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RESUMEN

Las raices y los tubérculos son fuentes importantes de alimentos ricos en energia
cuyo uso ha sido incorporado a la alimentacién humana y a la medicina tradicional.
Ipomoea batatas es una planta perenne perteneciente a la familia de las
Convolvulaceas. La raiz es usada como fuente de alimento, ademéas de ser
empleada como antimicrobiana y antiancerigena, entre otras supuestas
propiedades medicinales. De |. batatas se han extraido diversos compuestos que
presentan actividad genotoxica como las antocianinas y el 4-ipomeanol, efectivos
para tratar ciertos tipos de cancer. Otras especies del género Ipomoea han
mostrado reducir el dafio genotéxico. El objetivo de este trabajo es evaluar los
efectos genotdxicos y antigenotdxicos de I. batatas en Drosophila melanogaster
con la prueba de mutacion soméatica y recombinacién mitética (SMART, por sus
siglas en inglés). La raiz de |. batatas se hirvié durante tres minutos y se dejo
reposar por un minuto; a partir de esta coccion se prepararon por diluciones
sucesivas las diferentes concentraciones. Larvas de tercer estadio de las cruzas
silvestre y modificada para la SMART, se alimentaron durante 48 h con medio de
cultivo para Drosophila suplementado con la solucién de |. batatas o con agua
destilada. Se disefiaron dos protocolos: uno con el fin de medir la genotoxicidad de
I. batatas y el otro para evaluar el efecto antimutagénico, por lo que se trato
previamente a las larvas con la N-Nitrosodimetilamina (DMN), un promutageno de
referencia. Al emerger los adultos éstos se cuantificaron y se obtuvo el indice de
sobrevivencia (IS), y la Proporcion sexual (PSx). Se elaboraron laminillas con las
alas de las moscas libres de inversidon, producto de la cruza modificada y se
registré el niumero, la distribucién y el tipo de manchas mutantes en las moscas.
La sobrevivencia y la proporcion sexual no fueron afectadas en todas las
concentraciones de ambos tratamientos. |. batatas no resulté genotdxica cuando
se administrd sola en D. melanogaster. En la evaluacion del efecto genotoxico se
obtuvo respuesta significativa ya que la frecuencia de manchas se incrementé en
algunas concentraciones, predominando las manchas chicas. EI namero de
manchas por mosca tendio a ser mayor en ciertas concentraciones, cuando esta

combinada con la actividad de la DMN. También se observé que al menos en una



concentracion la |. batatas presentd actividad antigenotdxica. Es recomendable
realizar estudios adicionales con I. batatas en D. melanogaster. Este organismo de
prueba ha mostrado, por sus caracteristicas biologicas, poseer cualidades
destacables para evaluar los efectos de diversos compuestos quimicos que
presentan actividades toxicas o genotéxicas, con el disefio variado de protocolos

que son reproducibles y ademas con elevados tamafios de muestra.



1. INTRODUCCION

Las plantas constituyen un recurso importante en los programas de salud de los
paises en desarrollo. Aunque no se tienen datos precisos del nUmero de plantas
con uso medicinal, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 1979) propone que
mas del 80 % de la poblacion mundial utiliza de manera rudimentaria, la medicina
tradicional para curar enfermedades de atencion primaria y gran parte de los
tratamientos implican el uso de extractos, infusiones o cocciones de plantas
(Akerele, 1993).

México es considerado una potencia en biodiversidad a nivel mundial y algunos
grupos indigenas como los lacandones conservan el conocimiento tradicional de
los recursos naturales para su aprovechamiento, con fines alimenticios,
medicinales u ornamentales. Hoy dia siembran y colectan varias especies entre
las que destacan las del género Ipomoea. Este género pertenece a la familia de
las Convolvulaceas: |. batatas, I. alba, I. purpuarea, I. tuxtlensi, I. tyrianthyna, I.
crinicalyx, |. calystegia, I. jacquemontia, e |. cornea entre otras (Brent, 2000;
Anderson et al., 2005; Levy et al., 2006). La familia Convolvulacea comprende
aproximadamente 1600 a 1700 especies agrupadas en 55 a 60 géneros (Guillot,
2006). El género Ipomoea esta compuesto por aproximadamente 500 especies,
ampliamente distribuidas en regiones templadas y tropicales, especialmente en
Norte y Sudamérica (Cullen, 2000). En México se distribuyen en los estados de
Chiapas, Estado de México, Hidalgo, Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Puebla,
Veracruz, Yucatan y San Luis Potosi (Aguilar, 1982).

1.1 Ipomoea batatas

Comunmente conocida como “camote, kumara, kumala o batata”. El nombre de
camote proviene del Nahuatl (camohtli) palabra que segun Rogers (1963) servia
para nombrar a toda raiz alargada. Kumara proviene del quechua, mientras que
kumala del polinesio (O'Brien, 1972) (Fig.1).



1.1.1Clasificacion sistematica del camote (Martinez, 1987):
REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
SUBCLASE: Asteridae
ORDEN: Solanales
FAMILIA: Convolvulaceas
TRIBU: Ipomoea
GENERO: Ipomoea
SECCION: Batatas l
ESPECIE: Ipomoea batatas (L.) Lam. Fig. 1 http://www.ncbi.nlm.nih.qov/2009

1.1.2 Botanicay ecologia

Es una planta trepadora perenne, de tallos suculentos. Hojas variables desde
cordadas hasta ovadas. Flores ausentes o frecuentes en algunas variedades.
Tubérculos de tamarfios variables, que pueden pesar hasta 3 kg, con pulpa tierna,
carnosa y dotada de un perfume particular (Martinez, 1987).

Vavilov (1951) hallé el origen del camote en la region comprendida entre el Sur de
México (peninsula de Yucatan), Guatemala, Honduras y Costa Rica. Por su parte,
O'Brien (1972) considerd que el camote tiene su origen en algun lugar de Centro
América o en el Noroeste de Sudamérica, alrededor de 3000 A.C., como parte del
desarrollo de la agricultura de raices del bosque tropical. Posiblemente se origind
como un hibrido o a través de alteraciones de una planta desconocida del género
Ipomoea. Austin (1987) propuso que la edad estimada por O'Brien y otros para el
camote, por lo menos debe ser duplicada; es decir, que es mucho mas antiguo.
Yen (1974), ubic6 al camote entre las primeras plantas domesticadas del mundo.
Luego se difundié hacia los demas continentes, constituyendo en la actualidad un
producto esencial en los paises mas pobres por ser econémico y una fuente

excelente en energia (Vargas, 1997; Reed, 1976).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/2009

1.1.3 Quimica

Las raices estdn compuestas principalmente por almidoén, fibras, proteinas,
minerales y vitaminas. Las raices tienen grandes cantidades de [(3-carotenos
(promotor de la vitamina A), vitaminas como la C, B1, B2, B5, B6 y E. Otros
constituyentes son los fenoles (flavonoides), quercetinas (antocianinas),
polifenoles, acidos fendlicos (acido clorogénico, acido cafeinico y acidos
tricafeoilquinicos),  taninos, glucésidos,  cardiotonicos,  saponinas vy
sesquiterpenlactonas (Konczak-Islam et al., 2003; Guan et al., 2006).

