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INTRODUCCION

Las mutaciones son cambios heredables en el ADN que pueden ser de diferentes
tipos y magnitudes, pueden presentarse en las células sexuales v se manifiestan en la
siguiente generacion de organismos, También pueden afectar a las células somaticas, por lo
que la siguiente generacion no se vera, afectada, sin embargo, si la mutacién ocurre en etapas
tempranas del desarrollo de un organismo, podria afectar su formacion; pero, si ésta se
presenta en la etapa adulta, puede ser el origen de procesos malignos como el cancer. Los
mutagenos potenciales son de origen natural y/o antropogénico, de naturafeza quimica, fisica
o biologica, en el iltimo caso, como un subproducto de la actividad bioldgica de algin tipo
de organismos en particular (Dean, 1981).

Dada la complejidad que implica el identificar a un posible mutageno entre los
diferentes ambientes en diversos organismos y a lo largo de todo su ciclo de vida, es que la
implementacién de metodologias experimentales utilizando organismos especificos, como
modelos bioldgicos o sistemas de prueba que respondan a la accion de agentes quimicos,
fisicos y bioldgicos, se ha diversificado a partir de los primeros estudios de mutagénesis ¢
incluyen sistemas in vivo e in vilro, asi como organismos de diferente complejidad en la
escala evolutiva, como: bacterias, levaduras, insectos, plantas, mamiferos, etc. (Dean, 1981).

Los sistemas biologicos para medir el dafio genético pueden ser usados:

1) Como sistemas de premonitoreo para la seleccion y desarrollo de quimicos segurcs
2) Para la identificacion de posibles carcinogenos que estén constituyendo una mezcla
compleja como en los alimentos.

3) En estudios de mecanismos de accién de un compuesto (Zijlstra, 1987).




Drosophila melanogaster

Por muchos afios, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Fig. 1) ha sido un
organismo de investigacion prominente para los genetistas, por varias deécadas la
investigacion de genética clasica con Drosophila ha propiciado que se identifiquen
mutaciones que afectan su morfologia y desarrollo. Gran cantidad de mutantes han sido
aislados y sujetos a estudios exhaustivos, lo que contribuye a un conocimiento genético y
molecular de sus genes; al comparar la homologia de muchas de las mutaciones implicadas
en los diversos organismos, incluyendo humanos, se ha revelado que una buena parte de los

mecanismos implicados en la respuesta de mutagenicidad son similares (Rusell, 1998).

Fig. 1 Drosophila melanogaster

Drosophila cuenta con enzimas de desintoxicacion similares a las contenidas en la
fraccion S9 del higado de mamiferos (Clark, 1982; Hillstrom et af,, 1982), v se ha
" demostrado que estan presentes en mayor proporcion durante la fase larvaria de este insecto,
Estas enzimas son dependientes del citocromo P-450 (Mitchell y Combes, 1984) y participan
de manera importante en la reduccién-activacion de promutigenos y en el metabolismo de

Xenobidticos, en particular en moléculas que contienen itomos de nitrégeno, como en el




caso de aminas metiladas, aminas, nitrosaminas, hidrazinas, y aminas aromaticas (Zijlstra,
1987). Posee ademis una organizacion celular y cromosomica similar a la de mamiferos.
Presenta cuatro cromosemas que han sido totalmente mapeados, su ciclo de vida es de una
duracion conveniente, relativamente corto para permitir un rapido analisis de gran cantidad
de progenie y suficientemente largo para distinguir entre dosis cronicas, agudas y
fraccionadas (Mitchell y Combes, 1934),

El ciclo de vida de Drosophila melanogaster tiene una secuencia de eventos bajo
estricto control genético, con una duracion de 10-12 dias a 25° C (Fig. 2). El ciclo inicia con
la ovoposicion, a las 24 horas eclosionan las larvas que se denominan de ler estadio, y que
pasan por dos estadios mas, durante la fase larvaria la ingesta de alimento es continua,
llegando a consumir de tres a cinco veces su peso, incrementindolo de 0.05 a 2.0 mg

(Mitchel and Combes, 1984),
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Fig. 2. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster en dias.

Tomado de Kalthoff, 1996.

Las larvas tienen dos linajes celulares: larvario e imagal, el primero esta implicado
exclusivamente con el desarrollo larvario y su funcionamiento, mientras que el imagal esta
formado por paquetes de células que se conocen como discos imagales, los cuales
permanecen en un estado embrionario durante el desarrollo larvario, eventualmente se
diferencian en estructuras particulares del cuerpo del adulto, por ejemplo:r antenas, 0jos,

halterios, patas, genitales externos, alas, etc. (Rusell, 1998) (Fig. 3).



Discos imagales en lalarva Estructuras del Adulto
Labizm ——]
Partes bucales

Antenas

Bumero —
Qjos

Fig. 3. Distribucion de los discos imagales en la larva. Tomado de Rusell, 1988

Desde el punto de vista genético, los discos imagales constituyen un excelente
material de estudio. Cada disco, aparece como primordio desde el primer estadio larvario,
consiste de 20 a 50 células. A partir de este momento, el nimero de células por cada disco
se incrementa por mitosis hasta el final de la fase larvaria en la que llega a contener miles de
células por disco. Al final del tercer estadio larvario, 5 dias aproximadamente después de la
eclosion, la larva inicia el perfodo de pupacién en el que parte del material larvario degenera
y las células indiferenciadas forman tejidos y las estructuras del adulto que se derivan de

cada disco imagal; durante este estado la cuticula que constituye al puparium se obscurece y



5 dias mas tarde emerge la mosca adulta, Aproximadamente de 6 a 8 hrs. después de la que
las moscas macho emergen son fértiles, mientras que las hembras lo son a las diez o doce

horas (Mitchell, 1984},

Genética toxicologica en Drosophila melanogaster

Los estudios de induccién de mutacién en Drosophila melanogaster, iniciaron con
los experimentos de Miller, quien estudié el efecto de los rayos X y disefié la primer
metodologia para estudiar mutagénesis, en particular para estudiar la induccién de
mutaciones letales recesivas ligadas al sexo; posteriormente en 1944, Averbach y Robinson
fueron los primeros en estudiar la mutagenicidad de compuestos, mediante la induccién de
este tipo de mutaciones por agentes quimicos (gas mostaza y formaldehido) (Mitchell,
1984). A partir de estos estudios, varias han sido las metodologias que se han empleado
como sistemas de ensayo para la deteccion de mutagenos con Drosophila melanogaster, en
las que se ha analizado el potencial de compuestos y agentes fisicos ¥ biOlégicoslpara inducir
diversos tipos de mutacién. La tabla 1 muestra distintos sistemas de ensayo en Drosophila

melanogaster (Mitchell y Combes, 1984),




5 dias mas tarde emerge la mosca adulta. Aproximadamente de 6 a 8 hrs. después de la que
las moscas macho emergen son fértiles, mientras que las hembras lo sen a las diez o doce

horas (Mitchell, 1984).

Genética toxicologica en Drosophila melanogaster

Los estudios de induccién de mutacion en Drosophila melanogaster, iniciaron con
los experimentos de Miller, quien estudié ¢l efecto de los rayos X y disefio fa primer
metodologia para estudiar mutagénesis, en particular para estudiar la induccion de
mutaciones letales recesivas ligadas al sexo; posteriormente en 1944, Averbach y Robinson
fueron los primeros en estudiar la mutagenicidad de compuestos, mediante la induccién de
este tipo de mutaciones por agentes quimicos {gas mostaza y formaldehido) (Mitchell,
1984). A partir de estos estudios, varias han sido las metodologias que se han empleado
como sistemas de ensayo para la deteccion de mutagenos con Drosophila melanogaster, en
las que se ha analizado el potencial de compuestos y agentes fisicos y biologicos .para inducir
diversos tipos de mutacion. La tabla 1 muestra distintos sistemas de ensayo en Drosophila

melanogaster (Mitchell y Combes, 1984},



Tabla 1. Sistemas de prueba en Drosophila melanogaster (tomado de Mitchell y Combes,

1984).

Prueba de letales recesivos ligados al sexo.
Prueba de letales recesivos autosomicos.

Prueba de letales dominantes.

Pérdida de cromosoma sexual (no disyuncién).
Pérdida de cromosoma autosdmico,
Translocacion de los cromosomas 2y 3.

Dafio general a los cromosomas.

Induccion de mutaciones RrnA del locus bobbed.
Mutacidon somética en 0jos (mosaicos).

Prueba de mutacién y recombinacion somdtica (ojo y ala).
Entrecruzamiento mitdtico.

Prueba de locus especifico.

Prueba de reparacion det ADN.

Con el uso de estas metedologias ha sido posible la deteccién de una gran variedad
de mutagenos, promutagenos, carcinogenos y comutagenos de distinto origen y actividad;
utilizando diferentes dosis y rutas de administracion (Graf, 1984).

Con la prueba de mutacion y recombinacion somatica (SMART), se han analizado
con éxito compuestos puros, también se ha investigado genotoxicidad de mezclas complejas

de distinto origen (Graf ef al., 1984).



Prueba de mutacién y recombinacién somitica en las alas de

Drosophila melanogaster

La prueba de mutacion y recombinacion somatica (SMART) detecta la actividad
mutagénica y recombinogénica de compuestos en células somaticas de Drosophila
melanogaster (Graf et al., 1984). En esta prueba se tratan células de los discos imagales de
las larvas que darén origen a las alas del adulto.

