad de Cu-Zn SOD de
ambas variantes se analizé por gradientes
de temperatura. Estos estudios indicaron
que a 50°C la enzima no pierde actividad
durante varias horas pero a 70°C la

deteriora completamente en un lapso de 5

e ————
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minutos. Adicionalmente se observd que a
60°C hay una pérdida gradual de la
actividad catalitica en donde la tasa de
decatmiento es significativamente mayor
para SOD® que para SOD" (Lee et al
1981b).

La composicién de aminoacidos de las dos
formas de la enzima indicé que difieren en
una substitucion. La lisina en SOD® es
reemplazada por 4cido aspartico o
asparagina en SOD'. Sin embargo, con la
comparacion de cepas californianas con
africanas. se descubrié que SOD® y SOD'
difieren por dos substituciones de aa,
histidina v prolina en la primera y serina y
4cido glutamico o glutamina en la segunda
(Lee et al. 1985). Las diferencias de los
aminoacidos son consistentes con la
movilidad electroforética y su punto

isoeléctrico (Lee ef al. 1981a).

Hudson er al. (1994) reportaron que de 19
variantes caracterizados de los alelos Sod s
y 22 de Sod £ todas los primeros y 9 de los
segundos fueron idénticos entre si en su
secuencia. Estos tltimos los refirieron como
haplotipos A rapidos y los 13 restantes
fueron distintas entre si. La secuencia del
alelo Sod * difiere del haplotipo A rapido en
un solo nucledtido y es congruente con la

composicién de aminoécidos y el sitio en el

que difieren las dos electroformas. De los
resultados anteriores concluyeron que el
polimorfismo del gen Sod es de aparicion

reclente.

La secuencia nucleotidica del gen Sod de

Drosophila  consiste de dos exones
separados por un intrén de 725 pb. El
primer exén codifica para la metionina N-
terminal y los primeros 21 aa de la
proteina. El segundo exén codifica para los
131 aa siguientes y para el codén TAA de
terminacién. Una comparacidén con la
regién que codifica del gen SOD de
Drosophila con el de rata y humano mostré
que tiene 57 % de homologia con la de rata
y 56 % con la de humano. La region del
ADN codificante tiene concentraciones
altas de guanina y citocina y hay una
relativa preferencia por los codones con

terminacion C y G del 28% (Seto ef al
1989).

La localizacién citogenética del gen Cu-Zn
Sod, determinado por hibridacion in situ en
cromosomas politénicos de glandulas
salivales, fue detectada en la posicion
68A4-9 que estd dentro de la regién 68A2-
C1 (Campbell ef al. 1986). La sonda del
gen Sod también hibridizé en la misma
posicién en el mutante SOD nulo lo que

indicd que estd presente el ADN homélogo

w“!m*

Estudie det pewble papel adapiatn e de las sananes de 1 superovico dismutasa de pobliciencs saturales de Drosephii de Lagunas Verde, Ver . Mexico



a este gen en el mutante null a pesar de los
niveles bajos de enzima que sintetiza (Seto

et al. 1989).

La secuencia nucleotidica del gen Sod © fue
descrita por Seto et al. (1987) y una
secuencia parcial del gen Sod S por Kirkland
y Phillips (1987). Estos reportes sefialan
que la secuencia del cADN difiere de la
secuencia del clon Sod gendmico en dos
sustituciones lo gue se refleja en

variaciones entre cepas como es €l caso de

la indti v la californiana.

Est4 por determinarse si la seleccion natural
se involucra en las diferencias entre ambas
y si estas variaciones proporcionan
variantes adaptativas que les permitan a sus
portadores tener eficiencia biologica que, a
su vez, estd en funcion de la eficacia
reproductora. En términos poblacionales la
adaptacién esta relacionada con los
individuos que presentan ciertos genotipos
que transmiten sus genes a la generacion
siguiente con mayor frecuencia que los que
presentan otros genotipos. Por definicién la
seleccion  natural favorece la eficacia
biolégica, que resulta siempre benéfica para
el individuo o para la poblacién y que
ademas corre siempre en paralelo con la
adaptacién. buena salud. mayor capacidad

de supervivencia y mayor adaptabilidad a

ambientes variados. Puede comprobarse
empiricamente si un cambio evolutivo
determinado es debido a diferencias en la
eficacia bioldgica, es decir a la seleccion
natural y que el cambio evolutivo consiste
simplemente en una consecuencia de la
favorece la

seleccién  natural  que

adaptacion de los organismos a su

ambiente.

Para explicar una adaptacion particular, un
argumento seleccionista ha de mostrar que
esta implicada la seleccién natural y que
ésta favorece la adaptacion en cuestion. No
obstante, la adaptacion constituye, a pesar
de todo, un concepto dificil de definir. Las
adaptaciones  ya  sea  fisiologicas,

morfolégicas o  etoldgicas  pueden
reconocerse tanto en los individuos como a
nivel de la poblacién. Ayala (1969) ha
sugerido la wutilidad como criterio para
identificar las adaptaciones y considera que
una caracteristica de un organismo €s una
adaptacion si presenta utilidad para €l y si
tal utilidad explica Ia presencia de la
caracteristica. De las distintas variantes
genéticas, algunas dan  lugar a
caracteristicas utiles para sus portadores
como adaptaciones al ambiente. Los
individuos con adaptaciones utiles, es
probable que dejen mayor cantidad de

descendientes que los que no las usan a

et e
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causa de las condiciones ambientales que

pueden ser circunstanciales.

Las variantes hereditarias responsables de la
adaptaciéon se seleccionan naturalmente a
través de las generaciones, se incrementan
en frecuencia o en aptitud. No obstante, se
requiere comprender la bioquimica, la
fisiologia v otros efectos del fenotipo de las
variantes alélicas, asi como la relevancia de
los  fenotipos

aiternativos para las

condiciones ambientales particulares.

Es necesario comprender si existe una
correlacién positiva entre adaptacion y
sobrevivencia que conllevard a wuna
capacidad mayor de transmitir genes a la
siguiente generacién. En este caso se
conocen numerosos polimorfismos de genes
que codifican para enzimas y otras
proteinas. Si estos polimorfismos son
seleccidn

mantenidos por natural, es

necesario demostrar sus efectos adaptativos.

Como se menciond en D. melanogaste, 1as
variantes de la enzima difieren en sus
propiedades bioquimicas. SOD® presenta
mayor actividad especifica a una tasa
comstante  mayor pero €S Imenos
termoestable que SOD®. Estas diferencias
hacen posible que una forma de la enzima

sea superior a la otra bajo ciertas

condiciones ambientales, pero inferior si
estas cambian, aparentemente, asi deberia
ser. Sin embargo, estos resultados se
obtuvieron de experimentos in vifre ¥ por
consiguiente la determinacién de su
importancia iz vivo todavia es materia de
investigacién. Las diferencias biologicas
observadas indican que algunos factores
ambientales pueden afectar la adecuacion
de los alelos involucrados, por esta razdn
se considera que estas diferencias
proporcionan una guia para realizar
experimentos apropiados in vivo y conocer

mas acerca del valor adaptativo de las

varlantes.

Se ha demostrado que mutantes de
Escherichia coli carentes del gen Sod,
catalasa o peroxidasa, tienen intolerancia al
oxigeno, lo que sugiere la posibilidad de
una union genética entre las enzimas que
protegen contra los efectos nocivos de la
radiacion ionizante (Fridovich 1978). Se ha
determinado que la glutation-peroxidasa
(GSH-Px) también participa en la
proteccién contra la radiacion y que su
sintesis se incrementa en situaciones de
estrés de radiacién, al igual que la catalasa,
por lo que pueden ser buenos indicadores
biolégicos (Godbold er al. 1993, Leccia ef
al. 1993). También se ha encontrado que

son radioinducibles en la cafia de azucar

R ARR——————————m e
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(Singh er al. 1993, Rohilla y Singh 1992) v
en la germinacion y crecimiento de semillas
cuando éstas se exponen a radiacion
(Zhang-Chaomel 1993). Por otro lado,
Harman (1981) v Fleming er al. (1987) en
estudios con Drosophila sugieren que tanto
ia tasa respiratoria como la capacidad de los
tejidos para atrapar especies reactivas de
oxigeno son determinantes importantes del
tiempo de vida. Lo anterior estd apoyado
por las observaciones de Tolmasoff er al
{1980) quienes sefialan que en Jos
vertebrados superiores hay una correlacidén

directa entre longevidad y los niveles de

SOD.

Sin embargo, existe mucha incertidumbre
acerca de los efectos que pueda tener la
exposicidén crénica a dosis bajas en
poblaciones naturales, debida a la
inconsistencia de los resultados obtenidos
con los diferentes sistemas de prueba y
porque no hay métodos estadisticos que
puedan determinar claramente algin efecto,
lo que como consecuencia. lleva a concluir
que hasta el momento no existe el sistema
ideal para hacer la cuantificacion de los
efectos del impacto que pudiera tener la

operacion de una planta nucleoeiectrica

sobre las poblaciones naturales.

El presente estudio incluye el andlisis a
largo plazo de la radiosensibilidad,
estimada a través de la viabilidad huevo-
adulto v el andlisis de las frecuencias
alélicas del gen de la superdxido dismutasa
de las dos

especies  mencionadas,

colectadas  periédicamente de  una
poblacidén natural, para de esta manera,
estimar si la Central Nuclear tiene impacto
ecoldégico a largo plazo sobre D
melanogaster y D. simulans y si el presunto
impacto ocurre de igual manera en ambas

especies.

Sin embargo, vale la pena aclarar que no se
pretende utilizar a Drosophila como
monitor para niveles bajos de radiacién.
Tampoco determinar a traves de los
resultados obtenidos, si la Planta Nuclear
es segura 0 no, ya que ésta tiene en su
organizacién sus propios sistemas de
seguridad y monitoreo, sino, hacer un
estudio con poblaciones naturales de esta
especie que habita en los alrededores de la
planta, para una vez concluida la vida 1til
de una Central Nucleoeléctrica como la de
Laguna Verde, se pueda estimar en que
grado pudieran afectarse o modificarse
algunos factores de valor adaptativo de

estas poblaciones.

[
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3. HIPOTESIS

Si debido a que las poblaciones han estado
expuestas durante generaciones sucesivas a
niveles alterados de radiacion de fondo, la
radioresistencia de Drosophila
melanogaster vy D. simulans del Sitio 1 se
ha incrementado, entonces la frecuencia del

alelo Sod ° con respecto a la del Sod F el

locus Sod se modificara.

4. OBJETIVO

Estudiar la dindmica del polimorfismo del
gen de la superdxido dismutasa de
poblaciones naturales de D. melanogaster y

D. simulans de Laguna Verde, Veracruz.

4.1. Objetivos especificos

a) Estimar mediante la viabilidad huevo-
adulto el grado de radiosensibilidad de

ambas especies.

b) Estimar las frecuencias alélicas relativas

de SOD® y SOD' de ambas especies.
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5. MATERIALES Y METODOS

La Central Nucleoeléctrica estd localizada
en el Golfo de México en el Estado de
Veracruz en 96°24°30" de longitud W y
19°43°24"" de latitud N, aproximadamente a

75 km al Norte de la ciudad de Veracruz.

Laguna Verde es una éarea de cambio en
cuanto a la precipitacion; al SW se
presentan precipitaciones de 1000 mm
anuales y muy cerca, hacia el N llega a los
2000 mm (Halffter v Reyes 1975). La
estacién de Huvias comprende de julio a
principios de noviembre (1321 mm) siendo
de enero a mavo los meses verdaderamente
secos (68.8 mm). La temperatura media
anual es de 25.09 °C, y la méaxima es de 28
°C, correspondiente al mes de mayo y una
minima de 20.8°C a febrero. La evaporacion
total anual es de 1738 mm con un valor
méaximo de 196.7 mm en marzo y un valor

minimo de 98.7. que corresponde a enero.