1.1.4 Otros usos

Ademas de ser materia prima de alimentos suculentos en la poblacién humana
(dulces, harina, jarabe, colorantes y bebidas alcohdlicas entre otras), también es
alimento de varios animales como: bovinos y cerdos. De acuerdo con las
estadisticas de la Food and Agriculture Organization (FAO) de las Naciones
Unidas, se cultivan en el mundo aproximadamente 9 millones de hectareas de
siete variedades diferentes de batata. China cultivd en el 2005 el 83 % del total
mundial; las Islas Salomén tienen la mayor produccién per capita del mundo, 160
kg por persona por afio (Guan et al., 2006).

En términos de produccion total, |. batatas es el séptimo cultivo mas importante del
mundo, con 131.7 millones de toneladas (FAO, 1991) y el quinto en los paises en
desarrollo. Desde el punto de vista econdmico se ubica dentro de los cinco cultivos
alimenticios con mayor valor (Larenas de la F et al., 1994).

1.1.5 Etnoboténica

El tubérculo de I. batatas en general es considerado como alterativo, afrodisiaco,
astringente, bactericida, emulgente, fungicida, laxante, ténico, para tratamientos
de asma, quemaduras, catarro, diarrea, carencia de leche en las madres, erisipela,
empacho, fiebre, nauseas, renosis, esplenosis, diarrea, tumores y la inflamacion
flegmonosa de los dedos junto a la uiia (Duke y Wain, 1981) (Tabla I).

La forma de prepararlo por lo general es hervir el camote en pedazos y la via de
administracion puede ser tépica u oral dependiendo de la enfermedad que se

padezca.



Tabla I. Forma y uso tradicional de /. batatas.

Enfermedad Preparacion Via de administracién

Quemaduras Cortar el camote en pedacitos y | Se empapa un lienzo y se coloca
hervirlo en poca agua, se agregan | sobre la quemadura.
2 cucharadas de aceite de oliva.

Erisipela Cortar en pedacitos y hervirlo en | Se empapa un lienzo y se coloca
poco agua. sobre la parte afectada.

Inflamacién Cortar en pedacitos y hervirlo en | Se empapa un lienzo y se coloca
poca agua. sobre la parte afectada.

Dolor de estbmago Cocer la raiz del camote (palo | Beber el cocimiento.
Chili).

Empacho Partir en rodajas el camote de la | Tomar
raiz del bejuco llamado

Michoacan, dorarlo en comal,

molerlo y agregar agua tibia.

Carencia de leche en las | Hervir los pedazos del camote en | Beber el cocimiento.

mujeres poca agua.

Se tiene registro de que los mayas en México hervian los camotes y los amasaban
para aplicarlos en mordeduras de serpiente (Anderson et al., 2005). Otras partes
usadas de |. batatas en los remedios populares son las hojas. La decoccion de la
hoja se utiliza para curar los tumores de la boca y de la garganta (Hartwell, 1967-
1971).

1.1.6 Farmacologia

Debido a sus contenidos quimicos a |. batatas se le atribuyen actividades téxicas,
antioxidantes, antimutagénicas y anticancerigenos.

La toxicidad con |. batatas esta relacionada con la contaminacién fangica que
presenta el tubérculo durante el proceso de almacenamiento y transporte por
especies del género Fusarium como F. solani. Desde los afios 70 se relatan las
intoxicaciones mortales en el ganado vacuno y en otros rumiantes, entre los 3y 5

dias posteriores a su ingesta, en los cuales se observan lesiones histopatologicas




en higado, tumefaccion celular y degeneracion hidropica de los hepatocitos
periportales. También en pulmon, se observo la presencia de dilatacion vascular y
trombosis en la vena central (Zeinsteger et al., 2003).

La ingestion en dosis bajas en humanos produce sintomas como disnea, anorexia
y vomito (Aguilar, 1982; Fighera et al., 2003). En Nueva Guinea, los reportes de
intoxicacion en humanos estan relacionados con el 4-ipomeanol (4-IP) una
fitoalexina que ejerce su accién téxica en el pulmén como resultado de la infeccion
del tubérculo con el hongo. Los efectos téxicos de la administracion intraperitoneal
estdn en un rango de 10 y 60 mg/kg en especies animales como raton, rata,
cobayos y conejos; los cricetos son mas tolerantes (150 mg/kg). La LD50 oral e
intravenosa en ratones es de 38 y 21 mg/kg, respectivamente. La dosis no letal
del 4-IP esta entre 7.5 y 9 mg/kg del peso corporal en bovinos (Doster et al.,
1978).

El 4-IP es una nueva droga para el tratamiento de carcinoma pulmonar (Krauss,
2006). En lineas celulares de raton se observé dafo citotoxico, después de
inyectar a 21 ratones con 30 mg/kg de 4-IP, en intervalos de 4, 12 y 24 h durante 7
dias. Se observaron cambios degenerativos en las células Clara (inflamacion,
dilataciéon del reticulo endoplasmico y pérdida de microvilli), también se reportd
que la funcién mixta con el sistema oxidasa, localizada en las células bronquiales,
es responsable de la biotransformacion y de la remocién de los compuestos
guimicos ya que a los 7 dias del tratamiento con 4-IP las células bronquiales que
fueron administradas con la dosis menor en un tiempo prolongado, tenian una
apariencia similar a las células testigo (Doster et al.,1983).

Collins (2005), comparo la actividad antioxidante del extracto de la I. batatas con
la de otros productos como tomate, kiwi, espinacas y mora azul, entre otros.
Observo efectos de proteccion de la quercetina, un compuesto con actividad
antioxidante que esta presente en |. batatas y que reduce el dafio provocado por
el Fe** 6 Fe* en el DNA de los linfocitos humanos tratados con diferentes
concentraciones de quercetina (10, 25 y 50 uM). El extracto de I. batatas mostro
mayor capacidad antioxidante en concentraciones altas respecto a los otros frutos
0 vegetales. También para el extracto acuoso de |. batatas, rico en antocianinas y



B-carotenos, se midi6 la actividad antioxidante con la prueba 2.2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH), estos compuestos fenélicos a concentraciones de 0.5, 1.0,
5.0, y 7.5 mg reaccionaron rapidamente para detener la actividad de los radicales
del trolox comparado con la reaccién de la mora azul. Yoshimoto et al. (1999) y
Philpott et al. (2004) también reportan esta actividad de las antocianinas
comparandola con la de las vitaminas C y E en diversas frutas y vegetales.