Las alas de Drosophila estan formadas por dos monocapas celulares, una dorsal y otra
ventral. El plano de division de las células esta orientado de manera perpendicular al eje del
ala, de manera que los eventos que regulan a las células de la capa dorsal son independientes
de aquellos de 1a capa ventral. Al diferenciarse, cada célula da origen a un tricoma o pelo
que se forma por la acumulacion de fibras de actina en un polo de la célula, el tricoma crece
durante la metamorfosis y posterior a ¢ésta la célula muere y sélo es observable la presencia
del pelo en la superficie de las alas. De esta manera puede establecerse una relacion directa
entre el nimero de pelos o tricomas en los distintos sectores de Yas alas y el mimero de
células que los forman (Demerec, 1965, Garcia Bellido y Merriam, 1971, Garcia Bellido y
Dapena, 1974},

Las células estan determinadas genéticamente de manera que si durante el desarretlo
larvario se induce alguna alteracion en el material genético de las células de los discos
imagales, ésta sera transmitida a las células hijas dando origen a una mancha de tricomas o
células mutantes en un contexto de células normales (Graf et al, 1984). A partir de

resultados obtenidos con compuestos con actividad genotdxica conocida se ha determinado



que los eventos que esta prueba detecta son: mutacién puntual, pérdida cromosomica, no-
disyuncion y recombinacion mitotica {Graf, 1984). Para distinguir fenotipicamente estas
manchas se utilizan dos marcadores recesivos localizados en el brazo izquierdo del

cromosoma 3, que son:

mwh:. (multiple wing hair) localizado en el cromosoma 3 a 0.03 unidades de mapa, es
upa mutacién autosdémica recesiva que en homocigosis total o en mosaicos somaticos
produce la aparicion de tres o mas tricomas por célula en lugar de uno, como en la expresion

silvestre (Lindsley y Zimm, 1992).

fIr3. (flare) ubicado en el cromosoma 3 a 38.8 unidades de mapa, es un gen
autosdémico recesivo y letal en homocigosis, pero gue en mosaicos somaticos provoca que
los tricomas adquieran forma de flama. Para mantener la linea de moscas portadoras de este
gen se requiere la presencia del cromosoma M3, este es un cromosoma balanceador que
porta numerosas inversiones, con el se reduce la probabilidad de obtener recombinacion
entre los cromosomas homologos, manteniendo asi intacto el gen de interés ya que se impide
la formacion de nuevos arreglos cromosomicos. De manera indirecta, se reconoce al
cromosoma balanceador por la presencia del gen dominante Ser (Serrate), el cual al
expresarse produce indentaciones o muescas en el borde de las alas y que al ser una
condicion letal en homocigotos contribuye a mantener el arreglo estable (Lindsley y Zimm,
1992).

El uso de dos genes en el mismo cromosoma marca la posibilidad de discernir la

ocurrencia de recombinacion en la region delimitada por el marcador fIr3 v el centromero o




en la region entre los marcadores fIr3 y mwh. Como resultado de eventos de recombinacion
pueden recobrarse manchas gemelas por recombinacion del intervalo proximal al centrémero
que es acotado por el marcador fIr3; y/o manchas sencillas mwh que indican entre otros
eventos, recombinacion entre mwh y fIr3. Por otra parte también pueden recobrarse manchas

sencillas mwh o fIr} por eventos como mutacidon puntual, pérdida parcial y total det

cromosoma 3 y no disyuncidn (Graf, 1984) (Fig. 4).

manchas gemelas

Fig. 4. Fenotipo de las manchas analizadas en las alas.

El tamafto de las manchas recobradas depende del nimero de divisienes celulares que
ocurrieron después de la induccién del cambio genético en la célula afectada original, por lo

que puede ser un indicador indirecto de la actividad del compuesto y de la velocidad con la
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que alcanza a la célula blanco (Graf et al, 1984), siempre y cuando no exista arresto
mitético ¢ muerte celular, en cuyo caso el tamafio de las manchas recobradas serd menor al
que tedricamente debiera ser recobrado. Por lo anterior, se considera que el tamaiio de las
manchas estima ¢l tamafio de los clones producidos (Ramos ef al., 1998 ). La determinacion
del tamafio de mancha permite, por lo tanto, estimar el mimero de divisiones celulares que
transcurnieron desde que la alteracion tuvo lugar, Asi, una mancha formada por 16 tricomas
(células) debe haberse formado a través de 4 ciclos de divisidn.

Por otro lado, ante una misma exposicion a un mutigeno, es posible encontrar algunos
organismos especialmente sensibles en los cuales el efecto se expresa de forma marcada,
mientras que otros no muestran signos de la exposicién. Lo anterior es cuantificado a través
de la determinacion del mimero de manchas por mosca lo que indica la proporcion de
organismos afectados y la magnitud del dafio encontrado en éstos. E! uso de diferentes
métodos de analisis de los resultados obtenidos, permiten la revision de distintos niveles de
la respuesta de genotoxicidad.

Con esta prueba se han analizado mis de 350 compuestos, y se ha utilizado también
exitosamente en investigaciones para estudiar la relacidn entre la estructura quimica y la
actividad genotdxica, asi como la capacidad antigenotoxica de sustancias y de mezclas
complgjas (Graf, 1994). La variedad quimica de los compuestos probados permiie
considerar que este sistema ¢s aplicable en la evaluacion del peligro de zonas posiblemente
contaminadas. Una ventaja fundamental de este sistema de prueba es que se lleva al cabo
con €] organismo intacto, es decir, es un sistema /i vivo, por lo que la postenior
interpretacion de la informacién obtenida con este organismo estima mas eficientemente los

eventos que ocurren en el ambiente.

"



Drosophila melanogaster como biomonitor

Monitorear e} ambiente es esencial para identificar posibles riesgos en la salid humana,
sin embargo, estos estudios son limitados por varias razones. E] costo de estos estudios es
¢levado y se basa principalmente en observaciones obtenidas a partir de analisis quimicos
que tienen aplicaciones limitadas, ya que en la mayoria de las ocasiones se estudia el efecto
de una sustancia para la cual se pueden ensayar diferentes rutas de exposicion,
concentraciones, formas quimicas, etc., sin embargo, la gama de combinaciones que pueden
establecerse entre esta sustancia y otras es tan grande que resulta poco practico intentar
cubrir todos los aspectos que podrian ser importantes. Por las mismas razones, reproducir en
condiciones de laboratorio todas las interacciones posibles para una sustancia o un grupo de
sustancias resulta practicamente imposible, lo anterior se aplica también al estudio de las
mezclas complejas, Un aspecto importante en los estudios de monitoreo es que en
ocasiones, las concentraciones en las que se presentan los diferentes componentes
individuales de una mezcla compleja pueden estar comprendidos entre los limites
permisibles, considerados no peligrosos; sin embargo, la interaccion entre los diferentes
componentes puede producir combinaciones que representen un peligro real para los
organismos expuestos, al provocar un efecto que no se detecta a través del analisis aislado
de cada uno de ellos (Butterworth y col., 1995).

Un nimero cada vez mayor de potentes contaminarntes se utilizan en multiples
combinaciones, la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) y otras organizaciones
interesadas en la calidad del ambiente han desarrollado estindares numéricos de las

concentraciones permisibles con la finalidad de reducir el riesgo que implica la exposicién a
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€stos, sin embargo, el tiempo y recursos dedicados han sido sumamente elevados y los
beneficios han sido mas bien modestos. De los poco mas de 200 compuestos evaluados se ha
obtenido informacion importante sobre su actividad tdxica y genotoxica, se ha establecido
que en el caso de ciertos compuestos, se incrementan dramaticamente sus efectos cuando
otros contaminantes estan presentes y en algunos casos se han establecidos relaciones de
sinergismo positivo entre ellos, No obstante, estos estudios son limitados ya que las
combinaciones entre los compuestos, el ambiente, su presencia en el mismo sitio y su
bicacumulacion son variantes gue rebasan la capacidad de estas organizacicnes para
establecer todos los efectos diferentes que se pueden obtener (Vinebrooke, 1998).

Una de fas herramientas utilizadas para monitorear el ambiente son los biomonitores,
Estos son organismos utilizados desde hace muchos afios para detectar cambios no deseados
en el ambiente que permitan alertar sobre un posible peligro. En la antigua Roma se
empleaban canarios para detectar la presencia de monéxido de carbono en las minas ya que
estas aves responden mas rapido a la toxicidad de este gas que los mineros (Butterworth,
1995). Cualquier aspecto o producto de un biomonitor, o variable de respuesta, en la que
puede ser evaluado el impacto de los contaminantes ambientales, a través de un cambio
detectable, que permita determinar los efectos biologicos de los contaminantes que ingresan
al organismo es un biomarcador (Butterworth, 1995), un biomarcador pucde ser utilizado
como una herramienta de monitoreo el cual debe tener los siguientes criterios:
especificidad: es el cambio directo resultante de Ia exposicién a un contaminante
sensibilidad: es el primer cambio producido por el contaminante
practico: es la facilidad de determinar la especificidad y sensibilidad

Segun la Apencia de Protecciéon Ambiental de Estados Unidos un biomarcador seria;
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el cambio en la quimica sanguinea al modificarse la temperatura, la calidad del aire o bien la
produccion de ciertas enzimas desintoxicantes como glutation, superdxido dismutasa, ete.
Un biomarcador combinade con un biomonitor puede crear un sofisticado sistema para
detectar en un organismo de prueba un posible riesgo ambiental.

