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“La Unica razon para que el tiempo exista, es para que no ocurra todo a la vez"

Mi vision del mundo

Curiosa es nuestra sifuacion de hijos de la Tierra. Estamos por una breve visita y no
sabemos con qué fin, aunque a veces creemos presentirio. Ante la vida cotidiana no es
necesario reflexionar demasiado: estamos para los demds. Ante fodo para aquellos de
cuya sonrisa y bienestar depende nuestra telicidad; pero también para fantos
desconocidos a cuyo destino nos vincula una simpatia. Pienso mil veces al dia que mi
vida externa e interna se basa en el frabajo de otros hombres, vivos o muertos. Siento
que debo esforzarme por dar en la misma medida en que he recibido y sigo
recibiendo. Me siento inclinado a la sobriedad, oprimido muchas veces por la
Impresion de necesitar del frabajo de los otros. Pues no me parece que las diferencias
de clase puedan justificarse: en uiltima instancia reposan en la fuerza. Y creo que una

vida exterior modesta y sin pretensiones es buena para todos en cuerpo y alma.

No creo en absoluto en la libertad del hombre en un sentido filosofico. Actuamos bajo
presiones externas y por necesidades infernas. La frase de Schopenhauer: “Un hombre
puede hacer lo que quiere, pero no puede querer lo que quiere’, me basto desde mi
Juventud. Me ha servido de consuelo, tanto al ver como al suftrir las durezas de la
vida, y ha sido para mi una fuente inagotable de folerancia. Ha aliviado ese sentido de
responsabilidad que tantas veces puede volverse una traba, y me ayudo a no tomarme
demasiado en serio, ni a mi mismo ni a los demas. Asi pues, veo la vida con

Y 712777 e) T

Albert Einstein

Si avanzo, seguidme;
Si me detengo, empujadme;

Si retrocedo, matadme

Ernesto Che Guevara
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RESUMEN

Los factores ambientales modulan los patrones de evolucion. La evolucion es el proceso de
cambio, adaptacion y diversificacion de las poblaciones a través del tiempo. Subyacentes a
todos estos cambios se encuentran las modificaciones en el material hereditario. Los
cambios en el ambiente pueden alterar la calidad, cantidad y expresion del material
genético. No obstante se ha estudiado poco acerca del impacto del ambiente en procesos
considerados altamente conservados como el entrecruzamiento cromosémico entre genes
ligados en las células germinales y su posible impacto en las proporciones de nuevas
combinaciones genéticas, las cuales en corto plazo, generan gran parte de la variacion de
las poblaciones (Futuyma, 1998; Griffiths, et al., 2003) y que a largo plazo, contribuyen a
la diversidad biologica. Por lo anterior este trabajo evalué si las frecuencias de
recombinacién entre los genes yellow (y) white (w), miniature (m) y forked (f) localizados
en el cromosoma X en células germinales de Drosophila melanogaster es alterada por
cambios en el ambiente, como la exposicion a NaNs. Larvas silvestres de D.
melanogasterde72+4h se alimentaron subcrénicamente con diluciones sucesivas de NaN3
(0.125-1.13E-13 mM) o agua destilada (testigo negativo). Se compar6 el indice de
sobrevivencia (IS) y la proporcién sexual (PS) de las moscas de las series experimentales
respecto al testigo. De las moscas recobradas se seleccionaron aleatoriamente 10 machos
por cada concentracion de NaNs y se cruzaron individualmente con hembras no tratadas
homocigotas recesivas (ywm, wmf y wm). Se contd el nimero de hijos y se calculd la
fertilidad y la progenie promedio por macho. De los hijos se seleccionaron 5 familias
aleatoriamente y se sembraron 5 parejas de hermanos (total 25 familias) para obtener la F..
Se contd el ndmero de hijos y se calculd la fertilidad y la fecundidad. La progenie se
clasifico por fenotipo para calcular las frecuencias de recombinacién entre los genes. Se
encontrd que existen diferencias significativas en el IS entre la concentracion 0.125 mM de
NaNay el testigo, sin tener un impacto en la proporcién sexual. La fertilidad, la progenie
promedio de los machos tratados con NaNazy la fertilidad y fecundidad de sus hijas
presentaron una respuesta diferencial a la NaN3 dependiendo del sistema de cruza utilizado
(ywm, wmfo wm) implicando que el dafio causado en las celulas germinales de los machos
silvestres por la exposicion a NaNs; es amortiguado por la constitucion genética de las
hembras. Se encontraron diferencias significativas entre las frecuencias de recombinacién
a nivel poblacional por la exposicion a NaNs y el testigo, estos cambios no fueron
homogéneos ya que intervinieron factores como la distancia entre los genes, la regién
cromosomica en donde se localizan y la constitucion genética de las cepas. Ademas en el
efecto presentado en la poblacién no todas las familias contribuyeron en la misma
intensidad ni magnitud; algunas familias presentaron progenie que expresa solo un
fenotipo, lo que finalmente afecta la constitucion genética y fenotipica de la F. La
alteracion en las frecuencias de recombinacion implica que el entrecruzamiento
cromosomico en las células germinales responde a los cambios ambientales, como la
exposicion a NaNs, incrementando o disminuyendo su frecuencia, ocasionando el aumento
o disminucion de gametos con nuevos arreglos genéticos, lo que provoca un impacto
directo en el tipo y la proporcién de genotipos en las nuevas generaciones.



I. INTRODUCCION

La evolucién bioldgica es el proceso de cambio, adaptacion y diversificacion de los
organismos de una poblacién en el tiempo (Eguiarte, 2009), que afecta a todos los aspectos

de su vida como su morfologia, fisiologia, comportamiento y ecologia (Ayala, 1994).

Los factores ambientales, particularmente las fluctuaciones climaticas, se visualizan
ampliamente como controles importantes en los patrones de evolucion (Feibel, 2008). El
ambiente de cualquier especie cambia continuamente y las especies asociadas se forman,
desaparecen y cambian sus rangos de distribucion geogréafica (Stanley, 2008). Subyacentes
a todos estos cambios se encuentran las modificaciones en el material genético. Los

cambios en el ambiente pueden alterar la calidad, cantidad y la expresion de los genes.

Los principales estudios acerca del dafio a la integridad del material genético de los
organismos se han enfocado en el efecto que ejercen diversos agentes quimicos, fisicos y
bioldgicos en el acido desoxirribonucléico (ADN), principalmente en el rompimiento de
ADN vy la adicion de compuestos quimicos a su estructura, los cuales pueden llegar a
inducir mutagénesis, teratogénesis o carcindgenseis (Winder, 1993). No obstante, se ha
estudiado poco acerca del impacto del ambiente en procesos considerados altamente
conservados como el entrecruzamiento cromosémico entre genes ligados en las células
germinales in vivo, y su efecto en las proporciones de nuevas combinaciones geneticas, las
cuales en corto plazo, contribuyen en gran parte de la variacién de las poblaciones
(Futuyma, 1998; Griffiths et al., 2003).