En la cepa TA98 de Salmonella typhimurium aplicando el mutageno 3-amino-1-
methyl-5h-pyrido- [4,3-b] indole (Try-P-1) se examiné la actividad antimutagénica
del extracto de I. batatas que es rico en antocianinas en concentraciones de 0.1,
0.5,y 1.0 mg/placa. El resultado fue que con la concentracion mas alta se inhibe el
73 % de la mutacioén reversa de S. typhimurium de manera significativa (Halvorsen
et al., 2001).

La actividad antiproliferativa del extracto de |. batatas en concentraciones de
0.4, 0.8, 1.2 y 1.6 mg/mL, se evalué al inhibir el desarrollo de las células HL-60
leucémicas promilociticas. La inhibicion de la proliferacion inicia 24 h después de
aplicado el tratamiento. Los efectos anticancer de las antocianinas purificadas
como el cianidin y delfinidin han resultado exitosos, ya que inducen apoptosis en
las células leucémicas humanas (HL-60) y en células de carcinoma en colon
(HCT-116) en las mismas concentraciones (Konczak-Islam et al., 2003).

Ferguson et al. (2004) sugieren que una dieta rica en fibra con |. batatas puede
cambiar los niveles de metilacién en los genes que estan involucrados en los
receptores para estrogenos, los cambios en los niveles de la hormona estrogénica
se asocian a la menopausia prematura. Lo anterior puede tener efectos directos
sobre la expresién de los genes o indirectos como en la proliferacion o inflamacién
celular. La ingesta diaria de 4 g de |. batatas por dia durante el desayuno, la
comida y la cena, durante 6 semanas en mujeres caucasicas con diabetes tipo 2,
redujo los niveles de glucosa en la sangre, asi como los niveles de colesterol
(Ludvik et al., 2002).

El cancer es uno de los principales problemas de salud publica en el mundo y una
de las enfermedades que estan ligadas mas fuertemente con el desarrollo

humano. Segun estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud, anualmente



fallecen mas de 7 millones de personas a consecuencia de este mal que se estima
que llegard a los 27 millones para el 2050. En México, durante 2006 murieron
4,451 mujeres, lo que implica un fallecimiento cada 2 h (Knaul, 2009).

Los tratamientos utilizados para combatir el cancer son generalmente muy
costosos y solo el 60 % de los farmacos usados en quimioterapia son de origen
natural. Un farmaco “ideal” deberia matar las células del cancer sin dafar las

células normales (Cragg y Nexman., 1999).

1.2 Plantas utilizadas en el tratamiento del cancer

Las plantas han tenido una larga historia en el uso para el tratamiento del cancer,
y juegan un papel muy importante en el proceso de descubrimiento y desarrollo de
nuevos farmacos. Se ha descrito que en la medicina tradicional de muchos paises,
mas de 3 mil especies de plantas se utilizan con este propoésito.

Algunos productos de origen natural mejor conocidos con actividad anti-
cancerigena son los siguientes (Tabla Il).
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Tabla Il. Productos comerciales anticancerigenos derivados de plantas

Planta

Componentes

Uso

Genotoxicidad

Catharantus roseus

de

(vincristina y vinblastina)

Alcaloides la vinca

Para tratar linfomas,
leucemias y otros canceres

(Laza et al., 2003).

Aneuploidégeno

Podophyllum peltatum

Podofilotoxina

Tratamiento de linfomas y

canceres  bronquial vy
testicular (Laza et al.,
2003).

Aneuploidégeno

Taxus brevifolia

Taxol

Canceres de ovario, de
mama y de pulmén (Laza
et al., 2003).

Aneuploidégeno

Camptotheca

acuminata

Camptotecina

Tratamiento de canceres
de ovario, de pulmén y de
colon rectal (Laza et al,
2003).

Aneuploidégeno

Ipomoea orizabensis

Metil-pentosas, acido
jalapindlico, éster metilico,

sitosterol y heterdpsidos de

Inhibe el crecimiento del
sarcoma 37 (Bilkin et al.,

1952).

Tienen actividad
protectora contra la

actividad mutagénica

fitosterol. del DMN (Mufoz.
1998).
Ipomoea batatas Alcaloides, flavonoides, | EI 4-Ipomeanol, metabolito
taninas, glicésidos, | secundario se usa para el ?

cardioténicos, saponimicos,
sesquiterpenlactonas
vitamina C, polifenoles y

antocianinas

tratamiento de cancer

bronquialveolar y col6n

rectal (Krauss et al., 2006)

1.3 Toxicologia

La toxicologia es el estudio de la interacciébn nociva de las sustancias y

compuestos quimicos Yy los sistemas bioldgicos. Todos los seres vivos estamos

expuestos a una gran cantidad de sustancias. Solo en Estados Unidos de America

se producen entre 500 y 1000 nuevos compuestos quimicos al afio, varios de ellos

con potencial téxico (Timbrell, 2002).
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Un toxico es cualquier sustancia capaz de producir una respuesta nociva en un
sistema biologico. Los efectos toxicos se producen cuando las alteraciones
desencadenadas por la sustancia superan la capacidad de respuesta del
organismo. Para que una sustancia provoque efectos toxicos sobre un biosistema
es necesario que dicha sustancia o sus metabdlitos alcancen, en el lugar
apropiado del cuerpo y durante un tiempo adecuado, una concentracion suficiente
para producir una manifestacion toxica. La respuesta toxica dependera de las
caracteristicas quimicas y fisicas de la sustancia, del lugar de exposicién, de la
metabolizacion del agente por parte del sistema y de la sensibilidad del propio
biosistema o individuo. La biotransformacién de estos compuestos toxicos en los
mamiferos se da en diversos 6rganos y tejidos como en higado, rifidn, pulmén e
intestino, entre otros (Klaassen y WItkins, 2005) (Fig. 2). En los insectos se sabe
que los cuerpos grasos participan de manera importante en la biotransformacion

de los compuestos quimicos.