La direccién de los vientos dominantes es
NNW con una intensidad promedio anual

de 4.81 m/seg (Figura 2) (GPNLV, 199]).

La vegetacién pionera sobre arena ocupa
una extension amplia de dunas moéviles o
parcialmente estabilizadas en las playas

situadas al Este de las lagunas de Boca

e —————

Andrea, Verde y Salada. En estas dunas se
encuentran principalmente especies que
presentan crecimiento por estolones o
plantas herbaceas y arbustivas de aspecto
tendido. Las dominantes son dos especies:
Sesuvium  portulacastrum 'y  Palafoxia
texana y en los lugares inundables o en el
borde de Laguna Verde es predominante la
especie Cyperus articulatus. Hacia el Norte
de Laguna Verde, hay un fragmento de
selva baja subcaducifolia sobre una duna
que llega hasta la orilla de la laguna. Esta
selva estd compuesta principalmente de
Enterolobium cyclocarpum asociada a otras

especies.
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Figura 2 Rosa de vientos de la Estacién Central Laguna Verde.
Frecucncia relativa total (%) de la direccion del viento
{Contreras ef al 1995)

La mayor parte de los terrenos planos o con

poco declive estan ocupados por pastizales

inducidos de Panicum maximum O por

e
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formaciones secundarias que resulta del
abandono de éste. Dentro de los pastos,
persisten en mayor cantidad, elementos de
Sabal

la selva subcaducifolta como

mexicana, Tecoma stans, Randis
laetevirens, Bursera simaruba y érboles
como Tabebuia rosa 'y Chlorophora
tinctoria que pueden alcanzar hasta 20 m de
altura ademés de manchones de Bromelia
pinguin. El manglar ocupa superficies
reducidas de suelos fangosos e inundables
en las orillas de Laguna Salada y en menor
extension, en la Laguna de Boca Andrea. La
planta mdas abundante es Avecennia
germinans, que forma agrupaciones casi
puras en la mayor parte del area cubierta

por manglar (Halffter y Reyes 1975).

3.1. Sitios de colecta

Se establecieron dos Sitios de colecta; el
Sitio | esta en la zona habitacional, situado
a 1350 m al NW de los reactores nucleares
al SW de la Laguma Verde
aproximadamente a 50 m sobre el nivel del
mar (poblacién testigo) y el Sitio II que esta
en la zona del manglar o zona de escolleras.
localizado a 100 m al S de los reactores

cerca de 1 0 2 m sobre el nivel del mar

(poblacién experimental) (Figura 3).

sVEROs
Altorre

P .'
Campammm farm!sar
{ICA Nugiear]

Laguna

Verde

LAGUNA YERDE

[Huclenelectrics 1,305 00 Kvi

Salada

Ban Cartos

!
a Chuided Cardel

Figura 3 Ubicacion de los smios de colecta en ta Central

Nuclear de Laguna Verde. Sitio | (poblacion testigo) v Sitio 11

(poblacin experimental)
El Sitio 1I experimental fue seleccionado
basandose en la direccidén de los vientos
predominantes de la zona (de Norte a Sur)
(Figura 2) y en la ubicacion de la salida del
agua de enfriamiento de los reactores. De
acuerdo con la hipdtesis esto somete a las
poblaciones que habitan en este lugar a una
posible sobreexposicion de radiacion y es
probable que provoquen un impacto sobre
ellas. En este Sitio se hizo la primera
colecta en julio de 1987 y se han realizado
continuamente 20 durante un periodo de 10
afios. que comprende de 1987 a 1997 y en
el Sitio I la primera colecta fue en enero de

1991 v se prosiguieron por un periodo de 7

e
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aftos hasta 1997. En cada uno de los sitios
se realizaron dos colectas anualmente, una
en enero y otra en julio que corresponden a
la temporada de secas y de lluvias,

respectivamente (Halffier y Reves 1975).

Las moscas fueron atraidas con fruta (pifia o
platano) contenida en trampas que se
distribuyeron en cada sitio en una édrea de
aproximadamente 2500 m? durante el
amanecer v el atardecer, ya que los habitos
alimenticios de estos organismos obedecen
a un ciclo circadiano; se atraparon con una
red entomologica, finalmente se contaron y
se seleccionaron las especies en estudio in

Situ.

5.2. Establecimiento de isolineas

Las hembras colectadas en la naturaleza se
sembraron en tubos homeopdticos con
alimento convencional, de harina de maiz,
agar, levadura de cerveza y sacarosa. A
partir de la descendencia de cada hembra
colectada v fertilizada en la naturaleza, se
establecieron lineas, denominadas isolineas
(Parsons, 1973; Levine er al 1989). El
numero de isolineas o tamafio minimo de
muestra para este tipo de estudio se baso en
los reportes de la literatura. por ejemplo
Parsons (1973) recomienda de 6 a 12

isolineas y Levine er . (1989) de 9 a 12.

Para esta investigacién y dependiendo de la
abundancia de moscas en el campo se
utilizaron de 8 a 20 isolineas. Cada muestra
se identificéd con el sitio (I ¢ II), afio (97...)
y el mes (01 &6 07) en que fue obtenida.
Posteriormente las moscas de la F1 se
trasvasaron dos veces cada tercer dia para
aumentar el tamafio de la poblacion de cada

una de ellas.

5.3. Colecta de huevos

De cada isolinea se pusieron grupos de 50
parejas de la F2, en frascos lecheros de 1/4
de litro vacios, estos se invirtieron sobre
cajas de Petri de 5 cm de didmetro con
alimento. De esta forma las hembras
pusieron los huevos necesarios para los
experimentos por un periodo de 3 a 4 h
Después las cajas Petri fueron retiradas e
inmediatamente se colectaron 960 huevos

de cada isolinea en grupos de §0.

Luego se organizaron cuatro lotes con tres
repeticiones de 80 huevos cada uno y se
colocaron en otra caja Petri para irradiarlos
con 0, 4, 6 vy 8 Gy de rayos gamma,
100 rads).

Después de la irradiacién, los huevos

respectivamente (1 Gy =

fueron depositados en tubos homeopaticos
de 9 em de altura y 2.5 cm de didmetro con

alimento. Todos los lotes se pusieron en un

[ Rap—
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cuarto de cultivo a 25 + 2 °C y 60 % de
humedad relativa para que concluyeran su
desarrollo. Todos los experimentos se
realizaron con individuos de la generacidn
F3 y cada tratamiento se hizo por triplicado.
Después de 12 dias se contaron los adultos

emergidos de cada tubo (Figura 4).

5.4. Fuente de radiaciéon

Los huevos fueron irradiados en un
“Gammacell” experimental cuya razéon de
dosis en el tratamiento de la ltima muestra
fue de 0.05846771 Mrad/h. En éste equipo,
las muestras fueron colocadas en la parte
central del interior del émbolo para
irradiarlas con rayos gamma de una fuente
de cobalto-60, dispuesta radialmente al
cilindro, lo que garantizd que las muestras
se irradiasen uniformemente. La actividad
del Co®® se verifico al tiempo de cada

irradiacion.

Colectn de orgaoinmok

L= =0

D, mejanopadcr L simadant

g

[Esatimcumsrato dv imlinwes i
RADIOSENSIDILIDAD FRECUENCIAS ALELICAS DE Sod
] ¥
e Huabras, mackes o imimusn
i '
Calecra de hoavar Hamagmuis
H H
Teeadiarian ¢ an gamm sy Lirtrafores
1 H

Canlen de vishilidad Hrvsadn

c,:;b

E Anakin Eradimics }:

Figura 4 Metodologia

5.5. Electroforesis

E!l equipo que se utilizé fue un LKB 2117-
301 unidad basica Multiphor v un paquete
LKB 2117-201  para
Multiphor (Figura 5).

electroforesis

Figura 5 Equipo para electroforesis LKB 2117-301

3.5.1. Soluciones

Acrilamida: consiste de 222 g de
acrilamida (Sigma) méas 0.6 g de N, N’-
Metilenbisacrilamida (Bis) Bis-acrylamida
(Sigma) disueltas en 100 ml de agua
destilada y filtrada con papel filtro del No.

1 (Davis 1964; LKB Application 1977).

Persulfato de amonio: 100 mg de persulfato

de amonio en 10 ml de agua destilada.

Ambas
obscuridad a 4 °C (LKB Application 1977).

soluciones se mantienen en

Amortiguador gel y electrodo: 87 mM de
Tris, 8.7 mM de acido bdrico, 1 mM de
EDTA. y 1 mM de B-NAD" a pH 9.0
(Avala er al. 1972).

P

F———————— e i
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Tincion: a) solucion de azul de tetrazolio
(NBT) a 2.45 mM (Beauchamp y Fridovich
1971).

b) solucién a pH 7.8 de tetrametilediamina
(TEMED) a 0.028 M, riboflavina a 0.028
mM vy fosfato de potasio a 0.036 M
(Beauchamp y Fridovich 1971).

Preservadora: 300 ml de alcohol etilico; 100
ml de acido acético y 100 ml de glicerol y
llevar a 1000 ml con agua destilada (LKB
Application 1977).

5.5.2. Preparacion del gel

Se lavé todo el material con detergente de
iaboratorio y se enjuagd bien con agua
destilada, después se prepard el molde para
el gel verificando que no hubiera fugas,
posteriormente se preparé el gel al 10% de
la siguiente manera: se mezclaron 33 ml del
amortiguador gel con 29.7 ml de la solucién
de acrilamida, luego se afiadieron 3.2 ml de
persulfato de amonio y 0.1 ml de TEMED y
se mezclo cuidadosamente. Las pequefias
burbujas formadas se eliminaron con vacio
durante veinte segundos. Inmediatamente
después se vertié la solucién en el molde y
se dejo a que se polimerizara durante
aproximadamente 40 min. después se
coloco en refrigeracion. Para usarlo se

retiraron del molde. el peine y las hgas. El

gel puede ser utilizado después de 15 min a
12 h de Thaber (LKB
Application 1977).

endurecido

5.5.3. Preparacion de las muestras

Los machos colectados en la naturaleza se
molieron individualmente con 20 pl de
amortiguador (Ayala er al. 1972),
posteriormente se centrifugd a 5000 rpm
mismo

durante dos minuios. El

procedimiento se realizdé con  los
descendientes de la F1 de las hembras.
Después se pusieron 10 pl de sobrenadante
de cada muestra, por pozo. El gel se coloco
horizontalmente sobre las celdas en
contacto con el amortiguador con papel
filtro del No.l. El corrimiento se hizo a 4
°C y 120 V durante 4 a 5 h de acuerdo con
Beauchamp v Fridovich (1971) y Ayala et

al. (1972).

Después del corrimiento el gel se retird de
las celdas v se surnergié en la solucion de
tincion de azul de tetrazolio por 20 min
seguido por una inmersién en la solucién a
pH 7.8 por 15 min. Después se expuso a la
fuz hasta que aparecieran las manchas
transparentes caracteristicas de la SOD en

un fondo azul.

e
e iaT—
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3.6. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos sobre la viabilidad
huevo-adulto y la radiosensibilidad se
analizaron mediante estadistica descriptiva
paramétrica con la prueba de ¢ de student
para determinar todas las  posibles
diferencias, estableciendo un mnivel de
significancia de 0.05 y mediante una
MANOVA o andlisis de varianza
multifactorial para mediciones repetidas y
asi determinar todas las posibles diferencias

a través del tiempo.

También se hizo un analisis de normalidad
de los resultados de todos los tratamientos,
mediante el célculo de la norma de los
residuales para determinar
mateméaticamente el modelo que defina el
comportamiento de la radiosensibilidad a

través del tiempo.