1.1 El material genético: el hilo de la vida
1.1.1 ¢ Qué es y donde se encuentra?

El material genético es una doble cadena de &cido desoxirribonucleico (ADN), cada cadena
consiste en un esqueleto de azlcar y fosfato, cada azlcar esta unida a una base nitrogenada
que puede ser timina, adenina, citocina o guanina (Watson y Crick, 1953 a, b). Esta
integrado en unidades funcionales hereditarias Ilamadas genes que son secuencias

especificas de bases nitrogenadas (Griffiths et al., 2002), cada gen se traduce en proteina



(Beadle y Tatum, 1941), las cuales determinan las caracteristicas o rasgos de cada
individuo, es decir sus caracteres (Mendel, 1865). Los genes se encuentran en los
cromosomas (Sutton, 1903; Morgan, 1910 a) y éstos se transfieren de una célula a sus

células hijas y de una generacion de organismos a la siguiente (Alberts et al., 2004).

En los organismos con reproduccion sexual, los gametos son las células encargadas de
transmitir la informacion genética de una generacion a otra. Los gametos o células sexuales
(6vulos y espermatozoides) son células haploides que contienen un juego de cromosomas
con una sola copia de cada gen (Mendel, 1865; Sutton, 1903). La fertilizacion de un évulo
por un espermatozoide, es al azar (Mendel, 1865) y produce un cigoto diploide, que
contiene dos juegos de cromosomas equivalentes (homdlogos) con dos copias de cada gen,
uno proveniente del padre y otro de la madre (Mendel 1865; Sutton, 1903; Morgan, 1910 b;
Morgan et al., 1915).

Los dos (alelos) genes responsables de cada caracter se segregan uno de otro durante la
formacién de los gametos (Mendel, 1865); de manera que cada gameto recibe un solo
cromosoma homologo con un gen con una probabilidad de Y2 (Mendel, 1865; Sutton,
1903).

Por lo tanto, la capacidad de transmitir la informacién genética de una generacion a otra en
los organismos con reproduccién sexual depende de la manera en la que los genes son

heredados de los progenitores a sus descendientes a través de los gametos.

1.1.2 Mecanismos de transmision de los genes: segregacion independiente, ligamiento y

entrecruzamiento.

Los cromosomas son las estructuras celulares que portan los genes (Morgan, 1910a), por
consiguiente la transmision de los genes de una generacion a otro depende de en qué
cromosoma se encuentren. Los genes que se encuentran en cromosomas diferentes se
segregan libremente, resultado del comportamiento independiente de cada cromosoma
(Morgan, 1919) y los genes que se encuentran en el mismo cromosoma tenderian a
heredarse juntos (Morgan, 1915; Morgan et al., 1915; Morgan, 1919). Debido a que el
cromosoma y no el gen, es la unidad de transmision del material hereditario, los genes

ligados no son libres para transmitirse independientemente, por el contrario, todos los genes



de un cromosoma se transmiten como una unidad durante la formacién de los gametos
(Pierce, 2006).

Aunque dos genes ligados tienden a transmitirse juntos, en algunas ocasiones pueden llegar
a separase debido a que durante la formacién de los gametos ocurre un proceso denominado
entrecruzamiento, que es el intercambio entre las cromatidas de los cromosomas homologos
(Morgan, 1915; Morgan et al., 1915; Morgan, 1919).

Estos mecanismos de transmision de los genes son evidentes al realizar cruzas entre

individuos con marcadores fenotipicos para dos genes.

Las cruzas entre heterocigotos son una de las herramientas que permiten resaltar como se
heredan los genes de una generacion a otra, ya que los individuos heterocigotos permiten
analizar las distintas relaciones que se establecen entre dos alelos del mismo gen asi como
la interaccion con otros genes, expresadas en las proporciones fenotipicas de su
descendencia. No obstante, el método méas directo para estudiar las relaciones entre dos
genes, es mediante una cruza de prueba que se hace entre un individuo heterocigoto y uno
recesivo, ya que en este tipo de cruza cada genotipo produce un fenotipo y las proporciones
de la descendencia son la manifestacion directa de las proporciones de los gametos del
organismo heterocigoto (Sturtevant, 1913).

En consecuencia, al realizar una cruza de prueba para dos genes: A y B, donde A domina
sobre a (A>a) y B domina sobre b (B>b), se plantean tres posibles hipotesis para la
transmision de los dos genes: a) segregacion independiente (Fig.1.1a), b) ligamiento
completo o sin entrecruzamiento (Fig.1.1b), c¢) ligamiento incompleto o con

entrecruzamiento (Fig.1.1c).

a) Segregacion independiente. En una cruza de prueba para dos genes que se segregan
independiente, el individuo heterocigoto para los dos caracteres (AaBb) produce cuatro
tipos de gametos genéticamente diferentes en proporciones iguales; esto debido a la
segregacion al azar de los alelos de cada gen A/a por un lado y B/b por el otro, asi como de
la combinacién aleatoria de los genes; mientras que el individuo recesivo forma sélo un
tipo de gametos (ab). Al unirse los gametos del heterocigoto con los gametos del recesivo,

en su descendencia se obtienen organismos con cuatro fenotipos en una proporcién 1:1:1:1,
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Figura 1.1 Mecanismos de transmision de dos genes durante la meiosis de un organismo heterocigoto: a)
Segregacion independiente, se producen cuatro tipos de gametos por la combinacion aleatoria entre los
cromosomas durante la Metafase I; b) Ligamiento completo, se generan dos tipos de gametos dado que
los genes ligados se transmiten juntos; c) Ligamiento incompleto, se producen cuatro tipo de gametos,
producto del entrecruzamiento entre dos genes ligados.



esta proporciodn es la manifestacion directa de la proporcién de los gametos del heterocigoto
(Fig.1.2).

Segregacion independiente
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Figura 1.2. Representacion de una cruza de prueba para dos genes con segregacion independiente y la
progenie resultante. Los gametos producidos por cada individuo se ilustran dentro de un évalo.

b) Ligamiento completo. En una cruza de prueba para dos genes con ligamiento completo
(AB/ ab) el individuo heterocigoto para los dos caracteres s6lo forma dos tipos de gametos
genéticamente diferentes, ya que cada gameto recibe los alelos presentes en uno u otro
cromosoma homologo, es decir, s6lo produce gametos de tipo parental en la misma
proporcion. Al unirse los gametos del heterocigoto con los gametos del organismo recesivo,
en su descendencia se obtienen organismos con dos fenotipos en una proporcién 1:1, estos

fenotipos son iguales a los progenitores (Fig.1.3).