Los biomonitores posibilitan la determinacién del impactc de contaminantes
individuales o formando mezclas complejas, con la ventaja de que detectan ademas el efecto
de la; acumulacion de diversos toxicos y discriminan la ocurrencia de sinergismo entre
contaminantes con diversas formas de actividad que coinciden en tiempo y espacio en €l
ambiente. En resumen, los biomonitores son sensibles a niveles ambientales de
contaminantes que no pueden ser detectados por los métodos basados en analisis quimicos,
los cuales, si bien informan del contenido de contaminantes, no son indicativos del potencial
que alcanzan las mezclas complejas, asi como del efecto que las mezclas pueden tener en un
sistema in vivo (Jensen 1998).

En 1991 el Consejo Nacional de Investigacion de Estados Unidos sefialé las siguientes
razones para utilizar diversos organismos como biomonitores:

1) Comparten con el hombre el ambiente, asi como el consumo de alimentos y agua.

2) Responden de manera similar ante la exposicién a toxicos.

3) Las patologias resultantes de estos efectos se desarrollan mas rapido en organismos
que tienen ciclos de vida cortos y descendencia numerosa, en comparacion con los humanos
(Glickman, 1991).

El valor de los biomonitores se ve incrementado si posee la capacidad de detectar
contaminacion en méas de un tipo de ambiente: acuitico, terrestre y aéreo (Butterworth,

1995).
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El concepto de biomonitor ha comenzado a tener amplia aceptacion por parte de
cientificos y organizaciones reguladoras y se estan desarrollando nuevas alternativas, por
cjemplo, cientificos en Colorado usan algunos tipos de peces para evaluar la seguridad de
provisiones de aguas subterraneas; en Missounl y otros estados se emplea un mejillon
(Anodonta anatina) de agua dulce para medir la calidad del agua de lluvia. La Agencia de
Proteccion Ambiental (EPA) estima que en un futuro cercano, seria recomendable utilizar
organismos Indicadores para monitorear aproximadamente 550 descargas municipales e
industriales en Texas (Jensen, 1998).

Se pueden resumir las ventajas del uso de biomonitores en las siguientes:

1. Los biomonitores son una alternativa accesible para medir como afectan los
contaminantes a la salud y la viabilidad de ia vida acuatica y de otras especies animales.
Algunos biomonitores, en particular bioensayos basados en células o tejidos humanos,
tienen implicaciones directas para la salud humana.

2. Son sensibles a bajas concentraciones de contaminantes que con frecuencia no pueden ser
detectadas como peligrosas por métodos quimicos, pero que en exposiciones cronicas
pueden implicar un peligro aiin mayor para los seres vivos (Jensen, 1998),

3. El efecto de bioacumulacion y de biotransformacion de progenotoxicos sélo es detectable
mediante el uso de organismos capaces de llevar al cabo estos procesos. Lo mismo
ocurre con ¢! sinergismo cuando participa en éste la biotransformacion,

Drosophila melanogaster ha sido utilizada exitosamente para analizar muestras de
polvo atmosférico (Delgado et al., 1994; Krogulski et al., 1997), suelos y desechos aéreos
de fabricas {Chroust, 1997), obteniendo resultados positivos, por lo que se considera que

este organismo, puede ser un biomonitor adecuado para evaluar el impacio de posibles
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cambios ambientales, ya que es un sistema in vive, econdmico, de manejo accesible, sensible
¥ que a corto plazo, rinde resultados que se muestran en poblaciones numerosas {Guzman y
Graf, 1995). Sin embargo, es importante seiialar que en la mayoria de estos reportes se han

utilizado muestras concentradas y extractos obtenidos a través del uso de diversos solventes,

Zona de muestreo

Zimapan esta ubicado en el estado de Hidalgo, integrado por nueve municipios. Se
localiza en la carretera 85 a 144 Km. de Pachuca, entre los paralelos 20°16' y 21°17 de
latitud norte y 98°48' y 99°32' de longitud oeste, a una altitud de 1813 metros sobre ¢l nivel
del mar. El valle esta limitado al norte por fa Sierra El Monte y al sur, por la barranca
Tolimzn, ésta constituye el drenaje del rio del mismo nombre el cual es afluente del rio
Moctezuma (Armienta y Rodriguez, 1996). Zimapén €s una zona semidrida, con un tipo de
suelo semidesértico, rico en materia organica y nutrientes, el 51% de su uso corresponde a
agostaderos, el 8,7% es forestal, el 3% es para uso agricola y el 37.3 % tiene otros usos
(Garcia y Armienta, 1996). Desde la época de la colonia, la principal actividad economica de
la localidad ha sido la mineria (Armienta y col. 1996), predominando la explotacidn de plata,
oro, plomo y zin¢ (Garcia y Armienta, 1996).

Al occidente de la zona urbana, la Comisién Federal de Electricidad inicié en 1990 el
Proyecto Hidrocléctrico Zimapéan en los limites de los estados de Hidalgo y Querétaro, con
el objetivo principal de generar epergia eléctrica, aprovechando el potencial del rio
Moctezuma. El proyecto incluyo la construccién de una presa, cuya cortina se encuentra
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ubicada en la parte occidental del estado de Hidalgo y colinda con el estado de Querétaro en
un sitio conocido como "Caiién del Infiemnillo” en el que confluyen los rios Tula y San Juan

(Armienta y Rodriguez, 1996) (mapa | y Foto 1).

Foto 1. Cortina de la presa Zimapan
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La construccion fue soportada por estudios geologicos de detalle en la region
comprometida (Armienta y Rodriguez, 1996) en la que anteriormente se cultivaban arboles
frutales, de pera, tejocote y manzana.

Como parte de un proyecto de evaluacion de la calidad del agua de la presa, para
establecer su uso para explotacién pesquera, personal del Instituto de Ciencias del Mar y
Limnologia, determinaron periédicamente los siguientes pardmetros fisicoquimicos:
temperatura, pH, oxigeno disuelto, conductancia y solidos disueltos. Ademas, de determinar
la concentracién de metales pesados y algunos plaguicidas en muestras de sedimentos y
peces. Los resultados obtenidos por este grupo mostraron que los valores de metales
pesados en muestras de agua fueron menores que los niveles permisibles establecidos para
agua potable (Tabla 2). Los niveles de metales pesados en sedimentos también fueron bajos

- (Tabla 3). El reporte de metales pesados en diferentes tejidos de peces mostrd que éstos
variaban considerablemente, sin relacion aparente con los niveles de metales en los sitios en
los que se colectaron los organismos (Tabla 4); todos los valores reportados para metales
pesados se encontraron por debajo de los estandares oficiales (Meybeck et af, 1989). El
reporte de plaguicidas en sedimentos indico que el contenido de Aldrin fue elevado en los
sitios 2, 4 vy 5 (Tabla 5). Sin embargo, la presa aun se encuentra en evaluacion para
determinar su posible uso para cultive de peces, debido a esto se considerd que este cuerpo
de agua era apropiado para medir la capacidad de Drosophila melanogaster como posible

biomonitor.
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OBJETIVOS

Determinar si Drosophila melanogaster puede ser un biomonitor de contaminacidn
ambiental en sistemas acuaticos.

Determinar si la prueba de mutaciéon y recombinacion somdtica (SMART) de
Drosophila melanogaster puede ser un biomarcador de contaminacion ambiental en sistemas

acuaticos.

HIPOTESIS

El sistema in vive de Drosophila melanogaster ha mostrado ser sensible a bajas
concentraciones de mutigenos.
Drosophila melanogaster debe discriminar entre mezclas complejas ambientales con

potencial mutagénico y sin €l.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se colectaron muestras de agua provenientes de ocho diferentes sitios de la presa
Zimapan, previamente establecidos por el Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia. El
punto | esta ubicado cerca de la cortina donde se encuentra la desembocadura del agua
proveniente del Rio Moctezuma, donde la corriente es mayor; el punto 2 se localiza cerca de
una “isla” formada por la cima de una montafia. Es importante mencionar que la zona en Ja
que se construyd la presa originaimente era utilizada para €] cultivo de arboles frutales y se
recurria al uso de fertilizantes y plaguicidas para aumentar la produccion, por lo que se
consideraba probable que residuos de los mismos fueran encontrados en zonas adyacentes;
el punto 3 se encuentra en la regioh mas distal en relacion con la cortina, ep la
desembocadura del rio Tula; los puntos 4 y 5 fueron tomados en el Arroyo San Francisco,
en la desembocadura y la entrada, respectivamente; finalmente, los puntos 6, 7 y 8

corresponden a una zona con poco movimiento en el Rio San Juan (Armienta y Rodriguez,

1696) (Mapa 2).
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Arroyo San Francisco Rio Tula

Mapa 2. Puntos de muestreo en la presa Zimapan

Para este estudio, el muestreo se realizd una sola vez en el mes de Diciembre de 1997.
En cada sitio se tomaron dos muestras superficiales (30 cm) en frascos de polipropileno con
capacidad de un litro, una de las muestras se fij6 con 1.5 ml. de acido nitrico al 1.0 % y se
utilizd para determinar la presencia de plaguicidas (para el grupo del LCMyL. de la UNAM)
y contenido de metales pesados; una segunda muestra, sin fijador, se utilizd para los estudios
de genotoxicidad. Las muestras se refrigeraron para su transportacién (Goulden, 1978).