Mecto de Atimentacion Dermica
exposicion
Inhalacién J Ingestion l
Principalesvias
de ingreso Tracto Tracto
respiratorio gastrointestinal
v
v
Pulmadn i—’
Sandre L - Higado
Transporte v
distribucion METABOLISMO l
Ot I
Ltros Bilis
organ os Rifién

I L
Principales vias Vejiga
de excrecion Aire
expirado -~

Fig. 2. Rutas de exposicion y excrecion de sustancias en el hombre (Modificado
de Klaassen y WItkins 2005).
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El indice de sobrevivencia (IS) y la proporcion sexual (PSx) son indicadores para
evaluar la respuesta téxica de los compuestos quimicos. Se sabe que en la
naturaleza existe un equilibrio en la proporcion sexual de hembras y machos
(aproximadamente, 50/50 %). Pero cuando es afectado un sexo mas que el otro
se pone en riesgo la sobrevivencia de la poblacion. Ramos (1994) reporté que el
arsenato de sodio a mas de 100 ppm resulté ser mas toxico para los machos de D.

melanogaster.

1.3.1 Toxicologia genética

La toxicologia genética empezd como una investigacion basica para demostrar
que las radiaciones ionizantes y las sustancias podian provocar mutaciones y
alteraciones cromosomicas en plantas, insectos y células de los mamiferos
(Klaassen y WItkins, 2005). La toxicologia genética es el estudio de la forma en
que agentes quimicos o fisicos afectan al material genético y a su expresion. Esta
ciencia tiene como objetivo estudiar las mutaciones inducidas por agentes fisicos,
quimicos y biolégicos, identificar estos agentes, analizar sus interacciones y
mecanismos de accion (Rizki et al., 2001). Entre los métodos usados existe una
gama amplia dependiendo de los objetivos que se deseen alcanzar. Los
compuestos quimicos exhiben su actividad al interactuar y producir alteraciones
genéticas como mutaciones y aberraciones cromosémicas (Fig. 3). El cambio
puede derivar en un proceso canceroso en el DNA si ocurre en células somaticas
(De Flora y Ramel, 1988). Las pruebas de toxicologia genética identifican
compuestos quimicos con actividad mutagénica, con el fin de detectar el peligro y
caracterizar las relaciones dosis-respuesta y sus mecanismos de accion.
Actualmente se tienen reportes experimentales suficientes que muestran que el
dafio genético produce mutaciones. Ademas, el proceso cancerigeno se inicia y se
favorece por la presencia de mutaciones en los oncogenes, los genes supresores
de tumores y los que codifican para los sistemas de reparacién del ADN (Bonassi
y Au, 2002)
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Fig. 3. Tipos de dafio genético que pueden generarse en el DNA por interaccion
con agentes fisicos y quimicos (Modificado de Vogel, 1992)

1.4 Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster tiene diversas ventajas ya que es un organismo modelo
de prueba eucariético in vivo, que requiere de poco espacio para su cultivo, es
econdmico y de facil manejo. Es un organismo holometabolo en el que sus fases
durante su ciclo de vida son muy evidentes y de corta duracion. Es posible realizar
experimentos con variados diseflos en protocolos que permiten evaluar
compuestos con actividad genotoxica (Ramel y Magnusson, 1992)

D. melanogaster cuenta con complejos enzimaticos de desintoxicacion que se
expresan en mayor proporcion durante el tercer estadio larval y en el adulto. Estas
enzimas son similares a las encontradas en la fraccion S-9 del higado de
mamiferos (Clark, 1982).
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1.4.1 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster

La duracion del ciclo de vida completo es de 10 a 12 dias en condiciones
controladas de temperatura y humedad relativa, 25 ‘C y 60 %, respectivamente
(Fig. 4).

Después de que la hembra oviposita inicia el ciclo de vida. Después de 24 h
eclosiona del huevo una larva pequefia, que presenta tres estadios. La larva
muestra dos linajes celulares con funciones diferentes. Las células larvarias se
encargan del desarrollo del cuerpo de la larva, se caracterizan porque han perdido
la capacidad de division aumentando sélo en volumen. Las otras son las células
imagales, localizadas en estructuras llamadas sacos imagales, que estan
determinados genéticamente, pero se diferencian hasta que la larva entra en
metamorfosis, durante la cual daran origen a las diferentes estructuras del
organismo adulto como son antenas, alas, patas y 0jos, entre otras (Russell, 1998)
(Fig. 5).

Posteriormente se forma el pupario a partir de la cuticula de la dltima muda larval,
la cual se torna oscura y se endurece. La metamorfosis es el estadio mas largo y
en él ocurren cambios importantes desencadenados por la hormona ecdisona
responsable de la destruccion de ciertos tejidos y érganos larvarios (glandulas
salivales, cuerpos grasos, etc.). También en él se organizan las diferentes
estructuras del adulto a partir de los discos imagales.

Finalmente del pupario emerge el imago que carece de pigmentacion, es alargado
y tiene las alas plegadas. Conforme pasan las horas el imago adquiere las
caracteristicas del adulto, evidenciandose el dimorfismo sexual en los organismos

(Ramos et al., 1993).

Adulto

Larva

Larva 3er estadio

Larva 2do estadio
1er estadio

0 21 46 69 117 166 213 240 h.
Fig. 4. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster (Ramos et al., 1993).
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Larva Metamorfosis Adulto

Disco imagal para:

Glandula
Antena

Labial
Ojo

Placa genital

Fig. 5. Estructuras del adulto de Drosophila melanogaster originadas por los
discos imagales (Modificado de Gilbert, 2003).

1.5 La Prueba de mutacion somatica y recombinacion mitética en Drosophila
melanogaster (Somatic Mutation and Recombination Test, SMART)

Es una metodologia que detecta la actividad mutagénica y recombinogénica de
diversos compuestos quimicos a partir de marcadores fenotipicos localizados en
las células de las alas de D. melanogaster (Graf et al., 1984).

Detecta un amplio espectro de eventos genéticos como mutaciones puntuales,
deleciones, ciertos tipos de aberraciones cromosdémicas, asi como eventos de
recombinacién y conversion de genes. Por lo tanto en cada experimento es
posible cuantificar la actividad recombinogénica contra la mutagénica (Frei et al.,
1995). Los cambios que se generan en la informacion genética de las células por
actividad recombinogénica asociada con reparacion en el DNA pueden asociarse
con los procesos de iniciacion de cancer, que son evaluados con un tamarfio de

muestra amplio y en una sola generacion (Ramos, 1994).
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En la SMART las larvas son tratadas con el compuesto y la induccion de la
pérdida de heterocigosis de los marcadores de los grupos celulares blanco puede
conducir a la formacion de un clon de células mutantes, que después de la
metamorfosis se haran evidentes como manchas en las alas. El tipo y el tamafo
de mancha que se exprese seran debidos a la proliferacion mitética de las células
durante el desarrollo larvario y su posterior diferenciacion en los tricomas en las
alas de la mosca. Ademas la SMART ofrece una gran variedad y flexibilidad en el
disefio y aplicacion de protocolos para probar los compuestos con actividad
genotoxica y antigenotéxica. Con esta metodologia se han analizado mas de 400
agentes quimicos y mezclas complejas con actividad genotoxica (Spano y Graf,
1998).