Los resultados de las frecuencias alélicas se
analizaron con la prueba de X* a un nivel

de significancia de 0.03.

e ]
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

* En febrero de 1989 y en abril de 1994 se
inicio el funcionamiento de los reactores
denominadas unidad 1 (Ul) y 2 (U2),
respectivamente. Para ambos reactores el
primer  aflo de operacién fue
fundamentalmente un periodo de prueba.
Las emisiones radioactivas proporcionales,
se calcularon cada semana y nunca han
limites

excedido los permisibles

{comunicacion personal).

los datos obtenidos de las dos primeras
colectas del Sitio II de 1987 se reportaron
previamente en Rosa de laef al. 1989 a, by
se incluirdn en el presente estudio para
hacer las comparaciones convenientes. De
1987 a 1990 no se tienen datos del Sitio I
debido a que no fue posible establecerlo
desde que se inicid el estudio por razones
ajenas al proyecto. Por consiguiente, en este
sitio se hicieron en total catorce colectas
durante un periodo de 7 afios que
comprende de enero de 1991 (9101) a julio
de 1997 (9707) y en el Sitio II veinte de
julio de 1987 (8707) a julio de 1997 (9707).
En invierno de 1988 (8801) no hubo
suficientes organismos durante la colecta

para ser analizados.

En la tabla | estdn acumulados los
resultados obtenidos de la radiosensibilidad
medida con la wviabilidad huevo-adulto
(VBA) de ambas especies y expresada en
proporcion de eclosion (PE) o fraccion de
viabilidad de cada huevo. Esta tabla esta
subdividida en dos grupos,
correspondientes a los datos obtenidos del
Sitio [ v del II, respectivamente, cada grupo
se subdivide en los datos de D.
melanogaster v los de D. simulans de cada
lugar. La primer columna de la tabla 1
corresponde a la fecha en que se realizd el
muestreo, en la segunda las dosis que
fueron probadas expresadas en Gy o
tratamiento. De izquierda a derecha los
resultados de cada especie tiene en el
orden, la proporcidén de eclosion promedio
(X), el error estandar (EE), el tamafio de la

muestra (n) v la 7 de student calculada.

6.1. Viabilidad huevo-adulto (VHA)

Aqui se presentan los resultados obtenidos
con organismos sin tratamiento de cada
especie y de cada sitio con el fin de
destacar e] comportamiento de este caracter
con respecto al tiempo y facilitar las

comparaciones con los tratamientos y las

frecuencias de SOD.

[
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6.1.1. Comparacion entre especies

Tanto en el Sitio I como en el II se observd
que D. melanogaster tiende a tener mayor
PE o viabilidad que D. simulans. En la tabla
1 se puede ver que esta tendencia es en 10
de 14 de las colectas del Sitio I y en 13 de
20 del Sitic II. Sin embargo, la diferencia
entre ambas especies fue significativa sélo
en 6 (9101, 9201, 9401, 9407, 9601 y 9701)
y en 3 (9001, 9101 y 9601) de cada sitio

respectivamente (p < 0.053).

Para hacer un anélists del comportamiento
de la VHA de ambas especies a través del
tiempo se calcularon las curvas de los datos
experimentales mediante la  ecuacion
fit)=a-Sen (bt) + ¢ en donde g, by ¢ son
parametros a determinar y ¢ es el tiempo.
Para lo anterior se verificoé primero la
bondad de ajuste mediante el calculo de la
norma de los residuales para asegurarse que
Ja@= mayoria de los datos estuvieran
contenidos en el intervalo + 2o. Con lo
anterior se encontrdo que los residuales
tienen un comportamiento estadisticamente
normal ya que presentan valores de la
media cero y desviacién estandar uno. Con
este  andlisis se estimdé que el
comportamiento de la  VHA  es

aparentemente de forma sinuosoidal con

una periodicidad aproximada de tres afios

para ambas especies de cada sitio (Tabla 2).

Las comparaciones estadisticas entre
especies indicaron con la prueba de 7 que
no hay diferencias ni en las poblaciones
correspondientes al Sitio I ni en las del I1,
t = 0.068 y 0.078, respectivamente. No
obstante, con la prueba de MANOVA las
diferencias fueron muy significativas
p<0.001 (Tabla 3). No existe suficiente
literatura sobre poblaciones naturales de
Drosophila relacionada con este tipo de
resultados de

estudios con ios

viabilidad

pero

obtenides con cepas de
laboratorio se  demostré que .
melanogaster tiene valores de adaptacion
superiores a los de D. simulans por
ejemplo, es mas resistente a los efectos de
la exposicién a dosis alta de radiacion
1975);

longevidad (Mckenzie 1978); la retraccidn

gamma (Parsons tiene mayor
larvaria es mayor lo que le proporciona una
ventaja para la competencia por el alimento
y necesidad de un mayor nicho (Ohnishi
1979) y se aclimata mejor a las bajas
temperaturas (Hoffmann y Watson 1993).
(1991)

encontraron con las mismas poblaciones

Por su parte Rockwell er al

provenientes de Laguna Verde que D.
melanogaster es mas resistente a la

desecacion que D. simulans después de 8 h

T
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de estrés de agua. Estas diferencias pueden
ser atribuidas a que D. melanogaster tiene
una proporcién alta de loci polimérficos y
mayores diferencias geograficas que D.

simulans (Choundhary y Singh 1987).

6.1.2. Comparacion entre Sitios

En la figura 6 estan representados los datos
de los testigos de cada especie. En las
poblaciones del Sitio II de 8707 a 9107 hay
cambios muy pronunciados de la PE que
van, en D. melanogaster desde 0.538 hasta
0.264 y en D. simulans de 0.450 2 0.285 y
posteriormente se estabilizan haciendo
modificaciones mas graduzles (Figura 6b).
Para las poblaciones provenientes del Sitio I
no se tienen datos durante estas fechas, no
obstante, se puede ver que durante todo el
periodo analizado el comportamiento de Ja
VHA de ambas especies es parecido al de
los primeros afios del Sitio II ya que se
tienen oscilaciones de la PE también
grandes y son para D. melanogaster de
0.515a 0.309 y para D. simulans de 0.481 a
0.307 (Figura 6a). Este comportamiento
probablemente se deba a diferencias en las
caracteristicas de los dos sitios. Ll tnico
dato que se tiene para sustentar esta
hipdtesis es que el Sitio I corresponde a un
lugar habitado por el hombre v el Il no. Las

diferencias de la VHA entre los silios se

puede ver mas claramente en la Figura 7 a

yb.
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Figura 6. Comparacion entre ambas especies a) Sitio 1 y b)

Sitio T
Aparentemente hay una relacién entre las
temporadas de lluvias y de secas y la VHA
durante el periodo analizado. De 1987 a
1990 de acuerdo con los datos de la
estacién de monitoreo de la de Central y
considerando la precipitacion de la zona,
no se distinguen claramente las dos
temporadas ya que los valores de este
factor meteorologico son muy parecidos en
ambas, pero a partir de 1991 a 1997 son
mas claras las diferencias entre ellas; se
puede observar tanto mayor precipitacién
en las temporadas de lluvias como menor
en las de secas con respecto a los afios
anteriores. Por otro lado, parece no haber
correlacién de la temperatura de la zona

con la VHA va que el promedio de ésta de

0 Sov e e
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cada  temporada es  practicamente

indistinguible durante todo el periodo

(Tabla 4).
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Figura 7. Comparacion de la proporcidn de eclosion de a) D,
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Las curvas que estimaron los ciclos de la
viabilidad de cada  especie que
corresponden a las poblaciones del Sitio I,
son paralelas y destaca que la de D.
melanogaster esta sobre la de D. simulans
lo que confirma las diferencias entre ambas
especies (Figura 8a). Con el numero de
muestras analizadas de 9101 a 9707 en el
Sitio I ¥ con la periodicidad mencionada
antes, solo se incluyen dos ciclos en los que
las crestas coinciden en la temporada de
lluvias v los valles en la de secas. De
acuerdo con el andlisis matematico cada
periodo o ciclo ocurre aproximadamenie

cada afio y medio.
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Figura 8. Ciclos obtenidos con la proporcién de eclosién de los
grupos testigo de cada especie a) delf Srtio ['y b) del I

En comparacién, las curvas de las especies
del Sitio 1I presentan desfasamiento enire
si; D. melanogaster tiene ciclos més largos
que D. simulans (Figura 8b). En este caso
el periodo de colectas, incluye tres ciclos
donde las crestas de los dos primeros
coinciden en la temporada de secas y 1os
valles en la de lluvias para D
melanogaster. En el caso de los ciclos de
D. simulans las crestas en temporada de
Jluvias y los valles en la de secas pero en ¢l
altimo ciclo de ambas especies, se hace
evidente un desplazamiento con el que se
invierte la relacién. Sin embargo, los

analisis estadisticos con la prueba de 7 v

il ———
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MANOVA  indicaron que no hay

diferencias entre ambos sitios.

6.1.3. Comparacion entre temporadas

Tomando en cuenta todos los resultados de
la VHA de los organismos de los dos sitios,
colectados en ambas temporadas se puede
ver que las PE de las muestras de lluvias
son menores que las PE correspondientes a
la de secas para las especies de los dos
sitios (Figura 7)
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Figura 9. Comparacicn de la proporcién de eclosidn de D.
melanogaster vs D. stmulans de la temporada de b) lluvias y o)
sccas
No obstante, sélo se presentaron diferencias
significativas en las muestras 9101, 9201,
0401, 9601 y 9701 del Sitio 1 v en 9001,
010t y 9601 del I a favor de D.

melanogaster. Tomando en cuenta todo el

periodo  analizado la PE de D.
melanogaster del Sitio i es
significativamente mayor en la temporada

de secas a una p< 0.05 (Tabla 5).

Para hacer el analisis comparativo de las
dos temporadas y debido a que no se
encontrd diferencia estadistica entre los dos
sitios, los  datos se  manejaron
conjuntamente considerandose como un
solo lugar con dos especies, para estimar
con mas claridad las posibles diferencias
entre las temporadas. Los resultados estan
acumulados en la tabla 6 y en la figura 9 en
las que se puede ver que no se presenta un
comportamiento simple de la VHA para
ambas especies. D. melanogaster de 1987 a
1992 tiene mayor PE en la temporada de
secas respecto a D. simulans; de 1993 a
1994 es practicamente igual en ambas
temporadas y de 1995 a 1997, de nuevo es
igual que en los primeros afios (Figura 9a).
No obstante, las diferencias entre las dos
temporadas son muy  significativas
(p<0.01). En el caso de D. simulans los
resultados son un poco diferentes, de 1989
a 1993 la PE en la de secas es menor y de
1993 a 1997 es mayor (Figuras 9a) estos

la PE
(p<0.05). En la temporada de lluvias de

cambios en son significativos

1987 a 1992 la relacidn es a la inversa entre

ambas especies (Figura 9b). No se tiene

it e e
i
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una explicacién fundamentada para estos
resultados pero por la forma de las curvas
se podria pensar que las PE de ambas
especies guardan una relacion alternada que
muy probabiemente les sirve para evitar la
competencia por el habitat. Sin embargo, a
partir de 1993, la PE guarda la misma
relacién entre ambas especies y en la
temporada de  secas es  mayor
significativamente que en la de lluvias. La
explicacién de este comportamiento no es
simple pero llama la atencién que coincide
con el afio en que entrd en funcionamiento

el segundo reactor (abril de 1994), aunque

esto puede ser circunstancial.

6.2. Radiosensibilidad

Este punto se refiere a los resultados
obtenidos con los tres tratamientos de
radiacion: 4, 6 y 8 Gy de rayos gamma y se
hacen las respectivas comparaciones con los
grupos testigos de cada especie y de cada

$1t10
6.2.1. Comparacidn entre especies

Con el tratamiento de 4 Gy de ravos
gamma, en el Sitio 1 D. melanogaster tuvo
significativamente mayor PE que a D.
simulans en 3 muestras (9101, 9201, 9601)
con la prueba de 1 a un nivel de 0.05, pero al

considerar el total de los resultados, la

diferencia entre las dos especies no fue
significativa. Igualmente en el Sitio II, D.
melanogaster presenté mayor PE en 10
pero solo en dos (9001 y 9407) fue
significativa (Tabla 1), en contraste en D.
simulans la PE no tuvo diferencias

estadisticas (Tabla 7).