Los parametros fisicoquimicos determinados al momento de la toma de las muestras
indicaron un rango de temperatura de 22 a 26 °C; valores de pH, de 7.8 a 9.01; niveles de
oxigeno disuelto de 3.9 a 5.8 mg/l; una conductancia, de 565 a 1337 (uS) y los solidos
disueltos de 282 a 671, parametros que son caracteristicos de un clima templado, en los
sitios de colecta 7 y 8 no fue posible hacer las determinaciones fisicoquimicas in situ (Tabla
6). En otras palabras, estos analisis mostraron poca variacidn en los valores de temperatura,
pH y oxigeno disuelto. Los valores de conductancia (uS) y sélidos disueltos tendieron a

disminuir de] punto de colecta 1 al 6. En el punto de colecta 1 (cortina) se encontro la mayor
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actividad del agua, una mayor concentracion de solidos disueltos y una m
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En general los valores obtenidos no mostraron indictos aparentes de algu
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Tabla 2. Concentraciones de metales pesados en muestras de agua

T | OwlmglL) [ Zn(wg/L) | b (mg/L): - Crimgll) [ "As (mg/l)
o0 1 500 | o5 | o005 | o005
1 0.017 0.012 0.016 0.005 2.75x10¢-4
2 0.006 0.007 0.02 <0.003 3.02x10e-4
3 0.013 0.01 0.01 0.011 <2.00x10e-5
4 0.011 0.004 0.014 0.004 <2.00x10e-5
5 0.017 <0.002 0.013 0.016 <2.00x10e-5
6 0.018 0.003 0.007 <0.003 <2.00x10e-5
7 0.006 0.003 0.008 <0.003 <2.00x10e-5
8 0.016 0.005 0.009 0.004 2.97x10e-4

* Niveles permisibles de metales pesados en agua potable (Meybek et al., 1990)
Limites de deteccion de absorcion atomica (Equipo Pekin Elmer, modelo 560)
Cu = 0.002 mg/l, Zn = 0.001 mg/l, Pb = 0.01 mgA, Cr = 0.003 mg/l, As = 2.00x10e-5 mg/l.

Tabla 3. Concentraciones de metales pesados en muestras de sedimento

Zh (me/Kg) |
EXiE T 6 12x10e5
3 11383 6710 <2.00x10¢-5
2 26372 76.731 <2.00x106.5
5 9.750 63 855 <2.00x108-5
6 13.754 44.056 2.74x106-4
7 12125 50371 181x1064
8 10.015 31057 <2.00x10e.5
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Tabla 4. Concentraciones de metales pesados en muestras de organismos

| Tejido/organol -1 gy (mg/Kg).| Zn (g/Kg) | Pb (me/Ke). [ Cr (me/Ke) | As (mg/Ke)
:- ,_I:_!Uﬁt() a-e"‘.:'“?" .-: L .“;.‘-":i—:. ;.A‘- Lo 'l“,.' =—‘ ST
Atin 3.017 17.321 0.378 0.576
< =
Tejido 1 0.667 81.191 0.549 0899 | <200x10e-5
Branquias y 10,185 435.852 0.349 1249 | <%00x10e-5
Gonadas 1
<
Tejido 2 1.741 76.372 0200 | <0.003mg/ | #00%10e-5
Branquias y 5.885 431.994 0.498 0399 | 278 x10e-4
Gonada 2
Tejido 3 1378 14.842 0.699 1051 | <%00x10e-5
< _
Branquias 3 2.846 61,546 1.004 1.705 2.00x10e-5
Tejido 4 4.237 23.116 0.663 114g | <200x10e-5
Branquias y 4372 39.328 1.008 1008 | <200x10e-5
Génada 4 : - - .
Tejido 5 0.821 24777 1.006 0097 | <200x10e-5
Branquias 5 2413 51.335 2.648 0318 | <200x10e-5
Tejido 6 0.482 41314 <0.01 0401 | <2:00x10e-5
Brmeuias y 2724 63.137 <0.01 1328 <2.00x10e-5
Gonadas 6
Tejidoy 3.068 347514 | 0151 o146 | 301 x10e4
Branquias 7
Teiido y 1.869 37.514 <0.01 0401 | <2:00x10e-S
Branquias 8
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Tabla 5. Concentracion de plaguicidas en muestras de sedimento

=

. Puifo | Aldent ] Heptacloro. L pr U hicldrin -
RPN R epoxido- - | . T TENY e ik LSRR DL
2 16.82 <0.000015 | <000001 | <0.00002 | <0.00006
3 3.28 <0.000015 | <000001 | <0.00002 | <0.00006
4 21.80 <0.000015 | <000001 | <0.00002 | <0.00006
5 20.00 <0.000015 | <000001 | <0.00002 | <0.00006
6 8.30 <0.000015 | <0.00001 | <0.00002 | <0.00006
7 6.54 <0.000015 | <000001 | <0.00002 | <0.00006
8 2.49 <0.000015 | <000001 { <0.00002 | <0.00006
ppm = ug/g

Tabla 6. Parimetros fisicoquimicos en muestras de agua

A RN T S _mgfl: :

1 243 7.8 5.2

2 23 9.01 58 1191 600
3 23 8.5 5.1 1132 564
4 22 B4 39 1116 545
5 23 86 49 857 444
6 26 86 4.5 565 282
7 S/IA S/A S/A S/A S/A
8 S/A S/A S/IA S/IA SIA

S/A: sin andlisis
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Preparacion de las muestras

Para establecer diferentes niveles de concentracién de las muestras se combinaron dos
métodos: filtracion y dilucion.

La filtracion se realizd con membrana microporo (Millipore, 0.45 p) con el fin de
separar la materia orgdnica “disuelta”(DOM) (< 0.45 p ) de la materia organica particulada
{(POM) (> 0.45 p) (Fig. 5), esto se realizd con el fin de determinar si la muestra sin fittrar
presentaba diferencias en la respuesta en comparacion con la muestra filtrada (Vinebrooke y
Cullimore, 1998). Por otro lado, las muestras se probaron diluidas al 50% con agua
destilada,

el

i '_M:

.
%

Fig 5. Diagrama del efecto de filtracién en varias fracciones de materia organica presente,
materia organica particulada rigida (POM), materia organica particulada flexible (FPOM),

materia organca subparticulada filtrable (SPOM), materia organica disuelta (DOM).



Los lotes experimentales que se analizaron para cada punto de muestreo se presentan

en latabla 7.

Tabla 7. Lotes experimentales analizados para cada muestra.

B PR ) Eol
microporo 0.45 p X lX
dilucidn 50 % X X

Como testigo negativo se utilizd agua destilada.

Sistema de cruza

Se emplearon dos lineas de Drosophila melanogaster para realizar la cruza: hembras
. . 3de s . 3
virgenes flr3 / In (BLR)IMS3, ri p sep bx”© €° Ser (de forma abreviada fIr'/ TM3, Ser) y

machos mwh / mwh. De la cruza se obtienen 2 tipos de progenie: moscas libres de inversion
(+ fir3 { mwh +) y moscas portadoras de inversiones multiples (TM3,Ser / mwh +). En
estado larvario ambos tipos de progenie son indistinguibles, por lo que se les trata
simultaneamente y se separan en ¢} estado adulto, diferenciandolas por las alas; las primeras
presentan alas de tipo silvestre y las segundas, alas con bordes discontinuos por ia presencia

del marcador fenotipico Serrate.

27



Tratamiento

Al tercer dia de realizada la cruza, los progenitores fileron colocados en frascos con
medio de cultivo fresco para que ovopaositaran por un periodo de 8 horas, 72 horas después
las larvas fueron separadas del medio por la técnica de Nothinger (1970} que consiste en
agregar a los frascos que contienen las larvas una solucion de sacarosa al 20%, lo que
provoca la flotacion de las larvas por densidad. La solucion con las larvas se vertié en un
embudo de separacion de 4 mm de & v las larvas se recuperaron en una malla fina de nylon,
se enjuagaron con agua corriente a temperatura ambiente y se colocaron en grupos de 100 a
150 en tubos homeopaticos de fondo plano que contenian un gramo de medio instantineo
para Drosophila (Carolina Biological Supply) y 4 ml. de ia muestra problema o de agua
destilada. Las larvas completaron su desarrollo en este medio. Para cada punto de muestreo
se realizaron dos experimentos con dos repeticiones independientes; de cada punto de

colecta se registraron un total de 120 alas.

Fijacién y elaboracion de 1as preparaciones

Una vez que emergieron los adultos fueron sacrificados por exceso de éter y fijados en
alcohol al 70%, posteriormente se disectaron las alas de las moscas que presentaban el
fenotipo silvestre, colocando 10 parejas de alas de hembras y 10 de machos en portaobjetos

con solucién Fauré (30 gr de goma arabiga, 20 mi de glicerol, 50 gr de hidrato de cloral y 50
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ml de agua) (Grafet al., 1984).
Las alas fueron analizadas con un microscopio optico a 400X, Cada mancha se
registrd de acuerdo a la seccion del ala en la que se encontrd; A, B, C, C’, D, D’ o E, los

sectores se delimitan utilizando la venacion natural de las alas (Fig. 6); €l nimero de células

que la formaban y el fenotipo de la mancha: mwh, fIr3 o mwh fir3.

Fig. 6, Delimitacion de las zonas de lectura del ala de

Drosophila melanogaster en prueba SMART.
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Criterios de lectura

La mutacién mwh tiene expresividad variable por lo que es posible encontrar en las
moscas homocigdticas para esta mutacién células que forman 2, 3 o mas pelos. Se ha
mostrado que los tratamientos con temperatura pueden inducir a formacion de fenocopias
en las que se observan expresiones con dos tricomas pero no con tres o mas (Katz, 1985),
por esta razon solo se cuantifican como células mwh aquellas formadas por tres o mas pelos.