1.6 N-Nitrosodimetilamina (DMN)

La N-Nitrosodimetilamina (DMN), N-metil-N-nitrosometamina 6 Dimetilnitrosamina,
es un liquido amarillo, su peso molecular es de 74.08 g, densidad de 1.0048,
miscible en agua, soluble en la mayoria de los disolventes organicos, volatil, su
férmula quimica es (CH3)2NNO (Aldrich, 2006). Se encuentra en pequefias
cantidades de manera natural en el ambiente pero también se genera durante los
procesos de manufactura de alimentos ahumados (carne y pescado) 6 quesos. Es
un compuesto que pertenece a la familia de las nitrosaminas, las cuales han sido
reportadas con actividad genotoxica ya que son precursoras para la formacién de
radicales libres que se adhieren a la molécula del ADN provocando cambios en la
configuracion y secuencia de la informacion genética (Vogel, 1987, 1991). La DMN
es un promutageno de referencia, es de accion indirecta y actia como agente
alquilante monofuncional. Ha mostrado inducir todos los tipos de manchas en la
SMART (Delgado, 1990; Ordaz, 1998). Para evaluar el efecto genotoxico de
algunas plantas se ha empleado la DMN a la concentracion de 10 mM, como

control positivo.
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2. JUSTIFICACION

Dado que ya se conocen las diversas actividades de |. batatas con otros sistemas
de prueba es importante determinar si la SMART, como una metodologia que
discrimina la actividad genotdxica y antigenotoxica de diversas sustancias, logra
identificar el potencial toxico, genotdxico y/o antigenotoxico que se ha asociado

con la raiz.

3. OBJETIVOS

3.1 General: Evaluar el potencial genotoxico de |. batatas empleando la prueba de
mutacion somatica y recombinacién mitética de las células de las alas en D.

melanogaster.

3.2 Particulares

a) Analizar el efecto téxico de las diferentes concentraciones de |. batatas
mediante el indice de sobrevivencia (IS) y la proporcidon sexual (PSx) de D.
melanogaster.

b) Medir el potencial genotdxico de I. batatas empleando la prueba SMART-
ala en D. melanogaster.

c) Determinar el efecto antimutagénico de |. batatas en células soméaticas de
las alas de D. melanogaster tratadas con un promutdgeno de referencia
(DMN).
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4. HIPOTESIS

Se espera que |. batatas presente un efecto toxico y genotoxico en D.

melanogaster. La figura 6 muestra los posibles resultados de I. batatas.

F. mutacién

No téxico Téxico
7 x
7] -
e 2~ <
° el ~—
2] n —
~
~~
0,
I. batatas [ %] |. batatas [ %]
No genotéxico _ N
Genotdxico Antigenotoxico
/

c -

a — 5

= - 5 -

- IS ~
[N o —
~~
~
! batatas [ %] I. batatas [ %] I. batatas [ %]

Fig. 6. Tendencia que se espera observar en los resultados con |. batatas
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Descripcion de los marcadores genéticos involucrados

El marcador autosémico recesivo mwh (“multiple wing hair”), esté localizado en el
cromosoma 3 a 0.0 um y modifica la apariencia silvestre del tricoma del ala en la
mosca dando una apariencia fenotipica de tricomas multiples (mas de 2) por célula
(Lindsley y Grell, 1968).

fIr® (“flare”) localizado en el cromosoma 3 a 38.8 um, es un marcador codificado
por un gen autosémico recesivo, el cual es letal en condicion homocigética pero
viable en mosaicos somaticos. El marcador fIr® se expresa en el tricoma del ala de
la mosca en forma de flama. Para su mantenimiento se emplea un cromosoma
balanceador (Lindsley y Zimm, 1992).

El cromosoma balanceador In (3LR) TM3, ri pP sep 1 (3) 89Aa bx%**© e Bd®
(TM3,e Bd®) porta inversiones multiples que impiden la recuperacion de eventos
viables de recombinacién, lo que evita que se segregue flr® y se pierda. Bd®
(“Beaded-Serrate”) es un gen marcador del cromosoma balanceador, letal en
condicion homocigotica. Este marcador se manifiesta en forma de muesca en los
bordes terminales de las alas en las moscas por lo que es facilmente distinguible
(Lindsley y Zimm, 1992).

Cuadro I. Sistema de cruza para la conservacion de los marcadores
genéticos.

Progenitores flr 3 TM3, eBd®

flr 3 fIr’/ fir® flr® ;TM3, Bd®
letal sobreviven

TM3,e Bd® TM3,e Bd® /r® TM3,eBd°/TM3,e Bd®
sobreviven letal

e (“ebony”), se localiza en el cromosoma 3 a 70.7 um., en lugar de expresar el
color del cuerpo silvestre lo hace para el color obscuro 6 ebano (Lindsley y Zimm,
1992).
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Sélo los organismos heterocigéticos tanto para flr* como Bd® son recuperados en
la cruza, e resulta ser homocigotico para el color del cuerpo en las moscas que

portan el cromosoma balanceador, por lo que mejora su clasificacién fenotipica.

5.2 Sistema de cruza empleado.

Para realizar la cruza modificada con respecto a la propuesta por Graf (CM) se
emplearon dos lineas de Drosophila melanogaster con marcadores genéticos: la
linea de hembras fIr¥/ In (3LR) TM3, ri pP sep 1 (3) 89Aa bx**¢ e Bd°®y de machos
mwh e/mwh e, se introdujo el marcador €ébano en la linea de la que se obtienen
los machos. Esta cruza produce dos tipos de progenie: moscas libres de
inversiones con fenotipo silvestre cuando son adultos (+ flr¥/mwhe) y moscas
portadoras de inversiones que poseen el cromosoma balanceador (TM3, eBd®), los
adultos muestran muescas en el borde terminal de las alas y cuerpo de color
ébano (TM3,e Bd®’mwh e).

Los dos tipos de progenie no se distinguen cuando son larvas, por lo que ambos
son tratados de la misma manera (Graf et al., 1984; Mufioz, 1997) (Cuadro Il y Fig.
7).