Los huevos de D. melanogaster tratados
con 6 Gy del Sitio I presentaron mayor PE
que D. simulans significativamente en sicte
muestras a un nivel de 0.05 (9101, 9201,
9301, 9401, 9407, 9601 y 9701). En el
Sitio I se observé la misma tendencia solo
7 presentaron diferencias significativas
(9001, 9101, 9201, 9301, 9407, 9501 y
9601) (Tabla 1). La comparacién de todos
los resultados de las colectas entre ambas
especies no indicaron distincion. Es
importante hacer notar que las colectas en
las que se encontraron diferencias
estadisticas no son al azar debido a que hay
un 71 % de coincidencia en las muestras en
las que hay diferencias significativas en
ambos sitios e incluyen por lo menos una
muestra de cada afic monitoreado. No
obstante, estas  equivalencias  sdlo

establecen  diferencias  entre  ambas

especies.

Con 8 Gy de tratamiento. D. melanogaster

mostré mayor PE que D. simulans en

e ————,
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ambos sitios y durante todo el periodo; las
diferencias entre ambas especies fueron
significativas (p < 0.05). La tabla 7 también
contiene  los  resultados de  las
comparaciones anteriores realizadas con la
prueba de 7. Asl mismo estan indicadas las
diferencias estadisticas de los tratamientos
con respecto a los testigos. Estas ultimas
evidentemente indicaron una relacion de
dosis respuesta consistentemente tanto con

la prueba de ¢ como con la de MANOVA
(Tablas 7y 8).

6.2.2. Comparacién entre Sitios

De la misma forma en que se ordenaron los
resultados cn la tabla 1, se presentan en la
Tabla 9 con la diferencia de que en esta
iltima los resultados estdn agrupados segin
el tratamiento con el fin de facilitar las
comparaciones. Se muestran los resultados
a partir de la fecha en que en ambos sitios
se analizaron muestras. Se incluyen dos
columnas que corresponden al valor de la ¢
de la comparacion del Sitio I con el II, la
primera se refiere a D. melanogaster y la
segunda a D sinudans. De los resultados de
los tratamientos con 4 Gy se puede observar
que las muestras con diferencias son en 5
para cada especie (9107, 9201. 9307. 9401
y 9701 para D. melanogaster y en 9101,
9201, 9301. 9407 y 9601 para D simulans).

En las tratadas con 6 Gy las diferencias
significativas fueron en ftres de D.
melanogaster (9101, 9307 y 9701) y cuatro
de D. simulans (9107, 9307, 9401 y 9601).
Con 8 Gy vuelve a ser en cinco de D.
melanogaster (9101, 9201, 9401, 9607 v
0701) y en 7 de D. simulans (9101, 9107,
9207, 9301, 9401, 9601 y 9607). Las
muestras en las que hubo diferencias se
consideran al azar ya que en ocasiones las
poblaciones del Sitio I tienen mayor PE
que las del Sitio I y viceversa. Por otro
lado no se encontré correlacién entre las
diferencias observadas en el Sitio I y en el
Sitio II que indicaran algin periodo
determinado. La comparacion entre Jos dos
sitios considerando todos los datos, indicod
que no hay diferencias significativas entre
ellos tanto con la prueba de ¢ como con la

de MANOVA.

Al estimar las diferencias entre las dos
especies con la prueba de 1, sélo se
pudieron observar con dosis superiores a 6
Gy. Sin embargo, para este tipo de estudios
es importante considerar varios factores
como la radiacién y el tiempo, que fueron
dos wvariables muy importantes en el
presente estudio. Una prueba til en este
caso es la MANOVA o andlisis
multifactorial de varianza, cuyo resultado

estd basado en cuatro pruebas: Wilks

— R —
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Lambda, Pillai’s Trace, Hotelling-Lauley y
Roy’s Max Root. Con esta prucba se
determind que la diferencia entre ambas
especies en cada sitio es muy significativa
(p < 0.0001) como se puede ver en la tabla
10 y en la figura 9 que D. melanogaster

tiene una PE mas alta que D. simulans.

Lo anterior destaca la importancia de hacer
este tipo de estudios a largo plazo ya que
como se puede observar cuando el analisis
se hace por muestras, hay diferencias en
algunas de ellas pero en otras no. Sin
embargo, cuando se hace el analisis
considerando todo el periodo de estudio, D.
melanogaster ~ tiene  una  viabilidad
significativamente mas alta que D.
simulans, congruentes con los resultados de
Paiabost (1972), Marques (1973), Cordeiro
et al. (1973), Parsons (1975) y Levine et al.
(1989) quienes observaron que D.

melanogaster tiene mniveles de valores

adaptativos superiores a los de D. simulans.

6.2.3. Comparacién entre las etapas pre y

operante de los reactores de la Centrai L.V.

Cuando se graficaron los resultados de la
radiosensibilidad de ambas especies se
observé que habia dos fases en la curva
resultante, en Ja primera los datos aumentan
eradualmente en ¢l periodo que incluye de

1987 a 1991 hasta alcanzar a la segunda en

donde aparentemente se estabiliza la PE de
1992 a 1997. Estas dos fases o etapas son
mas evidentes en el Sitio II debido a que el
periodo de analisis es mayor. Sin embargo,
observar  este

también es  posibie

comportamiento  con los  resultados
correspondientes al tratamiento con 8 Gy
en las poblaciones del Sitio I (Figura 11).
Por lo anterior se hizo un analisis
matematico en dos partes, la primera para
estimar el incremento anual de la PE &
viabilidad de la curva y la segunda para
determinar el comportamiento de la
mediante un modelo

(Castillo y Pimentel 2000).

radioresistencia

En la primera parte del andlisis se puede
observar que hay un aumento gradual de la
resistencia a la radiacidon cuando los huevos
son tratados con 4, 6 y 8 Gy de rayos
gamma (Figura 10). Para calcular el
incremento de la radioresistencia, se utilizd
la ecuacidn de larecta f(x} = mx + b cuyos

valores estan en la tabla 11.

De este calculo se destaca que los
coeficientes de correlacién () son
aceptables y van de 0.8283 a 0.9499 para
D. melanogaster y de 0.5343 a 0.8254 para
D. simulans y que el incremento de la PE

es inversamente proporcional a la dosis

utilizada. de 0.085 a 0.0163 para D.

g e

Eetucio dat posble papel adapiaing ds las vamantes de la suneromce dismutass de poblaciones naturales de Drovopfila de Lagurs Verde Ve Moo



49

melanogaster vy de 0.083 a 0.014 para D.
simulans. De nuevo estos datos indican que
D. melanogaster tiene un incremento anual
mayor que D. simulans lo que indica una
diferencia mas entre ambas especies. Este
aumento gradual en la radioresistencia
puede ser debida a que en el ambiente hay
factores que lo perturban y que pueden ser

los causantes de tal incremento.
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Figura 11. Curva calculada de la VHA del Sitio [ de ambas
especies después del tratamiento con 8 Gy
La segunda parte del analisis indico que la
radiosensibilidad tiene un comportamiento

que se puede definir con la ecuacion:

f(t)=~———l——Sen Ci ,endonde a b, cy
a+bc' t

d son parametros a determinar. Se encontré
con el calculo de los residuales que, a pesar
de que los datos son dispersos (porque
provienen de poblaciones naturales), tienen
un comportamiento normal, es decir las
desviaciones estdndar estan dentro del
intervalo + 2 ¢ y media cero. Los valores
de los parametros de las curvas de cada
tratamiento se presentan en la tabla 12, de
gstos destacan los r que para D
melanogaster van de 0.7324 a 0.8201 y
para D. simulans de 0.4134 a 0.7156, lo
que nos indica gue con este modelo se
define adecuadamente el comportamiento
del efecto de la radiacidn gamma a traves
del tiempo de las dos especies (Figura 12) y

se puede decir que de acuerdo a los », D.
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melanogaster es mas estable que D.

simulans como se vio en la figura 6.
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Figura 12, Curvas calculadas de la VHA de ambas especies

despuss del tratzmiento con. a} 4. by 6 y ¢} § Gy del Siuo I1
La comparacion entre la etapa pre y la
operante de los reactores indic6é que hay un
incremento anual de la resistencia a la
radiacién. El hecho de que esta tendencia
haya ocurrido en un periodo particular en el
que las unidades 1 y 2 iniciaron su
(1989 ¥y 1994,

respectivamente) y que éste no se presente

funcionamiento

en los grupos testigos es de llamar la

atencion. Esto muestra que el mcremento

observado no es al azar aunque los
efluentes tanto liquidos como gaseosos
estan dentro de los limites permitidos
(menos de 1 mrem). Esto permite elucubrar
que muy probablemente, en los alrededores
de la planta estos niveles bajos de radiacion
tienen un impacto positivo en las
poblaciones en estudio. No obstante, de
acuerdo con el postulado de que toda
cantidad de radiacion produce algin efecto,
se debe considerar la existencia de riesgo
asociado con cualquier actividad que
conlleve irradjacién a bajo mnivel, sin
importar cuan baja sea la dosis. Sin
embargo, basados en los resultados de esta
investigacion, las dosis bajas parecen no
ser un riesgo. Existen suficientes
evidencias de que las poblaciones naturales
de Drosophila con una historia de

exposicion a  rayos-X,  desarrollan
radioresistencia (Marques 1973, Cordeiro
et al. 1973) v se adaptan a los efectos
mutagénicos de este mismo tipo de
radiacion (Nothel 1983). La exposicion a
dosis bajas de radiacion, estimulan
mecanismos de defensa proporcionando
una mejor adaptacion a la radiacion
(Oliviera er al. 1984, Shadley y Wolff
1987. Wolff 1998). Entre las defensas que
son inducidas por Ja exposicion a bajas

dosis de radiacién X (0.25 2 0.5 Gy) esta el

e
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incremento de 30 a 90 % de la actividad
enzimatica del producto del gen Sod en
varios organos incluyendo medula Osea y
cerebro de roedores de apenas unas semanas
de edad. Lo mismo sucedi6 en el cerebro de
conejos tratados con particulas alfa del
radén a concentraciones de 14 a 18 kBg/l

(Yamaoka ef al. 1994).

En las Centrales de Hamaoko y Ohwi,

Ichikawa (1981), hizo estudios de
mutagénesis en Tradescantia 'y halld
diferencias entre la etapa pre y la operante,
en la primera observé la basal y en la
segunda el aumento significativo de la
frecuencia de mutaciones inducida en sitios
predeterminado. Este resultado lo relacioné
con los efluentes de las centrales. Los
resultados de este trabajo también indicaron
diferencias entre la etapa pre v operante.
Presuntamente la Planta de Laguna Verde
libera desechos radiactivos al ambiente que
conllevan probablemente al aumento de la
radiaciéon de fondo Jocal. No obstante, los
resultados indican que la respuesta en
ambos sitios es homogénea. El aumento
oradual de la radioresistencia observada con
el tratamiento con § Gy en ambos sitios
indica que probablemente tal incremento de

radiacién de fondo tiene impacto en toda el

drea alrededor de la Planta.

No se puede descartar la posibilidad de que
las diferencias entre las dos etapas de los
reactores se deban a que en los primeros
afios hasta 1991 el é4rea alrededor de la
Planta estaba muy perturbada y que esto
haya provocado que la VHA disminuyera y
que en la medida en que se fue
estabilizando el medio, este factor fuera
alcanzando los niveles normales. Sin
embargo, no se cuenta con datos para

confirmar esta hipétesis.