Se considera que dos manchas son independientes si se separan entre si por 3 o mas
hileras de tricomas normales. Por el plano de division de las células que forman el ala
(paralelo con respecto al eje longitudinal de la misma), las manchas vbicadas en la regidon

dorsal sen independientes de las observadas en la region ventral del ala (Graf ef al,,1984)

Analisis estadistico

Se utilizd el procedimiento de decision moltiple de Frei y Wirgler, (1988) para
determinar si existian diferencias significativas entre la frecuencia de mutacidn y
recombinacién somatica en los lotes experimentales y el testigo. Los datos fueron anaiizados
con Ja ayuda del programa de computo SMART (Frei y Wilrgler, 1988, no publicalo) y se
basan er la prueba no paramétrica de 2. Ei nivel del ensayo se fija en o = 0.05. Este anafisis
permite decidir si la frecuencia de manchas inducidas en los tratamientos tiene un
diagnéstico positivo, débil positivo, negativo o indeterminado con base en las siguientes dos

hipétesis: la hipdtesis nuta (Ho) que indica que la frecuencia de las mutaciones inducidas y
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espontineas no es significativamente mayor a la frecuencia del testigo negativo y la hipotesis
(Ha) sefiala que la frecuencia de manchas inducidas sea m veces mayor que la frecuencia del
testigo negativo (Graf ¢r al., 1984), donde m, es el factor de multiplicacion utilizado para
realizar este analisis estadistico, indicando cuantas veces debe incrementarse el nimero de
eventos de los tratamientos con respecto al testigo para considerar una respuesta positiva.
Las manchas chicas (de 1 a 2 células) son mas comunes, por lo que predominan en relacion
con la frecuencia de manchas grandes (> 3 células) y la de manchas gemelas, por lo que
deben analizarse por separado para evitar una sobreestimacion de la induccion de las
manchas menos comunes. De esta manera, para considerar un incremento significativo en la
frecuencia de manchas chicas y totales (se obtiene de la suma de todas las manchas, por lo
que la contribucién de fas manchas chicas es predominante) se utiliza m = 2, mientras que
para las manchas grandes y las gemelas m = 5. Las sigujentes 4 decisiones son posibles (Frei
y Wargler, 1988):
1. Aceptar la Ho y rechazar Ha: negativb
2. Rechazar Ho y aceptar Ha: positivo
3. Rechazar Ho y rechazar Ha: débil positivo
4. Aceptar Ho y aceptar Ha: indeterminado

De acuerdo con Frei y Wiirgler para obtener un diagndstico significativo deben
registrarse un minimo de 116 alas, por lo que el tamafio de muestra seleccionado por
tratamiento fue de 120 alas (Frei y Wargler , 1995). Para comparar la distrbucion del
nitmeroe de manchas por mosca se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis, fijando un nivel de
significancia en ¢ = 0.05. Mediante esta prueba no paramétrica se compara lz dispersion en

la distribucion de 3 o mas grupos no apareados y en los que la manifestacion de la respuesta
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sigue un arreglo ordinal (Zar, 1983). La acumulacion de valores bajo el area de la curva de
probabilidad es comparada entre las muestras para determinar Ia presencia de diferencias
significativas.

En la figura 7 se muestra un resumen de la metodologia utilizada.

32




i ‘.';

72 horas

—

N
. !.' }\.- —,
. izacién 8 brs.
Hembra Macho Sincronizacion 8 hrs
i’/ TM3, Ser mwh/mwh
Cruza

Analisis estadistico con

el programa SMART y Registro de manchas a
la prueba de Kruskai- 400X
Wallis,

it T Muestra sin filtrar

Fig.7 Metodologia 33




RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la SMART se compararon para la frecuencia de
manchas por ala de acuerdo a Graf et al. (1984) y se realizaron dos comparaciones
adicionales; un anilisis cualitativo del tiempo de formacion de las manchas con base en el
tamafio de las mismas y un anélisis cuantitativo de la dispersion en la distribucion del nimero
de manchas por mosca en las series experimentales y sus testigos concurrentes.

Punto 1. La frecuencia de manchas chicas y totales se incrementaron ligeramente (P
> 0.05) en las muestras filtradas (50F y 100F) y la dilucion de la mismas no medificé la
respuesta observada (Fig. 8 a). El andlisis del tiempo de formacion de las manchas indicd
que este incremento afectd exclusivamente a las manchas formadas por una célula (Fig. 8 b).
No se encontraron diferencias significativas en las distribuciones del mimero de manchas por
mosca entre las series experimentales y e testigo (Fig. 8 c¢). La frecuencia corregida
(frecuencia experimental — frecuencia testigo) de las manchas totales de muestras filtradas y
no filtradas se muestran en la figura 8 d, tabla 8.

Punto 2. La frecuencia de manchas solo se incrementd de manera significativa en las
moscas tratadas con la muestra 100 F (P < 0.05) (Fig. 9 a). El analisis del tiempo de
formacién de las manchas indicd que en general, en todas las series experimentales se
recobraron manchas de mayor tamafio a las obtenidas en cl lote testigo (Fig. 9 b). El niimero
de manchas por mosca en las series experimentales y testigo fue muy similar, excepto por un
organismoe en el lote expuesto a la muestra completa filtrada (100F) que presentd 29

manchas (Fig. 9 c). La figura 9 d muestra la frecuencia corregida de manchas por ala



obtenida en todas las series, en el analisis de Kruskall-Wallis no hubo respuesta significativa
(Tabla 16).

Punto 3. Sélo se observd un ligero incremento en fa frecuencia de manchas en los
lotes tratados con muestras sin filtrar (50 y 100) (Fig. 10 a). El tamaiio de las manchas
recobradas fite mayor en las series 100F, 50 y 100 con respecto a las series testigo y 50F,
que fieron similares (Fig. 10 b). El mimero de manchas por mosca fue similar al de las
moscas testigo, con excepcion de un organismo con 6 manchas en 100F. Es importante
sefialar que si bien no se incrementd notablemente el nimero de manchas por mosca, la
proporcion de moscas con 0, y 1 manchas tuvo una distribucion diferente al de las moscas
testigo, en el lote expuesto a la muestra completa (100), se recobraron mas moscas con dos
manchas (Fig. 10 ¢). En la figura 10 d se comparan las frecuencias corregidas de los Jotes
expenimentales, se observa que las muestras no filtradas fuvieron el mismo efecto, pero las
filtradas fueron diferentes obteniéndose en et lote 100F una frecuencia de manchas
ligeramente menor a la del testigo concurrente.

Punto 4. La frecuencia de manchas de las moscas expuestas a esta muestra no parece
depender del filtrado o de la dilucion realizadas. En la muestra completa (100) y en la
filtrada diluida (50F), la frecuencia de manchas totales fue similar, pero al separar a las
manchas en chicas (de 1 a 2 células), grandes ( = 3 células) y gemelas, se recobran en ambas
un poco mas de manchas chicas que en el testigo, pero menos manchas grandes y gemelas.
Por otro lado, la frecuencia de manchas totales de los lotes 100 y 50 F fue menor a la del
testigo. En todas las series no se obscrvo efecto en las manchas gemelas (Fig. 11 a). El
analisis del tamafio de las manchas obtenidas reveld que Gnicamente en ia serie 100F la

proporcién de manchas de una célula fue menor y 1a de dos células fue mayor en 100 a la del
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testigo (Fig. 11 b). No se observaron diferencias entre el nimero de manchas por mosca de
las series experimentales y testigo. La figura 11 d muestra dos tipos de respuesta; una
frecuencia menor a la del testigo en los lotes 50F y 100, una frecuencia menor al testigo y a
los lotes anteriores en 100 F y 50.

Punto 5. La frecuencia de manchas totales solo fue ligeramente mayor en {as moscas
del lote 50F, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa. La frecuencia de
manchas grandes disminuyd en el orden: 50F, 100F, 50, 100. No se observé efecto en las
manchas gemelas (Fig. 12 a). El analisis del tiempo de formacién de manchas mostré gue en
las moscas del lote 100F éste fue menor ya que se recobraron manchas de mayor tamafio
que en el lote testigo. En el resto de [os lotes, las manchas fueron de menor tamaiio (Fig. 12
b). Con respecto al mimero de manchas por mosca en las series experimentales este fue
menor en todos los casos con respecto al testigo (Fig. 12 ¢). La figura 12 d muestra que en
el caso de las series no filtradas la frecuencia es menor al testigo en el orden 50 > 100,
mientras que en las muestras filtradas, la frecuencia del lote 50F es mayor al testigo y la del
lote 100F es menor.

Punto 6. La frecuencia de manchas totales en los lotes sin filtrar fue similar a! testigo
en la muestra completa (100) y menor en la diluida (50). La frecuencia de manchas chicas y
totales de las moscas tratadas con fa muestra 100 F fue menor a la del testigo pero al diluirse
la muestra (50 F) se recobré una frecuencia de manchas significativamente mayor a la del
testigo (P < 0.05) (Fig. 13 a). El analisis del tiempo de formacion de las manchas recobradas
indico que en el Jote S0F, las manchas mas frecuentes son de 1 célula. (Fig. 13 b). Con
respecto al nimero de manchas por mosca, se observd que éste tiende a ser similar a fa

distribucion testigo, aunque la proporcion de moscas sin mancha se incremento en los lotes
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100 F y 50 con respecto al testigo, se encontré que la dispersidn entre los lotes fue
significativa en el analisis de Kruskal Wallis; mediante la comparacién multiple de Dunn se
confirmé que existen diferencias significativas entre las distribuci'ones 50 y 50F (Tabla 17)
(Fig. 13 ¢). En la figura 13 d se observa que la frecuencia de manchas por mosca de las
series experimentales y testigo fue: SOF > testigo > 100 > 100F > 50.