Cuadro II. Origen de las moscas libres de inversion (flr’/mwh, e) y
portadoras de inversion (TM3,eBd®/ mwh, e).

Cruza Modificada

Progenitores | mwh,e

flr fr*/ mwh,e

Libres de inversion
(L1

TM3,e Bd® | TM3,eBd®/ mwh,e

Portadoras de inversion

(P1)
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Cruza modificada

F1

fr’ / mwh,e TM3.eBd” / mwh,e
Libres de inversidn Portadoras de inversion

Fig. 7 Origen de las moscas libres de inversion (flr’/mwh, e) y portadoras de
inversion (TM3,eBd®/ mwh, e).

5.3 Obtencion de larvas

Se utilizd la cepa silvestre Canton-s ([Canton-Special; Lindsley, 1968]), de D.
melanogaster como testigo, ya que no tiene marcadores genéticos respecto a las
moscas de la cruza modificada (CM). Las cruzas maduras se transfirieron a
medio fresco por un periodo de 8 h para ovipositar y obtener larvas de edad
similar. 72 h después se extrajeron las larvas de tercer estadio (Clark, 1982),
mediante el método descrito por N6éthinger (1970) segun el cual por diferencia en
la densidad, las larvas flotan y son recuperadas.

5.4 Compuestos empleados.

Celulosa microcristalina de Merck [CAS 9004-34-6] (Aldrich, 2006); Sacarosa de
Baker [CAS 57-50-1] (Aldrich, 2006); I. batatas fue adquirida en el mercado de la
Merced de la ciudad de México. N- Nitrosodimetilamina (DMN) [CAS 62-75-9]
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(Aldrich, 2006); La concentracion utilizada en el presente estudio (5 mM) se
selecciond con base en su potencial mutagénico y recombinogénico en D.
melanogaster (Mufoz, 1998; Martinez, 1999).

5.5 Preparacion del agua de coccion de |. batatas.

Se prepar6 la coccién de la raiz fresca de |I. batatas (20 g en 50 mL), la cual se
dej6é hervir durante 3 minutos y se dio un minuto de reposo. De esta mezcla se
prepararon las diferentes concentraciones a probar por diluciones sucesivas [100,
50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56, 0.79, 0.39, 0.19, 0.098]. Como disolvente y testigo

negativo se emple6 agua destilada.

5.6 Protocolos (Fig. 8).

l. Evaluacion de la actividad mutagénica de I. batatas.
Larvas de tercer estadio silvestres y de la CM, se transfirieron a tubos
homeopaticos que contenian 1 g de medio instantdneo Carolina (Biological
Supply) y 4.5 mL de las concentraciones a probar. Para cada concentracion se
usaron dos tubos, denominados como serie 1y serie 2. Las larvas permanecieron
en estos tubos suplementados hasta completar su desarrollo. La exposicion final
fue de 72 x 48 h.

Il. Evaluacion del efecto antimutagénico de |. batatas.
Larvas de tercer estadio silvestres y de la CM, se colocaron en tubos
homeopaticos con capacidad de 10 mL los cuales estaban abiertos por ambos
extremos. En el extremo inferior tenian una gasa de nylon y en la parte superior
un tapon de hule para evitar que se salieran las larvas. Este se introdujo en un
vaso de plastico de 10 mL, que contenia 200 mg de celulosa microcristalina de
Merck en polvo, hidratada con 2 mL del promutageno positivo DMN [5 mM] 6 con
2 mL de disolvente por un periodo de 6 h. Transcurrido dicho periodo, las larvas se
enjuagaron gentiimente con agua corriente y se transfiieron a tubos

homeopaticos, serie 1 y serie 2, que contenian medio de cultivo, hidratado
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previamente con 4.5 mL de las diferentes concentraciones de |. batatas. Se dejo
que las larvas terminaran su desarrollo, para una exposicion total de 72 x 6 x 48 h.
Los adultos recuperados fueron sacrificados con sobredosis de éter y fijados en
alcohol al 70 %.

Para cada serie se obtuvo el indice de Sobrevivencia de los tres tipos de moscas
recobradas: Silvestres, Libres de inversion (fir’/ mwh, e) y portadoras de inversion
(TM3,eBds / mwh, e). Se promedié el IS de cada serie para obtenerlo por
experimento el cual a su vez se promedié con el de la repeticion y se obtuvo el

error estandar (Arellano, 2002).

2n=1) Experimental / Zng=1y Testigo = 1S (;

También se calculé la Proporcion Sexual promedio de los machos para los tres
tipos de moscas recobradas. La PSx se obtiene a partir de los machos
recobrados por concentracion entre la suma total de ambos sexos. Se promedio la

PSx de cada serie y la de las repeticiones (Arellano, 2002).

2ng=1) Experimental (machos) / Zng=1y (machos + hembras) = PSx

Para evaluar si existia alguna diferencia significativa respecto a los IS y PSx, tanto
en las concentraciones como entre las cepas, se realizo el Analisis de Varianza

de dos vias (ANOVA) y posteriormente la prueba de comparaciéon mdltiple de
Bonferroni (Weimer, 2005) cuando se encontraron diferencias significativas.

24



Protocolo I. Exposicién 72 x 48 h.

Larva 3er
Huevo estadio Pupacion Adulto
Metamorfosis 240

Medio Normal Medio con |. batatas
Protocolo Il. Exposiciéon 72 x 6 x 48 h.
Larva 3er
Huevo estadio Pupacion Metamorfosis Adulto
f 72 120 240 h
Medio Normal DMN / SA Medio con |. batatas

] Agudo: DMN [SmM ] 6 Sacarosa 5%
ESSXT  subcrénico: 1. batatas  [0.097, 0.195, 0.39, 0.78, 1.56, 3.12, 6.2, 12.5, 25, 50, 100 ]

Fig. 8. Disefo de los protocolos empleados.

5.7 Elaboracion de las laminillas.

Con unas pinzas de relojero se disectaron las alas de las moscas libres de
inversion (LI) y se montaron por pares, 20 alas de hembras y 20 alas de machos
por laminilla, sobre un portaobjetos en solucién de Fauré (Graf et al., 1984).

El registro de las manchas en las alas se realiz6 con ayuda de un microscopio
Optico a 400X se registr6 cada mancha de acuerdo con el tipo, el tamafio y la

seccion correspondiente del ala de la mosca (Graf et al., 1984) (Fig. 9).
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Fig. 9. Secciones del ala de D. melanogaster para el marco de lectura en la
prueba de mutacién somética y recombinacion mitética.