Ligamiento completo

Cruza de prueba: AaBb X aabb
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Figura 1.3 Representacion de una cruza de prueba para dos genes con ligamiento completo y su progenie
resultante. Los gametos producidos por cada individuo se ilustran dentro de un évalo.

c).- Ligamiento incompleto. En una cruza de prueba para dos genes con ligamiento
incompleto (A B/ a b) el individuo heterocigoto para los dos caracteres produce cuatro
tipos de gametos genéticamente diferentes. Dos tipos de gametos son producto del
entrecruzamiento entre dos crométidas no hermanas de los cromosomas homologos, estos
gametos presentan nuevas combinaciones genéticas por lo que se denominan gametos
recombinantes. Los otros dos tipos de gametos que genera el heterocigoto son resultado de
las dos cromatidas no implicadas en el intercambio cromosémico generando gametos no
recombinantes. Cuando se fusionan los gametos del heterocigoto y los gametos del
individuo recesivo, en su descendencia no se obtienen dos categorias fenotipicas en las
proporciones esperadas 1:1 para genes completamente ligados sino que se obtienen cuatro

categorias fenotipicas, como en la segregacion independiente pero en proporciones
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diferentes a la 1:1:1:1. Se recobra un exceso numérico de organismos mostrando las
categorias fenotipicas de tipo parental y un déficit numérico de organismos que muestran
nuevas combinaciones en dos categorias fenotipicas de tipo no parental (Fig.1.4) (Tamarin,
1982; Awvers, 1984; Griffiths et al., 2003). Las categorias fenotipicas de tipo parental
obtenidas en la descendencia son producto de los gametos del heterocigoto en donde no
hubo entrecruzamiento, por lo tanto los genes ligados se segregan juntos durante la
formacion de los gametos y se transmiten juntos en las generaciones sucesivas (Morgan et
al., 1915), mientras que las categorias fenotipicas de tipo no parental son el resultado del
intercambio fisico (entrecruzamiento) entre segmentos de los cromosomas homdlogos del
progenitor heterocigoto durante la formacion de los gametos (Fig. 1.1) (Morgan et al.,1915;
Griffiths et al., 2003).

Ligamiento incompleto

Cruza de prueba: AaBb X aabb

A B a b
z —{
A 8 a b
a a b
—_—
a b a B
Fenotipos Categorias
e RS- Dominante
5" o Para Ay B Parentales
F b ° Paraayb Parentales
R .
?_B" ecesivo ay Recombinantes
—5h o Dominante B
A b Dominante Ay
b ® Recesivo para b Recombinantes
30

Figura 1.4 Representacion de una cruza de prueba para dos genes con ligamiento incompleto y su
progenie resultante. Los gametos producidos por cada individuo se ilustran dentro de un évalo.



1.2 Bases biologicas del entrecruzamiento cromosémico

1.2.1. El entrecruzamiento: nuevas combinaciones genéticas

Los organismos que presentan nuevos fenotipos en la descendencia de una cruza para dos
genes ligados se llaman recombinantes, esto implica que los genes que estan en el mismo
cromosoma se separaron de alguna manera durante la formacion de los gametos, generando

nuevas combinaciones (Morgan, 1915).

El nimero de organismos recombinantes del total de la progenie de una cruza de prueba,
permite calcular la frecuencia de recombinacion entre dos genes (Anexo I.1). La frecuencia
de recombinacion entre dos genes ligados cualesquiera es consistente (Morgan, 1915), este
hecho apoyd la existencia de algin mecanismo general por el cual los alelos se separaban y

recombinaban en la misma frecuencia para dos genes (Avers, 1984).

Morgan propuso que el mecanismo por el cual los genes que se encontraban en el mismo
cromosoma parecian separarse y originar una recombinacién de alelos era resultado del
intercambio fisico entre pares de cromosomas durante la meiosis. A este proceso lo

denomind entrecruzamiento (Morgan, 1915; Morgan et al., 1915; Morgan, 1919).

En el entrecruzamiento se intercambia un segmento de un cromosoma homélogo con otro
segmento equivalente del otro cromosoma homologo, para obtener dos cromosomas
intercambiados, los genes que se encuentran en estos segmentos son combinados generando
un nuevo arreglo genético en los gametos formados (Fig.1.5) (Morgan, 1915; Morgan et
al., 1915; Morgan, 1919).

E| B [ D

Figura 1.5 Diagrama para representar el entrecruzamiento. En la A se representa dos cromosomas uno
proviene de la madre (blanco) y otro del padre (negro). Las letras By C el corte y la reunion de los
cromosomas y finalmente en la D se presentan los cromosomas resultantes del entrecruzamiento.
Modificado de Morgan 1915.



Este nuevo arreglo genético resulta evidente en los gametos de organismos heterocigotos

que al ser fertilizados originan la progenie recombinante.

El mecanismo de entrecruzamiento durante la formacion de las células germinales
propuesto por Morgan era una hipdtesis que relacionaba el comportamiento de los
cromosomas en la meiosis con el patron de transmision de genes derivado del analisis
genético (Avers, 1984).

1.2.2. Evidencia citolégica del entrecruzamiento.

La dificultad para obtener evidencia fisica del entrecruzamiento cromosémico era que los
cromosomas homélogos no podian distinguirse uno de otro. Con el fin de establecer la
ocurrencia de los entrecruzamientos, los cromosomas homologos tuvieron que ser alterados

fisicamente para identificar un homologo de otro (Avers, 1984).

Dos trabajos realizados en 1931 aportaron evidencias citolégicas del entrecruzamiento
cromosomico, uno fue realizado por Curt Stern en Drosophila melanogaster y el otro por

Creighton Harriet y Barbara Mc Clintock, empleando maiz.

Para obtener una correlacion entre el entrecruzamiento genético y el entrecruzamiento
citoldgico Creighton y Mc Clintock utilizaron el cromosoma nueve especial del maiz, que
en el brazo corto presentaba una acumulacion visible llamada knob, mientras que el brazo
largo era de mayor tamafio que el regular, este cromosoma era producto de un intercambio
entre el cromosoma nueve y el cromosoma ocho (Anexo 1.2) (Mc Clintock, 1930). Al
mismo tiempo emplearon dos marcadores genéticos del cromosoma nueve: uno que afecta
el color de la semilla (C, coloreado; c, no coloreado) y el otro que determina la
composicion del endospermo (Wx, almidonado; wx, ceroso) (Creighton y Mc Clintock,
1931).

A plantas que tenian un cromosoma nueve y los genes Cwx y un cromosoma nueve regular
con los genes ¢ Wx, las cruzaron con plantas que tenian ambos cromosomas nueve
regulares, un cromosoma portaban los genes ¢ Wx y el otro portaba ¢ wx. (Fig. 1.6)
(Creighton y Mc Clintock, 1931). De esta cruza obtuvieron cuatro categorias fenotipicas:
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Coloreado/ almidonado No coloreado/ ceroso

Figura 1.6 Cruza para la correlacion del entrecruzamiento cromosémico y el entrecruzamiento genético.
Modificado de Creighton y Mc Clintock, 1931. La letra a representa el cromosoma nueve especial.

coloreado - almidonado; coloreado -ceroso; no coloreado - almidonado y no coloreado -
ceroso. La categoria fenotipica no coloreado - ceroso podria ocurrir s6lo si ocurria un

evento de entrecruzamiento en el progenitor ¢ Wx/ C wx.

Cuando compararon en el microscopio los cromosomas de la progenie encontraron que toda
la progenie de tipo parental mantenia la organizacién de los cromosomas parentales,
mientras que en la progenie donde hubo entrecruzamiento cromosdémico, los cromosomas
eran morfologicamente diferentes a los parentales. Uno presenta el cromosoma nueve con
knob y el otro era un cromosoma nueve sin knob pero con el cromosoma ocho (Creighton y
Mc Clintock, 1931).

Estos resultados mostraron una correlacion entre la recombinacion genética de los alelos y
la presencia de un marcador citoldgico, un intercambio genético de los cromosomas en los
padres (Brooker, 2005). Lo que implica corte y reunién de un segmento de los

cromosomas.
1.2.3. ¢ En qué momento ocurre el entrecruzamiento?