6.2.4. Comparacion entre temporadas

En la tabla 10 estdén acumulados los
resultados correspondientes a la temporada
de lluvias y secas. Siguiendo el orden, las
comparaciones entre las PE de las especies
respectivas de cada sitio indicaron en
general que no hay diferencias estadisticas
entre los resultados obtenidos para cada
temporada excepio en D. melanogasier del
Sitio I con el tratamiento de 4 Gy y con D.
simulans con el de 8 Gy del mismo sitio (p
< (.035). Sin embargo. hay que hacer notar
que los promedios de las PE después de los
tratamientos. son generalmente superiores
en la temporada de secas como se presento
en los testigos, excepto con D. simulans
(Tabla 3), es decir. el tratamiento con
radiacién no modificd el patrén descrito

anteriormente lo que apoya la hipdtesis de

AR ———— e
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que se trate de una adaptacion a las

condiciones de estrés de agua.

Para complementar el analisis anterior y
tomando en cuenta todos los resultados de
cada temporada se usé la prueba de
MANOVA vy el resultado indico que las
diferencias estacionales son

estadisticamente significativas (p < 0.0001).

6.3. Frecuencias alélicas de SOD

En este punto se discuten los resultados
obtenidos de las frecuencias alélicas de la
enzima

superéxido dismutasa y su

correlacion con los efectos de los

tratamientos.

Para analizar las frecuencias alélicas del
locus Sod, se probaron de julio de 1996 a
septiembre de 1998, 105 individuos de D.
melanogaster 'y 179 de D. simulans del
Sitio I y 123 de D. melanogaster y 248 de
D. simulans del Sitio II. El analisis de las
frecuencias del gen de la superdxido
dismutasa se basé en el patron de
corrimiento de esta enzima SOD® y SOD°
en gel de poliacrilamida (LKB Application
1977) con amortiguador tris borato a pH 9
segin Ayala er al. (1972) (fotografia 1). La
mediante  un

actividad se  verificod

procedimiento fotoquimico con una tincién

negativa descrito por Beauchamp y
Fridovich (1971).

i 2 3 4 5

Sod T Sod® Sod >F

Sod > Sod ¥

Fotografia ! Patron de cornmuento del gen de la Sod de D
melangaster del laboratorio Carril | heterocigoto, Caml 2

-

homocigote rapido. Caml 3 homocigoto lento, Carril 4

heterocigoto de simulans 'y Caml 5 heterocigoto de

melanogaster
Los resultados de la frecuencias alélicas
estin en la tabla 13, asi como la
heterocigocidad. El andlisis comparado
entre las frecuencias de ambos alelos indicé
que no hay diferencias entre ambos en cada
poblacién ni entre las especies de cada sitio
y aunque en D. melanogaster del Sitio I
parece elevada la presencia del alelo Sod F
la diferencia no fue significativa. De
acuerdo con la literatura estos resultados
son congruentes, en el sentido de que en las
poblaciones naturales las frecuencias de la

variante F son generalmente mas altas.
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Por un lado, es importante hacer notar que
casi el total de los individuos analizados
fueron heterocigotos, como se puede
constatar en la tabla 13 en donde estan los
resultados de las cuatro colectas que se
analizaron y en las fotografias 2 de D.
melanogaster 'y 3 de D. simulans. En el
estudio que realizd Beckman (1973) con
poblaciones humanas de Suecia, acerca del
polimorfismo de la superdxido dismutasa
del citosol o tipo A de células sanguineas,
cuyos alelos son Sod g v Sod d (Beckman ef
al. 1973), encontrd con mayor frecuencia el
fenotipo SOD' y en menor proporcién el
SOD?. En un total de 4,411 individuos que
analizé, s6lo 48 fueron heterocigotos (Sod &
! ), pero concentrados en su mayoria en las
regiones norteflas cuyas frecuencias fueron
significativas de 1 a 3 % del resto. En
general la presencia del alelo Sod ?
disminuyé hacia el sur. Beckman vy
Pakarinen (1973) también descubrieron que
Ja frecuencia del alelo Sod ° era mayor al
norte de Finlandia y Suecia. Estos
resultados pueden estar correlacionados con
ciertos agentes selectivos propios del area.
En este continente especialmente en el
Norte, se han reportado altos niveles de
radiacion de fondo, esencialmente por
1989). Si

radén  (Jansson et al

consideramos que los alelos del gen Sod

humano son equivalentes a los de
Drosophila en los que hay una eficiencia
diferencial por atrapar los O;" (Lee ef al
1981b,) probablemente los hallazgos de
Beckman (1973) tienen un significado
importante para el presente estudio en el
que se encontrd una mayor proporcion de
heterocigotos en una region influenciada

por una Central Nuclear.

Por otro lado, los resultados de las
frecuencias  alélicas del gen Sod
encontrados en  este  estudio  son
congruentes con los de Beckman vy
Pakarinen (1973), Beckman (1973) ¥y
Beckman et al. (1973) quienes encontraron
que el alelo Sod ? cuyo producto tiene
menor movilidad que el de Sod ', es més
raro al igual que el Sod ° de Drosophila y
que las mayores frecuencias de individuos
heterocigotos coinciden en las zonas con

niveles altos de radiacion de fondo.

Hudson ef al (1994) estimaron las
frecuencias alélicas de gen Sod S de D.
melanogaster en dos localidades de
California, una de ellas es El Rio y la otra
Culver City que estan separadas por 650
km, de distancia. Encontraron que estas
cambiaron de un afio a otro de 0.05 a 0.18.
En El Rio las frecuencias cambiaron

significativamente de 0.127 en 1984 a

e AR
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0.051 en 1991. Lo mismo ocurrié Culver
City, de 0.176 en 1988 a 0.076 en 1991 es
decir, hubo disminucion significativa de las
frecuencias del alelo Sod ° con respecto al
localidades.

tiempe en ambas

Adicionalmente  observaron que las
secuencias del alelo Sod ° de las distintas
localidades son 1dénticas, en cambio las del
Sod " tienen variabilidad alta. En el presente
estudio no se encontraron diferencias entre
las frecuencias de los alelos Sod ° y Sod ©.
No obstante, si se notd menor proporcion

del fenotipo SOD® con respecto a SODF,

aunque no significativamente.

En los reportes mencionados anteriormente
y en las observaciones de esta
investigacion, estd implicito que no hay un
equilibrio entre las frecuencias esperadas de
ambos alelos en la naturaleza seglin el
equilibrio de Hardy-Weinberg (1: 2: 1). En
las poblaciones de Drosophila de Laguna
Verde se observo que hay una tendencia a
favor del heterocigoto, es decir hay
polimorfismo pero probablemente con
selecciéon natural en contra de los
homocigotos. (Tabla 13), lo que sugiere
fuertemente la existencia de factores
propios del entorno que influyan sobre las

frecuencias de este gen.

Debido a que es muy poca la literatura
relacionada con el gen Sod para

poblaciones  naturales tropicales, se
dificulta dar una explicacién sustentada.
No obstante, es posible suponer que la
elevada presencia de heterocigotos en estas
poblaciones tropicales sea debida a que en
esta localidad las condiciones ambientales
tales como la temperatura y la radiacion
solar son factores que influyen para la
seleccion de genes que a su vez permiten la
adaptacién de D. melanogaster y D.
simulans a tales condiciones ambientales.
Considerando que en esta localidad esté la
Central Nucleoeiéctrica que presuntamente
podria incrementar la radiacién de fondo
provocando  tedricamente  que  las
poblaciones aledafias se sometan a estrés
oxidante y por consiguiente se estimule la
sintesis de enzimas protectoras tales como
la SOD (Peng er al. 1986). Esta enzima
como ya se menciond tiene dos formas
funcionales de las que SOD® tiene 2.7
veces mas eficacia que la SOD' (Lee ef al.
1981b). entonces se podria establecer la
siguiente hipétesis: si SOD protege el ADN
de las poblaciones aqui estudiadas contra
los efectos de los EOR generados por la
radiacion ionizanie. es mas conveniente
para las poblaciones sintetizar el producto

de ambos alelos y garantizar mayor

o ——p e — i e E————eeeeee

e

e S —

Lstugdie del powble pape! adantnse de las vanantes de la supetonicn dismutasa de poblaciones naturales de {Irasomnzs oc Laguna Verde, Ver . Mouce



35

cantidad de la enzima y de esta manera
proporcionaria una ventaja adaptativa para
atrapar la presunta alta concentracién de
superdxidos que se generan como producto
del estrés. Asi, ante situaciones con
elevadas cantidades de EOR la expresion de
ambos alelos confiere ventajas a los
heterocigotos 1o que incidiria en las
frecuencias alélicas, mismas que pueden ser

cuantificadas después de cierto tiempo.

Se han hecho estudios sobre la induccion de
la actividad enzimdtica y la transcripcidn
del gen Sod en respuesta a dosis bajas de
exposicion con rayos-X y se encontrd que
en fetos de roedores que la wuradiacion
induce mARN de Sod responsable de la
actividad enzimatica de SOD inducida.
Cuando los EOR son incrementados por
rayos-X, se estimulan al gen Cu-Zn Sod 'y la
resistencia contra el O2 activo puede
incrementarse. No se conoce cual es el
mecanismo molecular involucrado en este
proceso, pero se sabe que hay un intervalo
de tiempo entre la induccién de mARN y el
incremento de la actividad enzimatica de
SOD. Estos hallazgos concuerdan con
observaciones previas de la induccién de
proteinas por rayos-X en células de
melanoma radioresistentes y otros cambios
observados en la expresidén de genes

humanos (Yamaoka er al. 1994).

Jgual que con el andlisis de la

radiosensibilidad, no se encontraron
diferencias en las frecuencias alélicas de
ambos sitios, por la misma razén, se puede
suponer que se trate de una sola poblacion

(Sitio 1 y ID).

Es interesante destacar que la comparacion
del comportamiento de la VHA con la
radiosensibilidad (Figuras 12 y 13) en los
diez afios de estudio se notd que era muy
diferente, ya que como se ha discutido, en
el primer caso solo se observaron
variaciones estacionales. Rockwell er al
(1991) con las mismas poblaciones de

Verde encontraron que la

Laguna
resistencia a la desecacion en los primeros
(1986-1991) era

estable. Lo

afios de colecta

consisteniemente mismo
ocurrié en la actividad de desplazamiento
s6lo se notd que D. melanogaster tiene
valores significativamente superiores a los
de D. simulans, al igual que en el presente
estudio (Olvera er ¢/.1993). En el caso de
la radiosensibilidad, en los primeros afios
se observd un incremento significativo de
la resistencia 2 la radiacién. El hecho de
gue este resultado solo se presenté con el
estudio de la radiosensibilidad de las
moscas. sugiere que probablemente se deba

a un factor relacionado con radiacidén. No

obstante. no hay una corelacion simple

s i P
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entre esta caracteristica y los efluentes de la

planta.
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Figura 13 Tendencia de la proporcidn de eclosion de las
especies del Sitio 1.

6.4. Posibles factores contribuyentes a la

resistencia a la radiacion

Se ha considerado la existencia de factores
en el ambiente como pesticidas (fungicidas,
insecticidas y herbicidas), contaminacion
por combustion, lluvia radiactiva debido a
pruebas nucleares y radioactividad natural
(radiacion de fondo), ademas de los
radiontclidos presuntamente liberados por
las plantas nucleares. Los parametros
climatoldgicos podrian tener efectos en la

intensidad de estos factores.

Cabe mencionar que en 5 km a la redonda
de la Central no hay zonas de cultivo,
lugares donde se utilizan principalmente los
pesticidas, Desde antes de la construccion
de la planta los terrenos se han
transformado en pastizales para la actividad

canadera. Por otro lado. las moscas de este

género  sélo tienen actividades de

dispersion cuando el nicho deja de
proveerles alimento, especialmente frutos
(Bateman 1972) pero en esta area existen

manglares vy  arboles

v

frutales que
constantemente los producen, por lo que se
podria suponer que no estan expuestas a
pesticidas que pudieran reiacionarse con el

aumento de la resistencia a la radiacion.