Punto 7. Con excepcidn del lote 50, la frecuencia de manchas chicas, grandes y
totales en los lotes experimentales file menor a la del lote testigo (Fig. 14 a). Al analizar €l
tiempo de formacion de las manchas se observo que en todos los lotes experimentales se
presentaron manchas de mayor tamafio que las recobradas en el testigo; ademss, en ¢ lote
50F, la frecuencia de manchas de una célula, fite menor a la del testigo (Fig. 14 b). En el
mismo lote se recobraron moscas con mas manchas, aunque no se encontraron diferencias
significativas con el testigo concurrente (Fig. 14 ¢). En la figura 14 d se compara la
frecuencia corregida de manchas totales encontrando el siguiente orden; 50 > testigo > 100
> 50F > 100F

Punto 8. F! filtrado de las muestras no modificé la frecuencia de manchas en las
muestras completas (100F y 100), sin embargo, al diluir las mismas se incrementé
ligeramente la frecuencia de manchas (50F y 50) que, en todos los casos, fueron menores a
la frecuencia del lote testigo (Fig. 15 a). El andlisis del tiempo de formacion de las manchas
mostrd que con excepcion del lote 50 que muestra un tamafio de manchas similar al del
testigo, en todas las series experimentales se recobraron manchas de tamafio mayor (Fig. 15
b). Con respecto al nomero de manchas por mosca se observo una dispersion similar entre
series experimentales y testigo, sin embargo, es importante sefialar que en el caso de la

muestra 100, la proporcion de moscas sin mancha tiende a ser ligeramente mayor que la del
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testigo (Fig. 15 ¢). La figura 15 d compara la frecuencia corregida de manchas por ala
obteniendo la siguiente relacion: testigo > 50 > 50F > 100 = 100F.

Los resultados del analisis estadistico SMART, se muestran en las tablas 8-15.
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Frecuencia

Figura 8 Frecuencia de manchas obtenidas con muestras de agua del punto |
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Tabla 8. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 1.

’, S i kD
R Ma’.‘f"’*"* ,M?“‘?haf“'f‘ ‘Manchas | Marichas S oo
.| sencillas- |- sencillas | " melas- | totales A bservada | correrida
chicas ;| grandes | BEMCES | AOEEEL 1 v |oserva Bt
3 RPN WIS B o m=2" 3 :
Agua destilada 120 0.32(38) | 0.05(6) | 0.00(C) | 0.37(44) 43 1.51 1.5
SOF 120 | 0.38(46)- { 0.05(6)- | 0.03(3)i { 0.46(55)- 54 1.56 1.8 0.4
100-F 120 | 0.38(46)- | 0.07(8)- | 0.01(1)i | 0.46(55)- 54 1.67 1.8 04
50 120 | 0.32(39)-{ 0.03(3)- | 0.03(4)i | 0.38(46)- 45 1.71 1.5 0.1
100 120 10.33(40)- | 0.05(6)- | 0.00(0) | 0.38(46)- 46 1.67 1.6 0.1

+ = positivo, - = negativo, w = debil positive; i = indeterminado; m = factor de multiplicacién.
Niveles de probabilidad: alfa = beta = 0,05,

Prueba estadistica de una cola.

Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wilrgler (Mut. Res., 203 (1988) 297-308)
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Tabla 9. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 2.

T ”l-}._,;"f,"ﬂlg"
o e -Frecuencia de” .y
top | foriiacin dé'clon i

B N e}:'."‘.
Man_gh_a § [ Mar -Manchas r;danchaé - PR -
sencillas | sencillag |7 .77 | T O T e
N -gemelas | totales observada | corregida
.chicas | grandes | =" .U . A kK
e P mES . m=2: SR ST
: . S m=20 0 m=s s - -
Agua destilada 120 | 0.32(38) { 0.05(6) | 0.00(0) | 0.37(44) 43 1.51 1.5
50F 120 | 0.33(40)- | 0.08(%9)- | 0.02(2)i [ 0.43(51)- 50 1.66 1.7 0.2
100-F 120 | 0.56(67)+ | 0.08(10)- | 0.07(8)+ | 0.T1(B5)+ 83 1.81 23 1.4
50 120 | 0.37(45)- | 0.08(9)- | 0.01(1)i | 0.46(55)- 55 1.85 1.9 0.4
100 120 | 0.37(44)- | 0.04(5)- | 0.03(3)i | 0.43(52)- 50 1.62 1.7 0.2

+ = positivo; - = negativo, w = débil positivo; | = indeterminado; t = factor de multiplicacion.
Niveles de probabilidad: alfa = beta = (.05.

Prueba estadistica de una cola.

Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (Mut. Res,, 203 (1988) 297-308)
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Tabla 10. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 3.

© oty b e I R G e T BT S
- ’,Cbmppgqt'oj\ ! -Manchas’ i+ Tamaflo.i: > |} Frecuencia de
-_‘-‘-_7'?-;_-_'_[;:.]‘;’-. N ST X - i Rt S N \m‘whv:-, 'p::grhédio‘de‘,clon « formacion de clon:
- ¥ . i Tadgnlab et ep e ety Y 230 PR DL N SO LA :

‘ - |Manchas | Manches | 0o opoc | Manchas .- '
| -sencillas - |. sencillas melas | total b d i
- | chicas |, | ‘grandes - ~8‘:n o : m=235l | o servada | corregt a.
< - e pim=g =S eyt e ) s , 5
Aguadestilada | 120 | 0.32(38) | 0.05(6) | 0.00(0) | 0.37(44) 43 1.51 1.5
50F 120 | 0.33(40)- | 0.03(4)- | 0.00(0) |0.37(44)-| 44 1.45 1.5 0
100-F 120 | 0.28(34)- | 0.07(8)- | 0.01¢1)i |0.36(43)-| 43 2.00 1.5 0
50 120 0.35(42)- | 0.09(11)i | 0.00(0)i | 0.44(53)- 51 1.92 1.7 0.3
100 120 0.35(42)- | 0.08(10)- | 0.01(1% | 0.44(53)- 51 1.92 1.7 03

+ = positivo; - = negativo, w = débil pos

Prueba estadistica de una cola,

tivo; i = indeterminado; m = factor de multiplicacién.
Niveles de probabilidad: alfa = beta = 0.05.

Diagnostico estadistico de acuerdo & Frei y Worgler (Mut. Res., 203 (1988} 297.308)
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Tabla 11. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 4.

e e

*y Compiliesto

T

et
T~

TR
Mane
BR L

N
has- 1"

fedio de clo

“aatlo. 1 ¥ Fre

12, | Manshas |y ginohas | ‘Man cal o

_ | sencillasf. T S A IR T

g f T L gemelas -{ observada:

>, v ny- chicas | grandes m=5 | m=2 Sl oy

. ) S me=20 ) omes [T T S P T

Aguadestilada | 120 | 0.32(39) | 0.08(9) | 0.033) | 043(51) | 50 1.80 1.7

50F 120 |0.37(44)- | 0.03(3)- | 0.01(1)- | 0.40(48)- | 47 1.51 1.6 0.1
100-F 120 | 0.26(31)- | 0.08(10)- | 0.01(1)- | 0.35(42)-| 42 1.98 1.4 0.3
50 120 | 031037)-| 0.03(4)- | 0.01(1)- {035(42)-| 40 1.50 14 -0.3
100 120 | 0.35(42)- | 0.05(6) | 0.000)- | 0.40(48)- | 46 1.87 1.6 -0.1

+ = positivo; - = negativo; w = débil posilivo; i = indeterminado; m = factor de multiplicacion.
Niveles de probabilidad: alfa = beta = 0.05.

Prueba estadistica de una cola.

Diagnostice estadistico de acuerdo a Frei y Witrgler (Mut. Res., 203 (1988} 297.308)
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Tabla 12. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 5.

4 Compuesto ‘l-:;- Node L et v S , Frecuenc:a de . ]
g [ } alds Mancha‘s Por ar]a‘mumem de manchas) formam 6n de clon
Manchas ;Manchas_ .Manchas. Manchas | ]
sencillas |- sencillas. S S N .
Rt : gemelas | totales’. observada | corregida
- chicas - grandeq Tmss .l om=2 . _
X _m=2;'; :"m=5t-‘: N ‘ :'. i .
Agua destilada 120 0.32(39) | 0.08(9) | 0.03(3) | 0.43(51) 50 1.80 1.7
50F 120 | 0,37(44)- | 0.07(8)- | 0.03(4)i | 0.47(56)- 55 1.84 19 0.2
100-F 120 | 0.32(38)- | 0.06(7)- | 0.03(3)i | 0.40(48)- 46 1.91 1.6 -0.1
50 120 | 0.30(36)- | 0.04(5)- | 0.03(3)i [0.37(44)-| 42 1.67 1.4 0.3
100 120 ] 0.33(40)- | 0.03(3)- | 0.03(3) | 0.38(46)- 45 1.58 1.5 -0.2
+ = positivo, - = negative, w = débil positive; i = indeterminado; m = factor de multiplicacitn.
Niveles de probebilidad: alfa = beta = 0.03, ’
Prueba estadistica de una cola.

Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wiigler (Mut. Res., 203 (1988) 297-308)
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Tabla 13. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 6,

R AR R IED
X ‘Compuesto atfiafio) - f~ adé
[ | :promedlo de clon formaclon de clon
' Manf:hgs Manc.:has'_ Manchas Manch'as , o S
sencillas | sencillas | © T S - .
. | gemelas | “totales | . . observada | corregida
chicas grandes | P T T S :
o e | Tm=s v | m=2 :
Agua destilada 120 | 0.32(39) | 0.08(9) | 0.03(3) | 0.43(51) 50 1.80 1.7
50F 120 | 0.50(60)+ | 0.08(9)- | 0.02(2)- { 0.59(71)i 70 1.64 2.4 0.7
100-F 120 | 0.31(37-| 0.03(3)- | 0.02(2)- | 0.35(42)- 40 1.75 1.4 0.3
50 120 | 0.25(30)- | 0.03(4)- | 0.00(0)- | 0.28(34)- 34 1.76 1.2 0.3
100 120 | 0.31(37)- | 0.06(7)- | 0.03(4)i | 0.40(48)- 46 1.78 1.6 -0.1

+ = positiv; - = negativo; w = débil positivo; i = indeterminado; m = factor de multiplicacion,
Niveles de probabilidad: alfa = beta = 0.05.

Prueba estadistica de una cola.

Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wargler (Mut. Res., 203 (1988) 297-308)
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Tabla 14, Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 7.

Compuesm No dé i T Nfanchas Tamaﬁo ] Frecucncla de
[] alas* mwh promedxo de clon fOl’H‘l&ClOI‘l de clon
A ~ . 1 I s .
Manchas -M?".‘-?has.; Man_chas M_anchas o
-senciflas’ | sencillas | \
. , gemelas | totales observada | corregida
chicas grandes - -
P e -] m= 5 <l - m=2
m=2 ‘}. m=5 I S ,
Agua destilada 120 | 0.36(43) | 0.05(6) 001(1) 0.42(50) 50 1.62 1.7
50 F 120 | 0.25(30)- | 0.05(6)- | 0.05(6)i |0.35(42)-| 42 2.26 1.4 0.3
100-F 120 | 0.28(33)-| 0.05(6)- | 0.01()i |0.33(40)-| 40 1.75 1.4 0.3
50 120 | 0.37(45)- | 0.06(7)- | 0.01(1)i | 0.44(53)- 52 1.67 1.8 0.1
100 120 | 0.32(39)- | 0.03(4)- | 0.02(2)i | 0.37(45)- 44 1.55 L5 0.2

+ = posilivo; - = negativo, w = débil pos;

Niveles de probabitidad: alfa = beta = 0.05.

Prueba estadistica de una cola.

Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Wirgler (Mut. Res., 203 (1988) 297-308)

tivo, i = indeterminado; m = factor de multiplicacién,
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Tabla 15. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 8.

Dt

No de

g T ar
G

Frecuencm de

alas 2l HE promedlo de c]on . "fdrmacibn de clon
b Pl o '.':,-:‘“n Y
Ma'.‘?hazs' .M““‘""“‘S Manchas | Manchas L -
sencillas | sencillas - emelas | totales bservada | corregid
i chicas- [ ‘grandes -8 ~ o observaca fregida
‘ - : . m—-5 S m=2.. -
. ot m=2 ) mES R N . L
Agua destilada 120 0.36(43) | 0.05(6) 0 01(1) 0.42(50) 50 1.62 1.7
50F 120 0.32(38)- | 0.03(3)- | 0.01(1n | 0.35(42)- 42 1.64 1.4 -0.3
100-F 120 0.27(32)- | 0.03(4)- | 0.03(3)i | 0.32(39)- 39 1.90 1.3 -0.4
50 120 0.34(41)- | 0.03(3)- | 0.02(2)i | 0.38(46)- 46 1.65 1.6 -0.1
100 120 [ 0.24(29)- | 0.06(7)- | 0.03(3)i |0.32(39)-] 38 2.08 1.3 0.4

+ = positivo, - = negativo, w = débil positivo; i = indeterminedo; m = factor de multiplicacion,
Niveles de probabilidad: alfa = beta = 0.05.
Prueba estadistica de una cola.
Diagnostico estadistico de acuerdo a Frei y Waorgler (Mut, Res., 203 (1988) 297-308)
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Tabla 16. Analisis de Kruskal-Wallis. Punto 2.

| Aguadestilada | . 50F- .-y 1500 o e
" SoF NS* — '
7 50 _ NS* NS*
T I00F NS* NS* NS*
100 NS* NS* NS* NS*

No significativo; N $*=F>0.05

Tabla 17. Analisis de Kruskal-Wallis. Punto 6.

A destitada [ SOF [ 75w TTE100F
TRS(Bsay | R
NS (28.525)* | S(52.06T)**
NS (13.425)* | NS (36.967)* | NS (-15.100)*
NS (-5.033)* | NS (I8.508)* | NS (-33.558)* | NS (-18.458)"

No significativo; NS*=P>0.05
Significativo: $**=<0,01
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DISCUSION

El uso de sistemas de biomonitoreo es una alternativa necesaria para la
determinacidn del riesgo ambiental gue puede representar un compuesto, mezclas de
compuestos, o fuentes particulares de emision para los organismos. Comunmente, la
determinacion de la calidad ambiental se realiza con base en analisis fisicoquimicos a través
de los cuales se pretende establecer el grado de contaminacién y en consecuencia, el posible
impacto para los organismos que lo habitan. La comparacion de los parametros
cuantificados con estandares preestablecidos es una herramienta para el diagnostico de la
calidad ambiental de una localidad. Sin embargo, existen numerosos reportes que indican
que esta comparacion no ¢s suficiente cuando se requiere conocer ademas el efecto de
contaminantes particulares o de mezclas de los mismos en los organismos, esto sin contar, la
ocurrenciz de sinergismo entre los contaminantes que coinciden en tiempo y espacio
{Butterwerth, 1995).

Las muestras se probaron sin filtrar, filtradas, diluidas y filtradas-diluidas. Este
método se utilizd por dos razones. La primera fue comparar el efecto del filtrado en la
actividad de la muestra, ya que este proceso eliminaria particulas erginicas de mas de 0.45
u. La segunda fue para tener al menos dos niveles de concentracidn, con los que se podria
construir una curva de la actividad genotoxica para cada punto y de esta manera, detectar
aquellos tratamientos en los que una concentraciéon sumamente alta provoca la muerte de las
células o de los organismos afectados.

En términos generales, Ja materia organica natura! (NOM, natural organic matter) en



sistermnas acuiticos debe ser constderada la suma de NOM en Ja forma de particulas rigidas

10 filtrables (POM, rigid particulate NOM) y la materia orgénica disuelta (DOM, dissolved

NOM). Mas especificamente se pueden encontrar los siguientes componentes en muestras

de agua:

1. Materia organica (NOM) particulada, rigida (POM), que no puede pasar a través de una
membrana o poro de 0.45 p.

2. NOM particulada, flexible, mayor de 0.45 p en didmetro pero con capacidad de
flexibilizarse bajo presion y pasar de esta manera un poro de 0.45 p (FPOM).

3. NOM subparticulada, filtrable, con un diametro menor a 0.45 p, que pasa directamente a
través del poro (SPOM}.

4. NOM disuelta, no posee estructura de particula y esta presente en el agua a un nivel
molecular sin ser integrada a estructuras particuladas (DOM) (Vinebrooke, 1998).

La prueba de mutacién y recombinacion somatica de Drosophila fue disefiada para
determinar incremento en la frecuencia basal de mutacién y recombinacion. En el caso de las
manchas totales y las manchas chicas, se requiere duplicar la frecuencia basal (m=2) y en el
caso de las manchas grandes y gemelas se requiere quintuplicar la frecuencia basal (m=3)
para diagnosticar una respuesta estadisticamente significativa. Sin embargo, se ha observado
que ocasionalmente en un lote experimental se obtiene una frecuencia de muiacion y
recombinacion somaticas menor a la del testigo, esta diferencia podria implicar la presencia
de un falso efecto negative por lo que se ha establecido que para determinar un resuitado
negativo en la prueba de mutacién y recombinacion somaticas en Drosophila, es necesario
que coincidan tres parametros de evaluacion: 1) la frecuencia de manchas por ala; 2) el

tiempo de formacion de las manchas y 3) el mimero de manchas por mosca, deben ser
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similares a los del testigo negativo concurrente (Ramos ef al., 1998). Se ha observado que
en ocasiotes la frecuencia de manchas por ala en series experimentales y la del testigo
negativo es similar, sin embargo el tiempo de formacion de las manchas es diferente,
recobrandose manchas de mayor tamafio que las def testigo, aunque en igual nimero; o bien,
manchas de un tamafio mucho menor que las del testigo negativo, ambas situaciones se han
clasificado como respuesta falso negativo. Por otro lado, Ia presencia de contaminantes que
requieren ser metabolizados por el organismo modifica el nimero de manchas por mosca.
Cominmente, mis del 50 % de las moscas testigo no presentan manchas en sus alas, una
fraccion menor muestran una mancha y en una proporcion aun menor se reccbran dos o mas
manchas por mosca. Es muy poco frecuente que en una mosca no expuesta a genotoxicos se
presenten mas de tres manchas (Ramos ef o/, 1999), Por otra parte, existen evidencias de
que concentraciones muy elevadas de genotdxicos producen una menor frecuencia de
alteractones cuando el nivel de toxicidad es tal que provoca el retraso en la division celular o
bien, la muerte de las células afectadas si el dafio producido no puede ser reparado (Brusick,
1985; Ramos-Morales y Rodriguez-Amaiz, 1995; Gonzalez-César y Ramos-Morales, 1997).

De esta manera, cuando se tiene una muestra verdaderamente negativa, procesos
como el filtrado o la dilucion de la misma no medifican la frecuencia de eventos genéticos ni
¢l patron en el que estos se presentan. Por otra parte, se considera que una muestra negativa
es falsa, cuando alguno de los tres parametros evaluados muestra un patron diferente al del
testigo negativo concurrente (Ramos et al., 1998).