El intercambio genético entre los cromosomas puede ocurrir antes, durante o después de la
duplicacion de los cromosomas (Avers, 1983). Para determinar en qué momento ocurria el
entrecruzamiento cromosomico, se utilizo el anélisis de tétradas, desarrollado en la década

de 1940, gracias al empleo de hongos, como Neuroespora crassa.

El analisis de las tétradas permite el estudio de meiosis individuales, observando el
comportamiento de los genes y los patrones de segregacion en células individuales (Avers,
1984, Griffiths et al., 2002).
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En N. crassa los productos de la meiosis se desarrollan directamente en una tétrada con
cuatro esporas (Griffiths et al., 2002), las cuales se encuentran de manera ordenada debido
a que la meiosis del cigoto ocurre dentro del asca, que es una estructura que se alarga
conforme se forman los productos meiéticos, situada en el interior del cuerpo fructifero
(Tamarin, 1982). El asca es estrecha, por lo que el huso esta obligado a orientarse a lo
largo del eje longitudinal del asca, tanto en la primera como en la segunda division de la
meiosis (Tamarin, 1982).Posteriormente, una vez concluida la meiosis tiene lugar una

division mitdtica que da lugar a ocho esporas (Fig. 1.7a) (Griffiths et al., 2002).

J

Mitosis
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Meiosis Il

@ 8 -

~ 00000000

~“0000
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Figura 1.7 a) Esquema de la meiosis y mitosis en las ascas de Neuroespora; b) Tipos de ascas que se
forman después de la meiosis para dos genes ligados. Modificado de Tamarin 1982.

En el analisis de tétradas para dos genes ligados (a y b) las ascas resultantes de la meiosis
de un cigoto diploide producto de la fusion de una espora haploide ab con una espora
haploide ++, presentan tres patrones: ditipo parental (DP), ditipo no parental (DNP) y
tetratipo (T) (Fig.1.7b).

Las ascas con el patron DP tienen dos tipos de esporas, que son idénticas a las esporas

haploides que les dieron origen (parentales). Las ascas tipo DNP presentan sélo dos tipos
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de esporas que son diferentes a las esporas parentales. Y las ascas con patron T presentan

cuatro tipos de esporas, dos como las esporas parentales y dos no parentales (Fig. 1.7 b).

Las ascas DP se originan cuando no hay entrecruzamiento entre los genes (Fig. 1.8 a). .Si
ocurre un entrecruzamiento cromosémico antes de la replicacion, las ascas resultantes de la
meiosis solo seran ascas de tipo DNP, por lo que no se recobrarian las ascas tipo T (Figura
1.8 b).

La Unica manera de obtener ascas de tipo T, es si ocurre un entrecruzamiento cromosémico
después de la replicacion, entre dos de las cuatro cromatidas hermanas (Fig.1.8 c). Por lo
tanto, las ascas tipo T encontradas en el andlisis de tétradas son la evidencia de que el
entrecruzamiento cromosémico debe ocurrir después de la replicacion del material genético
(después de la fase S del ciclo celular). Como consecuencia, las ascas DNP se formarian
cuando hay dos eventos de entrecruzamientos cromosomicos después de la replicacion, lo
cual tendria una probabilidad baja, concordante con la que se recupera cuando hay

ligamiento.

Por lo tanto el entrecruzamiento cromosémico es mas probable que ocurra después de la
sintesis del DNA.

1.3 Mapeo genético

La consistencia de las frecuencias de recombinacién para dos genes ligados cualesquiera en
experimentos repetidos mostré que los genes tenian una posicion fija en los cromosomas, y
que todos los genes en un grupo de ligamiento tenian un orden lineal a lo largo del mismo
cromosoma (Sturtevant, 1913; Morgan et al., 1920). Esto implicaba que los cerca de 100
caracteres mutantes estudiados en Drosophila melanogaster debian encontrarse en cuatro
grupos, el namero de cromosomas de la mosca (Morgan, 1911; Morgan et al., 1915) y para
cada cromosoma podia determinarse el orden de los genes que lo componian (Sturtevant,
1913).
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Figura 1.8 Formacion de ascas para dos genes ligados: a) sin entrecruzamiento b) con entrecruzamiento
antes de sintesis c) un entrecruzamiento después de sintesis d) dos entrecruzamientos después de sintesis
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El mapeo genético es una herramienta que permite establecer el orden y la distancia entre
los genes con base en la frecuencia de recombinacion obtenida entre un par de genes y se

basa en dos generalidades:

-Si cada gen ocupa un lugar determinado (locus) en un cromosoma entonces las diferentes
proporciones de entrecruzamientos o frecuencias de recombinacion encontradas para
distintos pares de factores (genes) son una estimacién de la distancia que separa a los dos

genes a lo largo del cromosoma (Sturtevant, 1913; Morgan et al., 1915).

-Cuanto mayor sea la distancia entre dos genes, mayor sera la probabilidad de que ocurra
un entrecruzamiento entre ellos porque hay mas espacio para un evento que tendra lugar en
cualquier parte de la region. Si dos genes se encuentran méas cerca, hay menos espacio Y,
por tanto, menos posibilidades de un intercambio que tendra lugar entre ellos (Sturtevant,
1913; Morgan et al., 1915; Morgan, 1919; Morgan et al., 1920).

Por lo tanto, la frecuencia de recombinacién, que es la proporcién de recombinantes en la
descendencia total de la progenie y una medida indirecta del nimero de entrecruzamientos
que ocurrieron durante la formacion de los gametos, puede utilizarse como un indice de las

distancias entre dos genes (Sturtevant, 1913).

La distancia entre dos genes se expresa en unidades de mapa o centiMorgans. Las unidades
de mapa o centiMorgans son una medida funcional relativa, no representan medidas reales
de la longitud del cromosoma en micrometros u otras unidades fisicas (Avers, 1984,
Griffiths et al., 2002). Una unidad de mapa representa una porcion de la longitud del
cromosoma tal que, en promedio, en esta porcion se produce un entrecruzamiento por cada

100 gametos formados (Sturtevant, 1913).

Con esta herramienta se construy6 el mapa genético de cada uno de los cromosomas de
Drosophila melanogaster. Posteriormente los mapas genéticos fueron aplicados a otros

seres vivos.
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1.3.1. Mapeo de dos genes

El mapeo de dos genes nos permite determinar la distancia que hay entre genes que se

encuentran en el mismo cromosoma.

Primero es necesario caracterizar el fenotipo que producen los genes estudiados y sus alelos
alternativos, y obtener lineas puras para los dos genes estudiados. Después hay que hacer
una cruza progenitora, con los individuos de las lineas puras, para obtener organismos
dihibridos, es decir, organismos heterocigotos para los dos genes. Posteriormente se realiza
una cruza de prueba, con un organismo heterocigoto (obtenido en la cruza progenitora) y un
homocigoto recesivo para los dos genes implicados (Fig. 1.9). Finalmente se requiere
clasificar y contar la descendencia de la cruza de prueba en las cuatro categorias fenotipicas
para calcular la frecuencia de recombinacion entre los dos genes estudiados. El valor de la
frecuencia de recombinacion obtenido se traduce directamente en la distancia entre los

genes estudiados (Anexo Al.3).