Las manchas fueron clasificadas fenotipicamente como manchas simples (mwh 6
flr) y gemelas cuando se expresan ambos marcadores (mwh y flr®). Una mancha
simple se produce por mutacion puntual, delecion, recombinacién y no disyuncion,
las gemelas Gnicamente por recombinacién entre el marcador flr®y el centrémero
(Fig. 10). Por su tamafio las manchas pueden ser chicas (de 1 a 2 células) y 6
grandes (mas de 2 células). Se considera que 2 manchas son independientes
cuando se separan por 3 lineas de tricomas silvestres. El tamafio de la mancha
indica de manera indirecta el nimero de divisiones celulares y el tiempo de

desarrollo transcurrido una vez que ocurre la alteracion en la célula (Fig. 11).

-

o B-2e-

Mitosis

Fig. 10. Formacién de clones celulares alterados durante el desarrollo del ala en
Drosophila melanogaster, mediante division mitética (Graf, et al., 1984).
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Fig. 10. Eventos genéticos detectables por la SMART (Modificado de Graf et al., 1984). 27



Los datos obtenidos a partir del registro de las alas, se analizaron mediante el
programa de computo SMART (Wirgler, comunicacién). El andlisis se realiza por
medio de una X® que compara las frecuencias de manchas obtenidas en las series
experimentales con respecto a la serie testigo (Graf et al., 1984). Se confrontan
dos hipaotesis para determinar si el compuesto presenta actividad genotoxica.

La hipotesis nula 6 Ho establece que no hay diferencias entre la frecuencia de
mutacion de las serie testigo (basal, “m=2" para manchas simples, chicas y
totales) y las tratadas. Mientras que la hipotesis alternativa 6 Ha estipula que la
frecuencia de mutacion de las series tratadas resulta en un incremento (“m=2" 6
“m=5") con respecto a la basal.

El andlisis permite decidir si el resultado es positivo cuando se quintuplica la
frecuencia basal (“m=5" para manchas grandes y gemelas): si se rechaza la Ho y
no se rechaza la Ha; negativo, si no se rechaza Ho y se rechaza Ha; débil positivo,
si se rechazan ambas hipotesis; indeterminado, si no se rechazan ambas (Frei y
Wirgler, 1988) (Tabla IlI).

Tabla Ill. Resultados posibles en la SMART, Ho= Hipotesis nula,
Ha = Hipétesis alternativa.

Hipotesis No se rechaza Se rechaza
Ha Ha
No se rechaza Indeterminado Negativo

Ho

(i)

()

Se rechaza
Ho

Positivo

(+)

Débil positivo

(w)
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6. RESULTADOS
6.1 Toxicidad

Los siguientes resultados muestran el efecto téxico de I. batatas evaluado con la

sobrevivencia y la proporcion sexual en D. melanogaster.

INDICE DE SOBREVIVENCIA (IS)

Ipomoea batatas

Latabla IV yla grafica 1, muestran el efecto toxico evaluado a partir del indice de
sobrevivencia de los organismos expuestos a las diferentes concentraciones de |.
batatas. Mediante un ANOVA se determind que no existen diferencias
significativas (p> 0.05) en el IS obtenido en las diferentes concentraciones de cada
linea respecto a su testigo. Pero si existen diferencias estadisticas (Tukey, p<0.01)
(Blair y Taylor, 2008) entre los IS de la moscas silvestres con respecto a las

moscas LIy PI.

Tabla IV. indice de Sobrevivencia (x + ee) de organismos expuestos al tratamiento s6lo
con |. batatas; Silvestres; LI (Libres de inversion); Pl (Portadoras de inversion).

Ipomoea n n n
batatas IS +ee IS+ ee IS+ee
Silvestres flr3/mwh,e TM3,eSer/mwh,e

[%] (Ln (PN

Testigo 389 1+0.00 189 1+0.00 185 1+0.00
0.097 421 1.08 + 0.00 146 0.74 £0.00 154 0.86 £ 0.07
0.195 432 1.11 +0.01 168 0.87+£0.24 170 0.94 £0.12
0.390 366 0.94 +0.02 152 1.00 £ 0.44 181 0.98 + 0.25
0.780 326 0.93+0.28 160 0.96 +£0.27 156 0.84+0.23
1.560 388 0.95+0.16 163 0.97£0.20 177 0.96 £0.14
3.120 413 1.11+0.14 135 0.78 £0.13 118 0.66 = 0.07
6.200 367 1.01+£0.19 152 0.61 +0.07 199 1.10 £0.30
12.50 484 1.25 +0.03 193 1.11+£0.21 173 0.98 £ 0.08
25.00 393 1.04 +0.11 184 1.08+£0.41 151 0.82+0.19
50.00 441 1.14£0.31 100 0.84 +£0.28 148 0.84 +0.00
100.0 499 1.32+£0.12 126 0.67 £ 0.04 137 0.75+0.03
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Gréfica. 1. indice de Sobrevivencia (x + ee) de moscas de tipo silvestre y de la CM (Libres y portadoras) expuestas a .

batatas.

30



Sacarosa e |. batatas

Se determind que no existen diferencias significativas (p> 0.05) en los IS en las

diferentes concentraciones de cada linea respecto a su testigo ni entre las cepas,

cuando se aplico el tratamiento agudo-subcrénico con la sacarosa Yy la |. batatas

(Tabla V, gréfica 2).

Tabla V. indice de Sobrevivencia (x + ee) de los organismos expuestos al tratamiento
combinado con sacarosa mas |. batatas; silvestres, LIy Pl

Sacarosa + n n n
Ipomoea batatas IS + ee IS + ee IS + ee
Silvestres flr3/mwhe TM3,eSer/mwh,e
[%] (L) (PI)

Testigo 251 1+0.00 182 1+ 0.00 187 1+0.00
0.097 270 1.24 +0.55 139 0.94+0.39 191 1.11+£0.32
0.195 254 1.03+£0.35 199 1.15+0.12 183 1.02+£0.16
0.390 359 1.45+0.22 141 0.89 £0.30 152 0.84£0.10
0.780 234 1.00 £0.32 171 1.13+0.46 216 1.20+£0.18
1.560 198 0.86 £ 0.44 196 1.30+0.51 231 1.31+4.19
3.120 222 0.88+0.18 123 0.78 £ 0.32 134 0.75+0.17
6.200 279 1.14+£0.17 120 0.71£0.12 134 0.74£0.11
12.50 207 0.89 £0.33 118 0.78 £ 0.35 132 0.76 £0.23
25.00 184 0.72 £0.05 160 1.02 £0.36 154 0.83+0.10
50.00 237 0.98 £ 0.26 149 0.88+0.21 165 0.92+0.29
100.0 253 1.11+0.50 127 0.76 £ 0.18 124 0.67 £0.05
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Indice sobrevivencia
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Gréfica 2. Muestra el indice de Sobrevivencia (x+ ee) de los organismos expuestos a Sacarosa e |. batatas.
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DMN e I. batatas

Las diferencias en los IS no muestran en la tabla VI y grafica 3 que sean
estadisticamente significativas (ANOVA; p> 0.05) en las diferentes
concentraciones respecto a su testigo y tampoco entre las cepas cuando son

tratadas con DMN e Ipomoea batatas.