La contaminacién por combustion es
directamente proporcional al tréfico de las
zonas. La carretera Veracruz - Palmasola
no contribuye practicamente en la
contaminacién de este tipo, porque €l poco
humo generado es rapidamente dispersados
por los vientos caracteristicos de la costa
por lo que s¢ considera irrelevante su
contribucién. Por otro lado, debido a que
no hay industria cerca de la planta

esencialmente no existe contaminacion

industrial.

Es bien conocido que la lluvia radiactiva y
la radiacién de fondo incrementan despu€s
de la temporada de Iluvias (Ichikawa
1981). De esta manera la correlacion de los
datos de la radiosensibilidad con la
precipitacion no es simple, aparentemente
en los primeros afios no hay una clara
diferencia entre la temporada de secas y de
1991. No obstante, la

[luvias hasta

s e e e e b
A R ——————————ne R

e

Euudio del postbie papel adaplais o de las vanianies de Ly superongo dismutasa de poblagiones naturales de Drovepiuly de Laguna Verde, Ver | Meace



57

dispersion y la resistencia a la sequia no se
relacionan con este elemento climatico por
esta razon. los cambios periddicos de la
resistencia a la radiacidn son probablemente

debidos a la radiacion de fondo.

Ichikawa (1981) encontrd que la frecuencia
de mutaciones no estd relacionada con las
variaciones de la temperatura, por lo que
concluve que no fueron las causantes del
incremento significativo de las mutaciones.
En el presente estudio la relacion con la
temperatura tampoco es sencilla. Sin
embargo. parece que los resultados de la
radiosensibilidad no tienen relacién con este

parametro.

Con respecto a los vientos predominantes
no se evidencid relacién alguna ya que no
hubo diferencias entre ambos sitios lo que
indicé que se trata de una sola poblacion
por estar sometida a las mismos factores
tanto  ambientales  naturales  como

antropogénicos.

Los resultados maés relevantes de esta
investigacién son: el incremento gradual de
la resistencia a la radiacion y la presencia de
frecuencias altas de individuos
heterocigotos para el gen Sod en

comparacidn con la resistencia a la sequia y

a la capacidad de desplazamiento estudiadas

con las mismas poblaciones en los que no
se observaron cambios a través del tiempo
y con lo que se podria concluir que en la
zona de la Central Laguna Verde hay
factores en €l ambiente que contribuyen en
el aumento de ia resistencia a la radiacion

de D. melanogaster y D. simulans.

Ichikawa (1981) considerando que en

Tradescantia  los  maximos  efectos

genéticos del tratamiento mutiagénico
aparecen después de los 12 dias de la
exposicion  mostrando  una  buena
coincidencia con el periodo de prueba de
los reactores conciuye que la planta
ciertamente podria

descargar algunos

factores  mutagénicos  durante  estos

periodos en el reactor de Hamaoka y el de
Yakahama. Comparativamente en la
Central de Laguna Verde desde octubre de
1988 hay material radiactivo para utilizarse
como combustible para la generacion de
electricidad, lo que no descarta la
posibilidad de que influya sobre el
arbiente de la zona que a su vez podria
contribuir en el aumento de la resistencia a

la radiacién de las poblaciones en estudio.

Los factores causantes de mutaciones,
como los que son descargados de las
BWR

plantas  Nucleoeléctricas  tipo

fabricados por la General Electric. son por

e st bbb
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supuesto sustancias radiactivas gaseosas.
Estas son predominantemente gases raros
radioactivos tales como Kr** y el Xe'** que
son extraidos después de pasar por un filtro
de carbén. El Kr* que tiene una vida media
de 10.3 afios, es el principal componente.
Ademas de estos gases raros, el 1! con una
vida media de 8.05 dias es descargado a una
tasa de 107 a 107 de los gases raros y es
muy importante desde un punto de vista
bioldgico, debido a que se concentra del
aire en los tejidos de las plantas y en la
tiroides de hombre con un factor
extremadamente alto. del orden de 10% a 107
(Soldat 1963, Nauman ef al. 1979), el tritio
(H?) de 12.3 afios de vida media, el Co® de
5.27 afios, el Mn>* de 278 dias y muchos
otros son tambi¢n liberados al ambiente
junto con los dos radionticlidos primero
mencionados. No obstante, correlacionar
los mniveles de radiacién ambientales
monitoreados con nuestros resultados es
dificil, detectores
(TLD) u  otros

instrumentos fisicos detectan s6lo una parte

maxime que los

termoluminiscentes

menor de los niveles de radiacion
ambiental, la radiacidon gamma vy por
consiguiente una parte menor de la dosis
absorbida (externa e interna) en tejidos

bioldgicos.

Los incrementos en la frecuencia de
mutaciones monitoreadas por Ichikawa
(1981) 1los atribuyé al Yodo 131
provenientes de las plantas nucleares de
Hamaoka, Takahama, Tokai v Ohwi debido
a su alto factor de concentracion en el aire

(10° a 10") v a su adsorcién en los tejidos

de las plantas.

En nuestro caso, aunque no se puede hacer
una clara determinacion de las causas
especificas del incremento de la resistencia
a la radiacién v la alta frecuencia de
individuos heterocigotos para el gen Sod
alrededor de la planta, las correlaciones con
su operacidn sugieren que es una de las
principales  fuentes distribuidoras de
modificadores no especificos de estas

caracteristicas biologicas.
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7. CONCLUSIONES

1.

W)

lLa viabilidad huevo-adulto de

Drosophila melanogaster es
significativamente superior a la de D.

simulans.

De acuerdo con el modelo utilizado, el
comportamiento de la viabilidad huevo-
adulto es sinuosoidal con una
periodicidad aproximada de tres afios
para ambas especies en las que se
presentd alternancia de la proporcion de

eclosion con relacion a las temporadas de

Huvias y secas.

Las frecuencias de los alelos del gen Sod
para ambas especies son iguales; la
condicion que prevalece es la de

heterocigocidad.

Durante el periodo de estudio en ambas
especies la resistencia a la radiacion se

favorecio.

Las moscas que habitan en los sitios
muestreados.  constituyen una sola

poblacién.

Es necesario continuar el estudio a largo
plazo para poder estimar el papel
adaptativo del gen Sod en las
poblaciones de Drosophila de Laguna

Verde, Veracruz, México.

Tomando en cuenta todos los resultados,
se puede concluir que el funcionamiento
de los reactores no ha tenido impacto
sobre D).

negativo o  perjudicial

melanogaster ni D. simulans.
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Fotografia 2 Patrén de commiento de 1a superdxedo dismutasa de Drosophila

melanogaster donde destaca la banda hibrida

Fotografia 3 Patron de corrimiento de la superoxido dismutasa de

Drosophila simulans donde destaca la banda hibrida
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Fotografia 4. Caracteristicas del patrén de comnnuento de la2 SOD concenteada

Catudio del pasible papel adaptating de by vanantes de la superaxico dismutasa de poblaciones narales de Dresaphca de Lagung Verde, Ver , Mewco



67

Tabla 1. Proporcion de eclosion de D. melanogaster y D. simulans de los Sitios I
y I, después de los tratamientos con 0, 4, 6 y 8 Gy de ravos gamma

Sitio I Sitio I1
Colec. DM DS t DM DS t
Gy PE =+ EEn PE + EEa PE + EE n PE - EE o
8707 O 0,292 (0062 8 0312 0033 7 0 391
4 0093 0017 8 0084 0025 7 (.392
6 0074 0020 8§ 0098 0026 7 0256
8 0.047 0015 8 0053 0021 7 0390
88-07 0 0384 0013 1¢ 0368 0037 9 0372
4 0098 0008 10 0092 0022 9 0404
6 0.03% 0007 10 0080 0012 9 G078
b3 0037 0.000 10 0.02¢ 0007 O 0199
89-01 0 0525 0021 8 0450 0045 & 0080
4 0.144 0024 8 0111 00i8 9 0.141
6 0086 0021 8 0.056 0009 9 0.108
8 0055 0015 8 0037 0008 9 0162
8907 0 (.385 0045 9 0415 0027 10 (.288
4 030¢ 0019 9 0.399 0029 10 * 0.006
6 0.186 0022 9 0.251 0023 10 * 0034
8 0037 0009 9 0082 0021 10 0.133
90-01 ¢ 0.398 0.038 10 0285 0020 12 * D010
4 0283 0029 10 0222 06021 12 * 0053
6 0.155 0016 10 0108 0022 12 * (031
8 0071 0.010 10 0036 0009 12 0.135
90-07 0 0264 0017 10 0343 0019 10 * 0.003
4 0219 0019 10 0294 0018 10 * 0.005
é 0.160 0.019 10 0216 0014 10 * 0015
8 Q077 0Cl4 10 0.082 0007 10 0.373
8101 © 0.498 0018 12 0,377 0,021 1z * 0000 0338 0.036 10 0385 0030 12 * (0.008
4 0.404 0024 12 0301 0019 12 * 0002 0460 0029 10 0370 0024 12 0066
6 0217 0.023 12 0153 0021 12 * 0.028 0306 0.038 10 0.186 0023 12 * 0.016
8 0.115 ¢0I8 12 0,042 0.006 12 * 0001 0237 0027 10 0107 0015 12 * 0001
91-07 0 0417 0032 10 0.446 0.024 11 0.238 0.389 0030 10 0448 0030 12 0.090
4 0307 0028 10 0416 0.014 11 * 0002 0368 0021 10 0384 0024 12 0311
6 0.203 0026 10 0301 0016 11 * 0.003 0214 0022 10 0226 0024 12 0.352
8 0.072 0017 10 0092 G019 11 0.219 G067 0.006 10 0042 0008 12 * 00N
92-01 0 0515 0027 10 0307 0.031 12 * 0000 D378 0017 9 0.340 0030 9 0.148
4 0.34% (.032 10 0165 0.019 12 * 0.000 0280 0024 9 0256 0028 9 0.261
& 0.177 0017 10 D032 0007 12 * 0.000 0216 0018 9 0osa 0017 9 * 0.000
8 01l 0008 10 0028 0003 12 * 0.000 0235 0021 © 0020 0005 9 * 0000
9207 0 0427 00335 10 0.348 0.024 9 0177 0400 0047 9 0409 0032 10 0,440
4 0245 0023 10 0262 0025 9 (094 (264 0033 9 0300 0025 10 0268
6 0180 001s 10 0140 0018 9 0164 0188 0043 9 0136 0024 10 G154
8 G104 0015 10 0051 0009 6 * 0O00R 0108 0021 ¢ 0029 0006 10 * 0003
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9301 0 0317 0031 § 0417 0034 10 * 0.023 0378 0023 16 03359 0032 10 0316
40270 0029 § 0318 0033 10 0146 0246 0022 10 0218 0021 10 0189
6 0235 0033 § 0168 0021 10 * 0CS7  ©173 0014 10 0139 0015 10 * 0.0%6
§ 0164 0019 & 0118 0018 10 * 0050 0129 0011 10 0059 0009 10 * 0000
93.07 0 0304 0033 10 0372 0020 9 0289 0384 €038 10 0409 0028 9 0303
40350 0042 10 0318 ©02t 9 0255 0235 0020 10 0351 0031 9 * 0004
6 0317 0046 10 0311 0021 9 0457 0198 0020 10 0257 0020 9 * 0027
§ 0166 0029 10 0144 0031 9 0306 0126 0018 10 0117 0017 9 0359
9401 0 0469 0035 10 0463 0030 10 * 0003 0422 0C28 11 0436 0029 9 * 0.046
4 0356 0027 10 0396 0015 10  0.001 0284 0029 11 0385 0034 9 * 00C2
6 0256 0020 10 0242 0025 10 * 0000 G226 0021 1L 0303 0027 9 * 0002
§ 0197 0016 10 0099 00i4 10 * 0000 0142 0011 11 0262 0034 9 * 000
94-07 0 0494 0051 9 048] 0046 8 * 0013 0411 0036 8 0343 0033 9  00%
4 0298 0032 9 0367 0030 8 * 0003 0274 0041 8 0180 0023 9 * 0036
6 0232 0027 ¢ 0225 0038 8 * 0003 0227 0028 8 0184 0025 9 * 0057
§ 0157 0014 9 0123 0023 8 * 0.001 0142 0020 8  0.1i3 0009 9 011l
95-01 0 0391 0024 9 0405 0.039 10 0384 0397 0021 10 0354 0025 12 0098
4 0261 0048 9 0299 0031 0 025 0298 0036 10 0267 0026 12 0248
6 0192 0027 9 0181 0014 10 9358 0207 0017 10 0160 €017 12 * 0033
g 0172 0020 9 0101 0007 10 * 0004 0160 0013 10 0123 0019 12 0067
95-07 0 0309 0016 5 0316 0024 8 0402 0366 0037 16 05313 0018 10 0123
4 0220 0013 § 0232 0028 & 0338 0257 0026 10 0236 00i4 10 0246
6 G168 0014 9 0166 0023 § 0466 0188 0020 10  ©147 0014 10 0065
§ 0131 0014 9 0134 0022 § 0465 0149 0011 10 0093 0014 0 * 0003
96-01 © 0447 0024 17 0320 0018 20 = 0000 0447 0028 19 0405 0019 18 * 0008
40299 0020 17 6252 0020 20 * 0052 0299 0019 19 0312 0013 18 * 0029
6 0206 0021 17 0146 0011 20 * 0008 Q197 0011 19 0190 0013 18 * 0.002
§ 0107 0011 17 0069 0004 20 * 0002 0103 0011 19 0091 0007 18 * 0000
96-07 0 0339 0016 17 0316 0024 16 0222 0325 0010 18 0310 0020 20 029
40220 0013 17 0234 0014 16 0244 0204 001§ 18 0228 0012 20 0142
6 $4 0010 17 0173 0011 i6  0J26 0151 0014 18 0164 0008 20 0236
§ 0059 0009 17 0092 0009 16 * QO0I6 0092 0009 18  0.049 0006 20 * 0.000
97-01 0 0450 001 19 0399 0023 17 * 0.049 0396 0020 11 0364 0015 19 0710
4 0350 0014 15 0337 0023 17 0312 0295 0020 11 0321 0015 19 0146
6 0243 0011 19 0197 0018 17 * 0020 0198 0013 11 0211 0013 19 0237
8 0036 0008 19 0077 0003 17 = 0000 0081 0010 11 0079 0010 19 0443
9707 0 035§ 0030 10 0345 0011 10 0372 0342 0020 9 0331 0022 9 036
4 0251 0012 10 0255 0012 10 0407 023 0015 9 0243 0025 9 0384
6 0177 0014 10 0.8 0017 10 0340 0175 0009 9 0210 0016 9 * 0033
§ 0108 0011 16 0126 0012 10 0143 0123 0013 9 0JI8 0013 9 0400