El uso de metodologias de laboratonio para estudios de biomonitoreo plantea la
necesidad de determinar cua! es el testigo negativo adecuado. En este trabajo se utilizd agua

destilada como testigo negativo, sin embargo, es importante considerar que las variaciones
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{ue se presenten en la naturaleza deben ser mayores que las que se recobran en condiciones
controladas de laboratorio. En relacion con los estudios de muestras de agua, cada testigo
negativo correspondiente debe ser determinado, por ejemplo, para muestras de rio, cuerpos
de agua cerrados, aguas subterraneas y otros (Ramos, 1999).

De las muestras analizadas, las correspondientes a los puntos 1 y 2 mostraron mayor
actividad cuando las muestras fueron filtradas (Fig. 8 a y 9 a) es probable que estas muestras
contuvieran materia organica formando coloides. El proceso de filtracion podria dispersar
estos coloides en materia organica subparticulada, la cual podria atravesar la membrana y
modificar, de esta manera, la actividad de la muestra (ver Fig. 5). Ademas, en Jas muestras
de los puntos 1 y 2, el tiempo de produccion de las manchas fue mayor al de las moscas
testigo, lo que indica que las alteraciones que provocaron la produccion de las manchas
ocurrieron en divisiones celulares mas tempranas, por lo gue se obtuvieron manchas con
mayor tamafio que en las moscas testigo (Fig. 8 b y 9 b). Con respecto al mimero de
manchas por mosca no se observaron diferencias entre las moscas testigo y las
experimentales del punto 1, pero si entre las del .punto 2, esto es, en las moscas
experimentales, el nimero de las manchas fue mayor que en el testigo ( > 4). Al respecto, es
importante sefialar que en las moscas tratadas con la muestra de agua filtrada (100F) se
recobrd un organismo con 29 manchas. E! anilisis del nimero de manchas por mosca es
importante por la razéon anterior, Es costumbre que en la prueba de mutacion y
recombinacion somatica se determine el efecto genotdxico de algin compuesto comparando
la frecuencia de mutacion entre las seres experimentales y testigo, sin considerar la
localizacion de las manchas recobradas. Por ejemplo, la frecuencia de manchas por ala varia

entre 0.25 y 0.45, cuando se conservan practicas de laboratorio adecuadas, lo que da un
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promedio de 0.35 manchas por ala o 35 manchas por cada 100 alas registradas. En este
contexto, una mosca con 29 manchas practicamente dobla la frecuencia del testigo con lo
que se sobrestima €] efecto del posible contaminante. Lo anterior es sumamente importante,
sobre todo en estudios de mutagénesis en los que se puede llegar a conclusiones
equivocadas. En estudios de biomonitoreo, esta respuesta puede permitir la deteccion
temprana def efecto de un cambio en el ambiente en los organismos mis sensibles lo que es
de gran ayuda para la toma de decisiones sobre la proteccion del ambiente.

En las moscas del punto 3, la dilucién de las muestras no modificé en apariencia la
frecuencia de manchas, sin embargo, a pesar de que ésta es igual en las muestras sin filtrar
{50 y 100} (Fig. 10 a), el tamafio de las manchas es mayor a la del lote testigo (Fig. 10b) y
el nimero de manchas por mosca es mayor en la muestra completa gue en la diluida (Fig. 10
). En las muestras filtrada sin diluir (100F) y dituida (S0F), se recobran frecuencias similares
al testigo, pero nuevamente el tamafio de las manchas es mayor que el de las moscas testigo
sin llegar a ser significativo.

En las muestras restantes se observaron diferencias entre las muestras no filtradas y
filtradas. Es importante recordar que las muestras se filtraron con una membrana microporo
0.45 p, como se recomienda para las determinaciones del contenide de contaminantes en
muestras de agua (Meybeck, 1989). La diferencia en la respuesta genotoxica provocada por
las muestras filtradas y sin filtrar, podria explicarse, al menos parcialmente, debido a que en
el proceso de filtrado, la presion ejercida podria provocar el rompimiento de la fraccién
celoidal y de esta manera, liberar particulas de materia orgnica que, una vez liberadas,
podrian atravesar la membrana, modificando su composicion y en consecuencia la respuesta,

en comparacion con la muestra no filtrada.
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Se ha observado que en ocasiones la frecuencia de manchas en las series filtradas es
menor a Ja de} testigo concurrente y a la de la muestra no filtrada, sin embargo, lo anterior
va generalmente acompafiado con la aparicion de manchas de mayor tamafic o bien, la
ausencia de manchas, en comparacién con su testigo concurrente (Ramos ef af., 1999).

La determinacion de la genotoxicidad de un compuesto se hace con base en su
capacidad para inducir alteraciones al DNA, de manera que si un genotdxico potencial no
incrementa dicha frecuencia se asume que no es genotdxico. Sin embargo, se presta poca
atenciébn al hecho de que las moscas expuestas a un posible genotdéxico presenten
frecuencias de manchas mencres a las de moscas no expuestas como se muestra en las
figuras 12 a la 15. Este resultado se ha sugerido que puede estar en relacion con la
induccion de enzimas que participan en la desintoxicacion de genotéxicos o bien, con la
pérdida de las células dafiadas, lo que provocaria que la frecuencia de eventos detectados
sea menor (Gonzilez-César y Ramos-Morales, 1997).

En ¢l resto de las muestras, la frecuencia de manchas en las muestras completas
(100) fue menor a la del testigo negativo concurrente (Figuras 11 a 15). En todos los casos
se ohservo que el tiempo de formacién de las manchas mostré un patron diferente al de los
testizos nepativos concurrentes, aunque la distribucion del nimere de manchas por mosca
mostrd poca variacion en relacidn con la del testigo. El uso de muestras fiitradas, diluidas y
filtradas-diluidas facilitd comprobar que efectivamente se trata de falsos negativos, ya que
en éstas la dispersion entre los tres parametros evatuados fue diferente también a la de los
testigos negativos concurrentes.

Es importante insistir en que si s6lo se utilizan muestras completas, la determinacion

de ja genotoxicidad con fines de biomonitoreo seria muy limitada y podria llevar a
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conclusiones falsas.

El uso de Drosophila en estudios de biomonitoreo es una alternativa valiosa porque
ademas de ser un modelo in vivo, es sensible a niveles ambientales de contaminacién y
permite detectar a aquellos organismos mas sensibles que muestran una respuesta temprana
ante cambios ambientales, misma que puede ser atendida para evitar mayores dafios al resto
de la poblacion o poblaciones expuestas. Es importante complementar los resultados que se
obtienen con un organismo, con las determinaciones fisicoquimicas de las muestras
problema, lo que nos permitiia saber si hay relacion entre las concentraciones y
componentes de una mezcla y el dafio inducido, sin embargo, no debe olvidarse que con
frecuencia, una muestra puede presentar valores menores a los permisibles para un uso
especifico y no obstante, representar un peligro potencial para los organismos expuestos. En
este estudio, conocer las concentraciones de algunos compuestos no permitic establecer una
relacion entre 1a respuesta de genotoxicidad y la concentracion de los posibles genotoxicos
seleccionados, ya que en su mayoria, las concentraciones de los posibles genotdxicos se
encontraron por debajo de los limites permisibles. Hay que considerar que solo se conocia la
concentracion de algunos compuestos y no la totalidad de los que conformaban la muestra;
asi como las posibles interacciones entre ellos. Asi, no puede descartarse que la actividad
genotoxica detectada en los puntos 2 y 6 sea debida a algan otro factor no considerado en
este estudio, ya que el anilisis de metales pesados y plaguicidas sélo se realizé para: Cu, Zn,
Pb, Cr y As, en el caso de los metales pesados y para: aldrin, heptacloro epoxido, ppDDE,
Dieldrin y ppDDT, en el caso de plaguicidas. En resumen, con base en los resultados
obtenidos en este estudio, se podria sefialar lo siguiente:

¢ E! resultado obtenido en el punto 2 debe ser considerado como falso positivo para la
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prueba de SMART det;ido a que el incremento en la respuesta se basa solamente en un
organismo de toda la poblacion analizada y no fue comprobada estadisticamente con la
prueba de Kruskal - Wallis.

La respuesta obtemida para el punto de muestreo No. 6, si seria considerada como
positiva debido a que fue aportada por varios organismos de la poblacion expuesta, es
decir, la respuesta fue reproducible y fue comprobada estadisticamente con la prueba de
Kruskal - Wallis.

Drosophila melanogaster si puede ser utilizada como biomonitor ya que posee la
capacidad de descartar entre muestras positivas, negativas y ser sensible aun a las posibles
interacciones de los diversos componentes de las muestras.

Es importante disponer de modelos bioldgicos in vivo para estudios de biomonitoreo.
Debe procurarse en lo posible, establecer relaciones de causalidad entre uno o varios
factores en el ambiente y el efecto encontrado en los organismos. Es indispensable

disponer de criterios claros para diagnosticar una respuesta positiva y una negativa.
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CONCLUSIONES

1. Drosophila melanogaster es sensible a niveles ambientales de contaminantes.

2. Drosophila melanogaster y la prueba de mutacién y recombinacion somaticas (SMART)
pueden ser utilizados en estudios de monitoreoc ambiental sin necesidad de concentrar las

muestras de interés.

3. La comparacion de la frecuencia de manchas, el tamaiio de manchas y el nimero de
manchas por mosca entre las series experimental y testigo es indispensable para descartar

falsos positivos.
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