Los estudios de ligamiento realizados con Drosophila y otros organismos indican que las
frecuencias de recombinacion que se pueden detectar varian entre 0 y 50% para dos genes

ligados en el mismo cromosoma (Avers, 1984).

. homocigoto homocigoto
Cruza de progenitores: ) B X . g
dominante recesivo
Cruza de prueba: heterocigoto X homqagoto
recesivo
. arentales
Fenotipos P

recombinantes

Figura 1.9 Esquemas de las cruzas para realizar el mapeo de dos genes.
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Si la frecuencia de recombinacién es menor 0.50, indica que los dos genes estudiados se
localizan en el mismo cromosoma, por lo que la tendencia a permanecer en el arreglo
original es funcién de la distancia a la que se encuentran en el cromosoma, hasta un limite
de 0.5, 50 % de recombinacion o 50 unidades de mapa, donde el efecto del ligamiento ya
no es detectable.

El porcentaje de recombinantes genéticos se convierte directamente en el porcentaje de
entrecruzamiento durante la formacion de los gametos y este porcentaje a su vez se traduce
en las unidades de mapa de distancia entre dos genes ligados (Sturtevant, 1913). No
obstante, el numero de recombinantes genéticos no es igual al ndmero de
entrecruzamientos, por lo tanto la distancia entre los genes no es exacta (Avers, 1984). Esto
debido a que los entrecruzamientos son un proceso aleatorio y entre dos genes (A y B)

puede ocurrir mas de un entrecruzamiento.

Una consecuencia del doble entrecruzamiento consiste en que el cambio en el arreglo de los
genes provocado por el primer entrecruzamiento se cancela cuando se presenta un segundo
evento de intercambio (Fig. 1.10). Con el fin de ver si el doble entrecruzamiento se produce
entre dos genes y la frecuencia en la que ocurre este proceso es necesario utilizar tres genes
(Sturtevant, 1913).

- . /
A B

a b
EEE——— L
l \ a b
—
Doble entrecruzamiento
Gametos

Figura 1.10 Representacion de un doble entrecruzamiento entre las mismas cromatidas, el orden de los
genes se mantiene en las gametas.
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1.3.2. Mapeo de tres genes

El mapeo de tres puntos detecta los dobles entrecruzamientos en una regién cromosomica,

ademaés de que permite conocer el orden de los genes a partir de una sola cruza.

Para realizar el analisis de ligamiento de tres genes: A, By C, al igual que el analisis de
dos genes es necesario partir de una cruza progenitora, para obtener organismos trihibridos

y con ellos realizar la cruza de prueba (Fig. 1.11).

A C B b
i ——— —_—
Cruza progenitora x — X : "
A C B a c b
_ ——]
A C B a c b
Fenotipo A,CyB Fenotipoa,cyb
Cruza de prueba At X g
A C B a c b
a c b I a c b l
a c b a c b
Fenotipo A,CyB Fenotipoa,cyb

Gametas del heterocigoto:

Progenie
A C a c b a C B A c b a c B A C b A c B a C b
. I o] 2 —0 @ bt -— -
a C e ¢ cb'a cb. a cb.a cb.a cb. a cb.a cb.

Fenotipo A,Cy B Fenotipoa,cyb Fenotipo a,C,B Fenotipo A,cy b Fenotipoa,cy B Fenotipo A,Cyb  Fenotipo A,cyB Fenotipoa,Cyb

Parentales Recombinantes sencillos: Recombinantes sencillos: Dobles
Regidn | Regidon Il recombinantes
Ala C/c  B/b
Ala C/c  B/b
Region | Region Il

Figura 1.11. Mapeo de tres puntos para genes autosdmicos. Los cromosomas encerrados en un circulo
representan los gametos formados por el individuo heterocigoto, las gametas del organismo homocigoto
recesivo no se representan porque todas son portadoras de los genes a, cy b. En la progenie se representa
la progenie resultante de la unién de los gametos del heterocigoto con los gametos del homocigoto
recesivo, su clasificacion y el nimero de progenie por categoria. En el cromosoma de la parte inferior se
indican la Regidn l y la region Il.
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Debido a que ahora se utilizan tres genes, en la cruza de prueba se esperan ocho categorias
fenotipicas. Para facilitar el analisis se denominara region | al espacio entre los genes A'y

Cy region Il al espacio entre los genes Cy B (Fig. 1.11).

En cada tétrada de un organismo trihibrido (ACB/acb) pueden ocurrir: 1) ningun evento de
intercambio por lo que sélo se produciran gametas con los arreglos parentales (ACB, acb) ;
2) un evento de intercambio en la regién | 6 en la region 11, por lo que se obtendran gametas
recombinantes simples (aCB, Acb y acB, ACb para las regiones | y Il, respectivamente) y
3) dos eventos de intercambio, uno en la region | y uno en la region 11, los que produciran
gametas AcB y aCb. (Fig. 1.12). El arreglo de los genes externos se mantiene, pero el gen
de en medio cambio, lo que es indicativo de la presencia de dos eventos de intercambio,

uno entre Ay C y otro entre c y B.

A C B

A C B >

Parentales A c b >
a c b
A C B

Recomb_lpantes a b >
Regién |

(A-B) a c b

A C B

Recombinantes A C\/B

Regién Il a cf\b

B-C

(B-C) a c b

A C B
Dobles A 2>
Recombinantes ! -

(A-B) (B-C) a c b

000 000 o0

Figura 1.12. Tipos de gametas formadas por un organismo trihibrido, dependiendo si no hay
entrecruzamientos o si hay entrecruzamientos sencillos o dobles.
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La descendencia de la cruza se debe clasificar y contar por fenotipos. Primero se debe
determinar los fenotipos parentales, que son las dos categorias con mayor namero de
progenie que se complementan entre si, es decir, que reconstruyen el arreglo de genes del
heterocigoto (ACB/acb) (Avers, 1984; Griffiths et al., 2003; Pierce, 2010). Después hay
que identificar los fenotipos dobles recombinantes, que corresponden a las dos categorias
complementarias pero con menor progenie, debido a que la probabilidad de que se
produzca un doble entrecruzamiento es menor que la de un entrecruzamiento sencillo
(Avers, 1984; Griffiths et al., 2003; Pierce, 2010).

Posteriormente hay que comparar los fenotipos de los parentales y los dobles
recombinantes, el fenotipo en el que difieran corresponderd al gen que se encuentra en
medio; ya que para producir un doble entrecruzamiento, debe ocurrir un entrecruzamiento
en el espacio entre el gen que estd en medio y el gen que estd a su derecha y otro
entrecruzamiento entre el gen que se encuentra en medio y el gen a su izquierda. Por lo que
el gen que se encuentra en medio cambiara su arreglo respecto a los parentales (Avers,
1984) indicando el orden de los genes (Fig. 1.13).

Una vez ordenados los genes correctamente se escriben los genotipos correctos con el fin
de determinar los sitios donde han ocurrido los entrecruzamientos sencillos. Las cuatro

categorias fenotipicas restantes corresponden a los recombinantes sencillos.