DM. D melanogaster. DS, D, simulans, PE Proporcién de Eclosion; £ error estandar, *, significauvo ap<0.05 y ¢ prucba det

s e e e e
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Tabla 2. Resultados de la estimacion de parametros de los grupos de
datos de los testigos.

Especie Sitio N Ciclo (afios)
D. melanogaster I 0.2148 3.02
D. simulans I 0.1666 3.12
D. melanogaster I 02214 3.15
D. simulans II 0.1986 2.98

N, Norma de los residuales

Tabla 3. Resultados de la prueba de MANOVA de la comparacion

entre D. melanogaster y D. simulans.

Prueba

Valor n

Wilk's Laambda  0.91676* 29

Pillai's Trace 0.09434* 29

Hotelling-Lawley ~ 0.08211* 29

Roy’s Max Root 0.09721* 29
*p <0.0001, gradosde |. = 1

T —
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Tabla 4. Datos climatoléogicos de Laguna Verde

ano 87 88 89 90 91 92 93 94 93 96 97
Mes precipitacion
3 154 6 151 1574 1442 3401 1266 6232 638 21 113 48
j 1359 174 8 161 154 6 2831 4161 347 8 1859 343 156 310
Iluvias a 154 8 1461 1701 1289 2303 4128 2654 2991 233 210 99
s 176 1 165.2 1709 1358 3009 434 8 300.1 121.8 296 62 308
0 165 6 164.5 173.5 1349 736 131 277 148 5 123 40 136
X 157.4 166.32 166.6 141.68 2436 32426 312.84 163.82 203.66  116.132 180.28
n 158 148 4 1339 463 715 71 151 96,1 130 134 27
d 130 141 4 97 1271 91.7 287 0 191 23 33
e 137 1153 138 1193 123 81 0 38 10 2 7
secas f 1359 1381 1322 1363 65 31.6 48 7.3 8 9 3
m 1552 1364 1709 1612 16 4 34 7.3 ] 23 33 80
a 148 6 158.7 173.9 158.2 201 368 75.8 482 3 23 67
m 1493 170 6 18% 180.2 146 833 107.6 892 122 36 113
X 145.042 144.128 147.842 132714 33.3285 35.6857 36.2571 454142 454571 38.6285
42.8428
temperatura X °C a 1.5 m de altura
j 284 272 26.4 24425 238833 323925 23.525 230166 24425 216 23.573
j 276 271 264 259 257 266 239 26.23 2573 26 2735
Nuvias a 278 271 271 265 253 2363 26 25 26,35 2525 28
5 27.5 26.3 271 265 262 265 26125 256 26 265 2735
o 247 236 24.5 2663 24 33 249 23 % 26 26.65 24,85 26.23
X 27.2 26.206 26.3 23,995 251666 25515 25.035 233533 235.865 24.84 26.505
n 226 256 237 233 2033 2145 2135 24 45 21.5 235 2495
d 21.2 211 19.9 2135 211 275 195 23 21.35 18.25 19.9
e 188 187 21.1 1973 2035 204 2125 2075 2125 18.25 1975
secas f 214 20 20.3 21,53 207 2245 204 21.65 2135 186 195
m 21.8 23 20.6 235 232 24 20,73 23,5 2225 193 22
a 222 237 257 233 256 24 255 239 233 22 23
m 266 283 275 26 25 258 231 26.25 263 20.25 25.5 2%.5
A 22,0857 23.3428 22.7142 23,0571 224928 228785 221642 23.3928 23.2357 208 22,6571
X promedio
e ———————— — e
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Tabla 5. Comparacién de la proporcion de eclosién de D. melanogasier y D.
simulans entre ias colectas de la temporada de lluvias y secas

LLUVIAS SECAS
Sitip I Sitio H Sitio § Sitio I1
colecta Gy DM ns DM ps DM DS DM DS
91 ] 0417 0 446 0389 0448 0408 0377 0338 0383
92 a 427 0 348 0400 0409 0515 0307 0378 (0.340
93 0 0394 0372 0384 0409 0317 0417 0378 0.359
94 ] 0494 0481 0411 0345 0.469 0.463 0422 0.436
95 0 0309 0316 G366 0313 0.391 0.405 0397 0354
96 0 (339 0316 0323 0310 0.447 0320 0.447 0 405
97 o 0353 0.345 0.342 0331 0430 0399 0.396 0364
X 6.390 L.370 0.373 0.371 (.440 0.380 0420 0.380
H 0.080 0.380 *(.03 0.320
9l 4 G307 0416 0368 0.384 (404 0.301 0460 0370
92 4 G243 0262 0264 0301 0349 0165 0280 0.256
93 4 G350 0318 0.235 0351 0.27¢ 0318 0246 0218
94 4 0298 0.367 0.274 0180 0356 0396 0234 0.385
935 4 0220 0.232 0.257 0.236 0261 0299 0.298 0.267
96 4 0220 0.234 0.204 0228 0299 0.252 0.299 0.312
97 4 0.231 0.235 0234 0.243 (.350 0.337 0293 0.321
X 0.270 0.301 0.260 0.270 6.330 0.303 0310 0.300
? =0.028 0.477 0.092 0.214
91 6 0203 0.301 0214 0226 0217 0153 0.306 0.i86
g2 6 0180 0140 0188 0.136 0177 (052 0216 0065
93 6 0317 0311 0.198 0.257 0235 0168 0173 ¢.139
94 6 0.232 0223 0.227 C.164 0.256 0242 0.226 0.303
95 ¢ 0168 0.166 0188 0147 0.192 0.181 0207 0166
G4 6 0134 0i73 015t 0164 0.206 0.146 0197 0190
97 6 0177 0186 0.173 0210 0.243 0197 0198 0.211
X 0.203 0.210 0.190 0.190 0.220 0.160 0.220 &.180
t 0.291 0.075 0.096 0.418
g1 8 0072 0.092 0067 0042 0.115 0042 0237 0.107
G2 8 0104 0.031 0108 0.029 0111 0028 (.235 0.020
93 8 0.166 0144 0.126 0117 0.164 0118 0,129 0059
94 § 0.137 0123 0142 0113 0.197 ¢ 099 0.142 0.262
95 8 0131 0134 0149 0093 0.172 ¢.1o1 0160 0123
96 8 0.059 0092 (.092 0049 0.107 0 069 (103 0091
977 8 0.108 0126 0123 0118 0.136 0.077 G 08] 0.079
X 0.110 0.11¢ 0.120 0.080 0.140 0.080 0.160 0.110
! 0.062 *(.042 01L075 0.223

DM: D melanogasier. DS, D simyluns, X promedio y 1 prueba det

o ——— — — P A e e
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Tabla 6. Proporcion de eclosion de D. melanogaster'y D. simulans de las

colectas de las temporadas de [luvias y secas

Liuvias Secas
DM DS DMt DS

X + EE n X + EE n X + EE n X + EE n

0.292 0.062 08 0242 0053 08

0384 0013 10 0.368 0.037 09
0.385 0.045 09 0.415 0.027 10 0.525 0.021 08 0.450 0.045 09
0.264 0.017 10 0.343 0.01¢ 10 0.398 0.038 10 0.285 0.020 12
0.403 0.031 10 0447 0027 12 0.518 0.027 1 0.380 0.026 12
0.414 0.041 10 0378 0.028 10 0448 0022 10 0324 0.031 11
0.389 0.036 10 0380 0.025 09 0.348 0.027 09 0.388 0.033 10
0.453 0043 Q9 0.412 0.040 09 0445 0.032 11 0.450 0.029 10
0.337 0.027 10 0.315 0.021 0% 0.394 0.022 11 0.379 0.032 11
0.331 0.013 18 0.313 0.022 18 0.447 0.026 18 0.362 0.018 19
0.349 0.025 10 0228 Q018 1Q 0.423 Q020 15 0.382 0.019 18
0.369 0.372 0.438 0 378

DM: D. melanogaster, DS: D. simulans y . prueba det

Tabla 7. Resultados de la prueba de ¢ de la comparacion entre las especies

del Sitio Ty el I
Sitio [ Sitio I
DM DS PM DS

Gy X + EE X + EEn(co) X + EE X *+ EE n (col)

0 0416 0.018 0379 0.015 4 0398 0.014 0372 00012 20
0068 0.078

4 0.299 0013 029 0018 14 0286 0.017 0290 0018 20 A
t 0467 0.436

6 0211 0012 0189 0018 14 0205 0010 0183 0.015 20 ok
t 0148 405

8 0.127 0010 0493 0ol 14 0.135 0.013 0.093 0.016 20 oxx
[ A ) (1027

DM: D. melanogaster, DS: D, simulans. @ prueba de ty ***: Sigmficativo 2 P< 0.001 al
compararlo con el tesngo.
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Tabla 8. Resultados de la prueba de MANOVA de la comparacién entre

los tratamientos con 0, 4, 6 y 8 Gy de rayos gamma

Prueba

Yalor

n
Wilk's Laambda 0.08864* 281
Pillai’s Trace 0.91136* 281
Hotelling-Lawley 10.2817* 281
Rox s Max Root 10.2817* 281