Tabla VI. indice de Sobrevivencia (x+ ee) de los organismos silvestres, LI y Pl expuestos
al tratamiento combinado con la DMN mas |. batatas

DMN + n n n

Ipomoea

batatas IS + ee IS + ee IS + ee

Silvestres flr3/mwhe TM3,eSer/mwh,e
[%] (L1) (PI)

Testigo 202 1+0.00 143 11 0.00 151 11 0.00
0.097 172 0.81+0.27 122 0.75 + 0.42 131 0.96 + 0.46
0.195 241 1.07 +0.18 136 1.19 + 0.59 167 1.29 + 0.46
0.390 231 107 +0.14 132 0.85 + 0.06 128 0.87 +0.10
0.780 262 1.23+0.35 163 163+ 0.26 207 147 +0.30
1.560 210 1.0140.20 92 0.66 + 0.21 127 0.80 + 0.21
3.120 226 0.93 +0.08 103 0.86 + 0.29 139 1.01 + 0.41
6.20 176 0.84 +0.24 131 143 +1.09 170 146 +0.91
12.50 215 0.98 + 0.32 122 107 +0.37 171 123 +0.35
25.00 216 14013 118 0.83 +0.10 130 0.89 +0.20
50.00 182 0.92 +0.18 115 0.85 +0.19 139 0.99 + 0.19
100.0 174 0.95 + 0.24 79 0.57 +0.16 105 0.73 £0.17
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Indice sobrevivencia
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Gréafica 3. Muestra el indice de Sobrevivencia * error estandar de los organismos expuestos a DMN e |. batatas.
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Cuando se comparan los IS de la cepa silvestre del primer tratamiento con la
cepa silvestre del segundo tratamiento no se encontraron evidencias significativas
para considerarlas diferentes. De igual forma, no hay diferencias cuando se
comparan las cepas LI y PI tanto del primero como del segundo tratamiento. Al
evaluar sélo el segundo tratamiento los IS de cada cepa respecto a su testigo no

son diferentes con respecto a la concentracion o a la cepa.

PROPORCION SEXUAL (PSx)

I[pomoea batatas

En la tabla VII y grafica 4, se evaluo la proporcion sexual (PSx) promedio de los
organismos tratados con |. batatas. No se encontraron diferencias significativas en
la PSx con respecto a la concentracion y al tipo de cepa de mosca (ANOVA,; p>
0.05).

Tabla VII. Proporcion Sexual de machos (x £ ee) expuestos al tratamiento con |.
batatas; Silvestres); LI (Libres de inversion); Pl (Portadoras de inversion).

Ipomoea batatas : PSx + ee : PSX + ee : PSx + ee
Silvestres fir3/mwhe TM3,eSer/mwh,e
[%] (L) (P1)

Testigo 251 0.494 £ 0.02 182 0.478 £ 0.08 187 0.490 £ 0.03
0.097 270 0.563 + 0.03 139 0.512+£0.03 191 0.517 £0.03
0.195 254 0.499 + 0.02 199 0.552 £ 0.04 183 0.454 £0.03
0.390 359 0.491 £ 0.02 141 0.591 £ 0.00 152 0.500 £ 0.01
0.780 234 0.559 + 0.04 171 0.533 £0.03 216 0.483+£0.10
1.560 198 0.455 + 0.01 196 0.507 £ 0.07 231 0.534 +0.12
3.120 222 0.468 + 0.02 123 0.511+0.03 134 0.526 + 0.01
6.200 279 0.482 + 0.01 120 0.439 £ 0.04 134 0.478 £0.02
12.50 207 0.529 + 0.06 118 0.533 £ 0.01 132 0.453 £ 0.06
25.00 184 0.503 £ 0.02 160 0.541 +£0.02 154 0.500 £ 0.02
50.00 237 0.545 + 0.02 149 0.567 £ 0.11 165 0.505 + 0.02
100.0 253 0.481+0.03 127 0.504 £ 0.00 124 0.435+0.00
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Proporcion sexual (PSx)
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Grafica 4. Muestra la Proporcion Sexual de machos (PSx) + error estandar, expuestos a |. batatas.
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Sacarosa e |. batatas

No existen diferencias significativas en la proporcion sexual de los machos (p>
0.05) en las diferentes concentraciones en comparacion con su testigo en cada
una de las cepas. La cepa silvestre respecto a LI y PI, la proporcion sexual se
mantiene similar, mientras que en LI vs Pl si existen diferencias significativas

(Tukey, p<0.05), se muestra en la tabla VIl y grafica 5.

Tabla VIII. Proporcién Sexual de machos (x + ee) expuestos al tratamiento
combinado con sacarosa mas |. batatas. Silvestres, LIy PI.

n n n
Sacarosa +
|. batatas PSx + ee PSx + ee PSx * ee
Silvestres flr3/mwhe TM3,eSer/mwh,e
[%] (L) (PI)

Testigo 251 0.490 £ 0.03 182 0.513 £0.02 187 0.474 £0.02
0.097 270 0.551 +0.09 139 0.537 +£0.08 191 0.468 + 0.05
0.195 254 0.448 £ 0.04 199 0.530 + 0.04 183 0.427 £ 0.11
0.390 359 0.447 £ 0.01 141 0.520 + 0.04 152 0.435+0.03
0.780 234 0.410 +£0.03 171 0.530 + 0.01 216 0.513 +0.01
1.560 198 0.443 £ 0.04 196 0.608 + 0.04 231 0.499 £+ 0.05
3.120 222 0.470 +0.03 123 0.571+0.12 134 0.484 +£0.03
6.200 279 0.492 +0.04 120 0.407 £ 0.04 134 0.445 + 0.06
12.50 207 0.479 £0.07 118 0.476 £ 0.05 132 0.457 £ 0.03
25.00 184 0.526 £ 0.03 160 0.523 £0.10 154 0.429 £+ 0.06
50.00 237 0.493 +0.09 149 0.455 