Ala B/b C/c

Ala B/b C/c

Ala C/c B/b ACB ai:b parentales

Afa C/c  B/b Ach aCb recombinantes
C/c Afa B/b
2

C/c A/a B/b

Figura 1.13. Los cromosomas naranjas representan las tres formas en las que se pueden ordenar los tres
genes: A, By C. La segunda secuencia es el orden correcto de los genes ya que al comparar los fenotipos
parentales y dobles recombinantes el gen que cambia es el C lo que indica que es el gen que esta en
medio.
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Finalmente, el porcentaje de entrecruzamiento se calcula por separado para cada region.
Para calcular los entrecruzamientos en la region | se suma el total de dobles recombinantes
mas el total de recombinantes sencillos para esta region y se dividen entre el total de
individuos recobrados. De la misma manera, se suman los dobles recombinantes, méas los
recombinantes sencillos para la regién dos y se dividen entre el total de individuos
recobrados (Avers, 1984; Griffiths et al., 2002; Griffiths et al., 2003; Pierce, 2010). Las
frecuencias de recombinacion obtenidas representan la distancia que hay entre los genes
(Anexo 1.4).

El mapeo genético permite establecer la disposicidn de los genes en los cromosomas, que
se representa esquematicamente como un mapa cromosomico unidimensional, que muestra
las posiciones de los genes y la distancia que hay entre ellos. Esta informacion es crucial
para construir genotipos complejos requeridos para fines experimentales, para aplicaciones
comerciales o para explorar la interaccion entre genes. Ademas, este tipo de metodologia

permite predecir el tipo y proporcion de los fenotipos de la progenie en cruzas nuevas.

Sturtevant (1913) fue el primero en obtener un mapa genético, a partir de las frecuencias de
recombinacién obtenidas de un conjunto de cruzas que involucraban genes ligados al
cromosoma X de Drosophila melanogaster y desde entonces se han construido mapas
genéticos de los cuatro cromosomas de la mosca del vinagre con aproximadamente 3800
genes, un cuarto del total han sido mapeado por recombinacién (Kafatos et al., 1991).

La mosca del vinagre Drosophila melanogaster, fue introducida en la investigacion
geneética por Thomas Morgan y desde entonces se convirtio en uno de los organismos mas
estudiados. Actualmente es un modelo biolégico empleado en diferentes disciplinas
cientificas para la investigacion de diversos procesos bioldgicos en comudn con otros
eucariontes incluidos los humanos (Adams et al., 2000) ya que el conocimiento sobre la
estructura y funcion de su genoma es mucho mayor que el de otros organismos
multicelulares. EI genoma de D. melanogaster publicado en el 2000 mostré que contiene
180 Mb, de los cuales 120Mb es eucromatina con aproximadamente 13, 601 genes que se
distribuyen en un cromosoma sexual, dos autosomas largos y un pequefio autosoma que

contiene solo alrededor de 1 Mb de eucromatina (Adams et al., 2000).

21



1.4 Drosophila melanogaster como modelo biol6gico

La palabra “Drosophila” proviene del griego y significa amante del rocio, probablemente
refiriéndose a la atraccién de estas mosca por los frutos himedos; melanogaster significa
vientre negro, debido a la punta de color negro del abdomen del macho de la especie. Por lo

tanto D. melanogaster significa "amante de rocio de vientre negro™ (Powell, 1997).

La mosca del vinagre, Drosophila melanogaster, es un insecto homometébolo, que
pertenece al orden Diptera, (Demerek, 1994) dentro del grupo artificial llamado
melanogaster del subgénero Sophophora (Jeffs et al., 1994; Russo, 1995), que contiene mas
de 150 especies (Jeffs et al., 1994; Powell 1997; Schawaroch,2002).

D. melanogaster es una especie cosmopolita (Bock y Wheeler, 1972), se localiza
especialmente en las frutas suaves, donde la fermentacion se ha iniciado y en general en

alimentos con alto contenido de acido acético (Ramos et al., 1993; Powell, 1997).

Entre las ventajas que presenta Drosophila melanogaster se encuentran el tiempo
generacional, aproximadamente de 10 a 12 dias a 25°C y 60% de humedad (Fig. 1.14). Por
otra parte su mantenimiento es de bajo costo y requiere de poco espacio, la progenie
promedio por hembra son 500 huevos (Sobels y Vogel, 1976; Vogel, 1987). Ademas se
cuenta con méas de 12,000 cepas con marcadores especificos (Lindsley y Zimm, 1992) lo
que permite elaborar diferentes tipos de cruzas para detectar y caracterizar la accion de

agentes mutagenicos (Vogel, 1974).

Figura 1.14 Ciclo de vida de las moscas del vinagre: hembras y machos. Modificado de Linda Mufioz
Martinez.
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En contraste con otros sistemas de prueba, donde solo puede ser estudiado una clase de
dafo genético, Drosophila melanogaster permite determinar diferentes tipos de dafio en
distintos tipos celulares, tanto para hembras como para machos (Vogel,1974) entre las que
se incluyen: mutaciones puntuales, no disyunciones, translocaciones e inversiones
cromosomicas, genes letales dominantes, genes letales recesivos y recombinacion (Sobels,
1974).También es una poderosa herramienta para estudiar la reparacién del rompimiento de
ADN de cadena doble (Dezzani et al., 1982).

D. melanogaster tiene la capacidad biotransformacion de compuestos debido a la presencia
de un complejo enziméatico microsomal parecido a la fraccion S9 del higado de los
mamiferos (Sobels y Vogel, 1976; Baars, 1980) la cual contienen numerosas enzimas de la
familia P450 (Klaassen y Watkins, 2006). D. melanogaster tiene 90 genes pertenecientes a
la familia del citocromo P450 (Adams et. al., 2000). Estas enzimas participan de manera
importante en la activacién de promutagenos y en el metabolismo de xenobidticos (Clark,
1982; Hallstrom, 1981 a, b), en particular en el de moléculas que contienen atomos de
nitrogeno, como es el caso de aminas (Zijilstra y Vogel,1988). Las larvas de tercer estadio
presentan activas la mayoria de las rutas metabdlicas que se expresaran en la mosca adulta
(Hallstrom et al., 1981; Clark, 1982).

Por esta razon D. melanogaster ha sido un modelo bioldgico utilizado ampliamente para el
estudio de compuestos promutagenos, como la NaNs.

1.5 Caracteristicas de la Azida de sodio
1.5.1 ;Qué es la azida de sodio?

La azida de sodio (NaNs) es una sal incolora o blanca, sin olor, soluble en agua y
ligeramente soluble en alcohol (Index Merck,1989), forma parte de las azidas inorganicas y
tiene un pK de 4.8 (Kleinhof et al., 1978). Este compuesto tiene una amplia variedad de

usos en la industria, la agricultura, la medicinay la investigacion.

En la industria es un reactivo comdn en la sintesis organica, ya que tiene una gran

capacidad para realizar numerosas reacciones y producir &tomos de nitroégeno, por lo que
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se emplea como detonador, en la produccion de caucho, en la purificacion de aleaciones de
aluminio y de silicon con aluminio, para prevenir la oxidacion del acero y recientemente
para inflar bolsas de aire de seguridad en los automoviles (Tomlinson,1980). En la
agricultura es utilizada como herbicida, nematicida y fungicida, estimulante de la
germinacion de semillas, inhibidor de la nitrificacién y como desinfectante de granos. En
medicina, es un conservador de productos de diagnéstico y es empleado como un agente
contra la hipertension, ya que disminuye la presion arterial. En investigacion es utilizada
como un inhibidor de la respiracion celular, bactericida y como un agente para seleccionar

bacterias gran positivas (Sander et al., 1978;Kleinhof et al., 1978; Arenaz et al.,1989).
1.5.2. Mecanismos de accion de la NaNs.