* significativo a p < 0.0001, grados de libertad 3

=
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Tabla 9. Comparacion de la proporcion de eclosion promedio de D. melanogaster y D. simulans
de los Sitios I y IT después de los tratamientos con 0, 4, 6 y 8 Gy de rayos gamma

Sitio 1 Sitio 11
DM ns DM DS 4 t
Colecta Gy X = EE n XN = EE n X + EE n X + EE n mivil sivll
91-01 0 0.498 0.018 12 0377 0021 12 0.538 0.036 10 0.383 0.030 12 0188 0158
g1-07 0 0417 0.032 10 0448 0024 11 0.388 0.030 10 0.448 0030 12 0.266 0483
§2-01 0 0.515 0.027 10 0.307 0.031 12 0378 0017 & 0.340 0.03¢ 9 * 0.000 0.231
g2-07 0 0.427 0.03% 10 0.348 0.024 ¢ 0400 0047 ¢ 0409 0.032 10 0324 G 295
93-01 0 0.317 0.031 8 0417 0034 10 0378 0023 10 0.359 0032 10 0.068 G118
93-07 0 0.394 0033 10 0372 0021 § 0384 0.038 10 0409 0.028 9 0.420 0.185
94-01 0 0469 0035 10 0463 0.030 10 0422 0028 11 0436 0.029 9 0.155 0.238
94-07 0 0.494 0.051 9 0481 0.046 8 0411 0036 8 0243 0.033 9 0.101 * 0.015
95-01 0 0.381 0.024 9 0405 0.038 10 0.397 0.021 10 0354 C.025 12 0427 0142
85-07 0 0309 0016 9 0316 0024 8 0.3656 0.037 10 0.313 0.018 10 0.100 0485
86-01 0 0447 0024 17 0.320 0.018 20 0447 0028 18 G.405 0.018 18 0498 = 0.012
96-07 0 0.339 0.016 17 0.316 0.024 16 0323 0010 18 0.310 0.02C 20 6.214 0.428
97-01 0 0.450 0.019 19 0.399 0.023 17 0.396 0.020 11 0364 0.015 192 * 0030 Cc108
8707 0 0355 D.030 10 0.345 0.011 10 0.342 0.020 9 0331 0.022 8 0.388 0294
4 0217 347
91-01 4 0.404 0.024 12 0301 0.019 12 0460 0.02¢ 10 0.370 0.024 iz 0.076 - 0002
91-07 4 0.307 0028 10 0.416 C.014 11 0.368 0.021 10 0.384 0024 12 ~ 0.047 0138
92-01 4 0.349 0032 10 G165 0019 12 0.280 0.024 9 0.256 0.028 9 * 0.051 = 0.008
92-07 4 0.245 0.023 10 0,262 0.025 © 0.264 0053 9 0301 0.025 10 0.374 0.391
93-01 4 0.270 0.029 8 0.318 0.033 10 0.246 0022 10 0.218 0.021 10 0.260 * 0.012
§3-07 4 0.350 0.042 10 0.318 0021 9 0.235 0.021 10 0.351 0.031 9 * 0015 0.185
94-01 4 0.356 0.027 10 0.396 0.015 10 0.284 0.028 11 0.385 0034 9 " 0.041 0.172
94-07 4 0.298 0032 8 0.367 0030 & 0274 0.041 8 0180 0.023 B 0.324 * 0.000
95-01 4 0.261 0.048 9 0.298 0.031 10 0.298 0.036 10 0.267 0.028 12 0.271 0.221
95-07 4 0.220 0.013 8 0.232 0.028 8 0.257 0.026 10 0.236 0.014 10 0.120 0.448
96-01 4 0.299 0.020 17 0.252 0020 20 0.299 0019 19 0.312 0.013 18 0434 * 0.041
96-07 4 0.220 0.013 17 0.234 0.014 16 0204 0.018 18 0.228 0012 20 0.250 0.384
97-01 4 0.350 0.014 19 0.337 0.023 17 0.285 0.020 11 0.321 0015 19 ¥ 0.017 0.288
97-07 4 0.255 0.012 10 0.255 0.012 10 0.234 0.015 9 0.243 0025 ¢ 0.194 0.331
L 0.301 0.406
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91-01 6 0.217 0.023 12 0.153 0.021 12 6.306 0.038 10 0.186 0.023 12 " 0.032 0.071
91-07 6 0.203 0.026 10 0.30t 0.016 11 0.214 0.022 10 0226 0.024 12 0.382 * 0.009
92-01 6 0.177 0.017 10 0.052 0.007 12 0.216 0.018 9 0.068 0047 © 0.671 0.180
92-07 <] 0.180 €.015 10 0.140 0.018 8 0.188 0.043 © 0.136 0.024 10 0.432 0.287
©3-01 & 0.235 0.033 8 0.168 0.021 10 0.173 0.014 10  0.139 0.015 10 0.060 0.133
93-07 6 0.317 0.046 10 0.311 0.021 9 0.188 0.020 10 0.257 0.020 9 ™ 0.018 * 0044
94-01 6 0.256 0.020 10 0.242 0.025 10 0.226 0021 11 0.303 0.027 9 0.15¢ * 0.008
94-07 6 0.232 0027 & 0.225 0.038 8 0.227 0.028 8 0.184 0.025 ¢ 0.451 0.101
85-01 8 0.192 0.027 9 0.18% 0.014 10 0.207 0.017 10 €.160 0.017 12 0.318 0.178
95-G7 & 0.168 0.014 8 0.i166 0.023 8 0.188 0.020 10  0.147 0.014 10 0.224 0.255
96-01 B 0.206 0.021 17 0.146 0.011 20 0.197 0.011 19 0.190 0.013 18 0351 * 0.031
86-07 & 0.154 0.010 17 0.173 0.011 16 0.151 0.014 18 0.164 0.008 20 0.434 0.268
§7-01 & 0.243 0.011 19 0.197 0.018 17 0.198 0.013 11 0.211 ©.013 19 ~ 0.007 0.265
97-07 6 0.177 0.014 10 0.186 0.017 10 0175 0.005 9 0.210 0.018 9 0.450 C.155

L 0,333 0.405

¢M-01 8 0.115 0.018 12 0.042 00068 12 0.237 0.027 10 0107 0015 12 * 0.001 * 0.000
91-07 8 0.072 0017 10 0.082 0.019 11 0.067 0.006 10 0.042 0.008 12 0.383 * 0.014
92-01 8 0.111 0.008 10 0.028 0.003 12 0.235 0021 9 0.020 0.005 9 * 0.000 0.101
82-G7 8 0.104 0.015 10 0.051 0.009 9 0.108 0.02% ¢ 0.029 0.006 10 0443 * 0.017
93-01 8 0.164 0.018 8 0.118 0.018 10 0.129 0.011 10 0.05¢ 0.009 10 0.068 * 0.005
93-07 8 0.166 0.029 10 0.144 0.031 9 0.126 0.018 10 0.117 0.017 & 0.128 0.226
94-01 8 0.197 0.016 10 0.099 0.014 10 0.142 0.011 11 0.262 0.034 9 * 0.006 ™ 0.000
94.07 8 0.137 0.014 9 0.123 0023 8 0.142 0.020 8 0.113 0009 9 0.415 0.349
95-01 8 0.172 0020 9 0.101 0.007 10 0.160 0.013 10 0.123 0.019 12 0.313 0.148
5-07 8 0.131 0.014 © 0.134 0.022 8 0.145 0.011 10 0.093 0.014 10 0.1786 0.073
96-01 8 0.107 0.011 17 0.069 0.004 20 0.103 0.011 19 0.091 0.007 18 0418 * 0.018
96-07 8 0.059 0.008 17 0.092 0.009 16 0.092 0.000 18 0.045 0.006 20 * 0.009 * 0.001
97-01 8 0.136 0.008 19 0.077 0.008 17 0.081 0.010 11 0.079 0.010 19 * 0.000 0.429
g7-07 8 0.108 0.011 10 0.126 0.012 10 0.123 0.013 9 0.118 0013 9 0.191 0.336

t 0.317 0,491
Contiene los resultados comparados a partir de que hay datos en ambos sitios. m [ v II: comparacién de la PE de D. melanogaster del

Sitio 1 vs el Il y s F v 1k de D, simulans del Sitio 1 vs el 11.

W
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Tabla 10. Resultados de la prueba de MANOVA de la comparacion entre las especies

considerando los tratamientos con 0, 4, 6 y 8 Gy de rayos gamma

Prueba

Valor n
Wilk's Laambda 0.91566* 281
Pillai’s Trace 0.08434* 281
Hotelling-Lawley 0.09211* 281
Roy’s Max Root 0.09211%* 281

*: significativo a p < 0.0001. grados de libertad 1

Tabla 11. Ajuste lineal para encontrar el incremento anual de la VHA del Sitio 11

Especie l()é;l; Funcion r N M (%)

D.melanogaster 4 y=0.0852t - 7.394 0.8636 0.1754  0.0852 0.666
D.simulans 4 y=10.0839t-7.2796 0.8254  0.2026  0.0839  0.6479
D.melanogaster 6 y=10.0534 t — 4.6393 0.8283 0.1276  0.0534  0.6796
D.simulans 6 y=10.0394 1t - 3.3861 0.6709  0.1539  0.0394  0.3731
D.melanogaster 8 y=10.0163t—1.3982 0.9499  0.0458 0.0163  0.2512
D.simulans 8 y=0.0142t—1.2138 0.5343  0.1923  0.0142  0.266

r- coeficiente de correlacién, N: norma de los residuales, M: incremento anual de la VHA y %: promedio

de crecimiento anual.
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Tabla 12. Parametros estadisticos de las curvas de las especies del Sitio 11

Especie Dosis (Gy) r S DE

Sitio

D. melanogaster 8 03753 0.0012 0.0345
D. simulans 8 0.5828 0.0007 0.0278
Sitio 11

D. melanogaster 4 0.7324 0.0031 0.0561
D. simulans 4 0.7156 0.0044 0.0662
D. melanogaster 6 0.8094 0.0012 0.0343
D. simulans 6 0.4833 0.0034 0.0581
D. melanogaster 8 0.8201 0.0004 0.02064
D. simulans 8 0.4134 0.0023 0.0475

+: coeficiente de correlacion, $ “:varianza y DE: desviacion estandar.
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Tabla 13. Frecuencias alélicas de la superéxido dismutasa de D. melanogaster

v D. simulans de Laguna Verde, Veracruz

Colecta 9607
GENOTIPOS
n S/S F/F S/F
Sitio 1 D. melanogaste. 9 0 1 ( 8 0.88
D. simulans 15 1 4 (10) 0.94
Sitio II D. melanogaster 10 0 5 (5) 0.50
D. simulans 19 0 0 (19) 1.00
Colecta 9701
Sitio I D. melanogaster 20 0 0 { 20) 1.00
D. simulans 109 1 4 (104) 0.95
Sitio I D. melanogaster 12 0 0 ( 12) 1.00
D. simulans 129 0 0 (129) 1.00
Colecta 9801
Sitio I D. melanogaster 57 0 1 ( 56) 0.98
D. simulans 19 0 0 {( 19 1.00
Sitio II D. melanogaster 95 0 0 { 95) 1.00
D. simulans 19 0 0 { 19) 1.00
Colecta 9807
Sitio 1 D. melanogaster 19 0 0 ( 19) 1.00
D. simulans 36 0 0 { 36) 1.00
Sitio II D. melanogaster 6 0 0 ( 6) 1.00
D. simulans 81 0 0 { 81) 1.00
RESUMEN
Sitio 1 D. melanogaster 105 0 2 103
D. simulans 179 2 8 169
Sitio I D. melanogaster 123 0 5 118
D. simulans 248 0 0 248
FRECUENCIAS ALELICAS heterocigocidad
Sitio I D. melanogaster 105 0.490 0.509 0.98
D. simulans 179 0.483 0.516 0.94
Sitio II D. melanogaster 123 0479 0.520 0.96
D. simulans 248 0.50 0.50 1.00

e
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