La NaNs inhibe a las hemoproteinas, enzimas que contienen cobre, zinc u otros metales,
como: la catalasa, el citocromo c, la reaccion de indofenol y la anhidrasa carbonica. Estos
efectos se deben principalmente a la interaccion de la azida con el grupo hemo que
contienen algunas proteinas. La inhibicion puede efectuarse al combinarse la azida con un
sitio de unién del metal en la forma de &cido libre HN3 o en forma del compuesto idnico
Nz-. (Kleinhof et al., 1978).

La NaNs, es un promutageno que es metabolizado in vivo e in vitro a B azidoalanina
(Owais et al., 1979; Owais et al., 1983; Owais y Kleinhofs, 1988) el intermediario mas
estable de la azida debido a los grupos aminos libres que presenta (Owais et al., 1981,
Owais et al., 1983), los cuales son esenciales para la actividad mutagénica en S.
typhimurium (La Velle y Mangold, 1987). La B azidoalanina es un compuesto fuertemente
polar, soluble en agua, alcohol y dimetil-foramida, se recristaliza con gran dificultad, fue
encontrado en cebada (Owais et al., 1978) y bacterias (Owais et al., 1979). La enzima
involucrada en la conversion de la azida a la azidoalanina es la o-acetil-L-serina (thiol)
sulfidrilasa (Owais et al., 1981; Rosichan et al.,1983).

En bacterias como Staphylococcus aureus (Nilan et al.,1973;0wais et al.,1988),
Escherichia coli (Kleinhofs et al., 1978) y Salmonella typhimurium (Kleinhofs et al., 1975;
Kleinhofs et al., 1978) la NaNs es un mutageno potente. Sin embargo, en organismos

eucariontes los resultados son controversiales.
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En plantas se ha encontrado que la azida es un mutageno potente en semillas de cebada
(Nilan et al., 1973) chicharos (Hadwiger et al., 1976; Sander y Muehlbauer, 1977) habas y
maiz (Kleinhofs et al., 1978). Pero en Arabidopsis thaliana (Gichner y Valeminsky,1977) y
violetas africanas (Warfield,1974) la azida de sodio no presenta actividad mutagénica, de
la misma manera que en Neuroespora (Tomlinson,1980). En células de hamster chinos
(Jones et al., 1980) y ratdn (Slamenova y Gabelova, 1980), la NaN3z presenta una respuesta
mutagénica debil; en cebada (Nilan et.al., 1973; Sander et. al., 1978) y leucocitos humanos
(Sander et al., 1978) no induce aberraciones cromosémicas, ni intercambio de cromatidas
hermanas (Arenaz, 1983).

En el caso de Drosophila melanogaster el efecto mutagénico de la NaNs se ha evaluado
mediante la prueba de genes letales recesivos, los resultados han sido negativos cuando la
exposicion se ha hecho por inyeccion de adultos (Clark, 1958; Sadig y Owais, 2000),
alimentacion de larvas y por inmersion de larvas y adultos (Kleinhof et al., 1978); pero
cuando son expuestos machos adultos hay una respuesta significativa (Kamra y Gollapudi,
1979). Otro estudio, que cuantifica la induccion de mutacion somatica y recombinacion
mitotica (prueba SMART), muestra que la exposicion de larvas del tercer estadio induce

reparacién por recombinacién somatica (Gonzalez y Ramos, 1997).

El mecanismo mutagénico de la laNaNz ain no ha sido establecido. Se ha reportado que en
microesporas y semillas de cebada, asi como en leucocitos humanos la NaNz no interactla
directamente con el DNA (Sander et al.,1978) por lo que se ha propuesto que este
compuesto actla de manera indirecta (Arenaz, 1983) al inhibir la catalasa y peroxidasa
genera la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como el perdxido de
hidrégeno (Nilan et al., 1973; Kleinhofs et al.,1975) los cuales producen dafios
acumulativos en el DNA. Otros estudios han reportado el potencial clastogénico de la
NaNs en Tradescantia (Ma, et al., 1994), Vicio faba (Kanaya et al., 1994) y Drosophila

melanogaster (Gonzélez y Ramos, 1997)

Aunque han sido ampliamente estudiadas las propiedades genotdxicas de la NaNs, su

espectro mutagénico in vivo es aun controversial (Gonzalez y Ramos, 1997).
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Justificacién

Los factores ambientales modulan los patrones de evolucién. La evolucién es el proceso de
cambio, adaptacion y diversificacion de las poblaciones a través del tiempo. Subyacentes a
todos estos cambios se encuentran las modificaciones en el material hereditario. Los
cambios en el ambiente pueden alterar la calidad, cantidad y expresion del material
genético. No obstante, se ha estudiado poco acerca del impacto del ambiente en procesos
considerados altamente conservados como el entrecruzamiento cromosémico entre genes
ligados en las células germinales y su posible impacto en las proporciones de nuevas
combinaciones genéticas, las cuales en corto plazo, generan gran parte de la variacion de
las poblaciones (Futuyma, 1998; Griffiths et al., 2003) y a largo plazo, contribuyen a la

diversidad bioldgica.

26



Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es evaluar si la frecuencia de recombinacion entre
genes del cromosoma X de células germinales de Drosophila melanogaster es modificada

por la exposicion a NaNs.
Como objetivos particulares se plantearon:

i).- Evaluar el efecto de la NaNsz en los organismos expuestos y el impacto en sus
descendientes, a partir de los siguientes biomarcadores: Indice de sobrevivencia,

Proporcion sexual, Fertilidad, Progenie por machos y Fecundidad.

ii) Determinar frecuencias de recombinacion entre los genes (white—miniature) a partir de

mapeo de dos genes con la cepa wm.

iii) Estimar las frecuencias de recombinacion entre los genes (yellow-white) y (white—

miniature) a partir de mapeo de tres genes con la cepa ywm.

iv) Calcular las frecuencias de recombinacion entre los genes (white—miniature) vy

(miniature-forked)a partir de mapeo de tres genes con la cepa wmf.

v) Evaluar si las frecuencias de recombinacion entre los diferentes pares de genes cambian

en funcién de la concentracion de NaNs .

vi).- Determinar el tipo de progenie en la F2 y su proporcion en funcion de la concentracion
de NaNs.
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Hipotesis

Los cambios en el ambiente como la exposicion a azida de sodio (NaNs) modificara la

recombinacion meidtica de Drosophila melanogaster.

Las frecuencias de recombinacion obtenidas para cada sistema de cruza pueden verse
influidas por los efectos toxicos y reprotdxicos de los organismos expuestos a NaNs, ya que
son estimadas a partir de la descendencia de la progenie de machos silvestres

sobrevivientes a la exposicion de NaN:s.

El efecto de la NaNs en las frecuencias de recombinacién entre los genes (white—

miniature) serd el mismo para los tres sistemas de cruzas.

Si existe un cambio inducido por la NaNs, éste sera méas evidente en las frecuencias de
recombinacion entre los genes mas proximales (yellow-white) que entre los genes mas
alejados: (white—miniature) y (miniature-forked), ya que la probabilidad de que estos dos

genes se entrecrucen dos veces es muy baja (Sturtevant, 1913).

Si la frecuencia de recombinacion es sensible a los cambios en el ambiente, la NaN3

modificara la proporcion de los fenotipos en la F».
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1. METODOLOGIA

2.1 Tratamiento con NaNs
2.1.1 Obtencion de larvas para tratamiento

Para obtener las larvas para el tratamiento se cruzaron hembras y machos silvestres en
frascos con medio nuevo por un periodo de 8 horas, con la finalidad de colectar huevos, al
termind de este periodo se obtuvieron larvas de 72 horas que se extrajeron por el método
de Notinger (1970) el cual consiste en separar las larvas del medio mediante un gradiente

de densidad generado por una disolucion de sacarosa al 20%.
2.1.2 Tratamiento

Se disolvieron 2.4mg de azida de sodio en 10ml de agua destilada obteniendo una
disolucion de 3.6 mM, a partir de la cual se realizaron nueve diluciones sucesivas con las
siguientes concentraciones: 0.125, 0.00049, 3.1E-05, 3.8E-06 , 2.4 E-07, 1.9 E-09, 1.5 E-
11, 1.8E-12 y 1.13E-13mM. Como testigo negativo se ocupé agua destilada.

De las diluciones realizadas se tomaron 4.5ml por cada concentracién que se mezclaron
con 1g de medio instantdneo (Carolina Biological Supply) contenido en tubos
homeopaticos. Por cada concentracion se realizaron dos repeticiones. Posteriormente se
colocaron aproximadamente 100 larvas de 72 horas de edad a cada tubo homeopético,
donde permanecieron hasta el periodo de pupacién (donde no ingiere alimento),

sometiéndose a un tratamiento subcronico via alimentacion (72X48 hrs).

Después de una semana se recobraron los adultos emergidos, los cuales se separaron y

clasificaron por sexo, para obtener el indice de sobrevivencia y la proporcion sexual.
2.2 Mapeo genético
2.2.1 Cepas para el mapeo genético

Se utilizaron cuatro cepas de Drosophila melanogaster, una cepa de moscas silvestres

(Canton-S) y tres cepas mutantes (wm, ywm y wmf) involucrando los marcadores (Fig.2.1):
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y (yellow) gen localizado en el cromosoma X a 0.0 unidades de mapa um (John Innes
Laboratory, 1941; Meyer,1963; Mickey,1963; Neel,1942; Férnandez Gianotti, 1950,
University of Buenos Aires, 1951; Lindsley y Zimm, 1992), las moscas que presentan este
fenotipo tienen el cuerpo color amarillo; pelos y cerdas cafés con puntas amarillas y las
venas Yy pelos de las alas color amarillo (Lindsley y Zimm, 1992).

w (white) gen localizado en el cromosoma X a 1.5 um (Mickey,1963, Farmer, 1974;
Lindsley y Zimm, 1992) las moscas con este fenotipo presentan los ojos de color blanco
(Lindsley y Zimm, 1992).

m (miniature) gen localizado en el cromosoma X a 36.1 um (Kaufman,1969; Lindsley y
Zimm, 1992), provoca que las moscas con este fenotipo tengan el tamafio de las alas
reducido, solo ligeramente méas largas que el abdomen y con proporciones normales. Las
alas son de color gris oscuro y menos transparentes que las silvestres (Lindsley y Zimm,
1992).

f (forked) gen localizado en el cromosoma X a 56.7 um (Neel, 1942, Williams, 1956,
Oliver, 1939, Buzzati-Traverso, 1947, Goldschmidt, 1944, Mickey, 1952, University of
Buenos Aires, 1951;Lindsley y Zimm, 1992)las moscas presentan cerdas acortadas,
retorcidas y dobladas con los extremos bifurcados o totalmente doblados (Lindsley y
Zimm, 1992).

a)

b)

Figura 2.1 Marcadores fenotipicos: a) yellow; b) white; c) miniature; d) forked. Las flechas sefialan: a)
cuerpo b) ojos c) alas d) cerdas.
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2.2.2 Mapeo genético

Se realizaron tres tipos de cruzas con machos silvestres tratados y hembras virgenes no

tratadas de las cepas: wm, ywm, y wmf (Fig. 2.2).

Cepa Fenotipo Genotipo

+ + + +
silvestre 8 S——
Cuerpo café
ojos rojos
alas largas
cerdas regulares
vtw m £+
wm a ] [@®
Ojos blancos
alas reducidas
f+
ywm i ——Twe
Cuerpo amarillo
ojos blancos
alas reducidas
t w
wmf ga—i e

Ojos blancos
alas reducidas
Cerdas bifurcadas

Figura 2.2 Cepas de Drosophila melanogaster utilizadas para el mapeo genético.

Para determinar si la frecuencia de recombinacion entre los genes seleccionados se
modifico se seleccionaron aleatoriamente 10 machos por concentracién de las moscas
recobradas del tratamiento de NaN3z. Cada macho se colocd en un tubo homoepético con
medio de cultivo con una hembra virgen (wm, ywm y wmf). Obteniendo 10 cruzas
individuales por concentracion, por cada linea (Para la cruza wm/wm x w+m-+/Y, se inicid

con 15 parejas progenitoras).

Después de 13 dias se recuperaron la F1 de cada cruza progenitora y se cuantificd la
frecuencia de machos y hembras para cada uno de los viales. Por cada concentracion se

escogieron cinco viales de manera aleatoria (Para la cruza wm/wm Xx w+m+/Y, se
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escogieron 8 viales).Por cada vial escogido, se tomaron cinco hembras y cinco machos
hermanos para cruzarse (FixFi) y obtener una F,. Las cruzas se hicieron de manera
individual, en un vial con medio de cultivo se colocaron una hembra y un macho, de
manera que se obtuvieron 25 viales sembrados por concentracion, (Para la cruza wm/wm X

w+m-+/Y, se obtuvieron 40 viales) (Fig. 2.3).

Pasados 13 dias emergieron los adultos pertenecientes a la F2, para cada vial se conto el
namero de machos y hembras de cada uno de los fenotipos posibles que corresponden a las
diferentes categorias de recombinantes y no recombinantes de cada sistema de cruza, wm
(Fig. 2.4), ywm (Fig.2.5) y wmf (Fig. 2.6).

Para la linea wm se hicieron dos repeticiones y para las lineas ywm y wmf se hicieron tres

repeticiones.

Las tres cepas mutantes que se utilizaron para el mapeo genético tienen en comun los genes
white y miniature, los cuales estan separados por 34 um (Fig.2.7) por lo tanto se obtuvo la
frecuencia de recombinacién entre estos dos genes a partir de cada sistema de cruza,
permitiendo evaluar si el efecto de la NaNs en las frecuencias de recombinacion es similar

en los tres casos e independiente de las cepas utilizadas para el mapeo.

Ademaés, como las cepas ywm y wmf tienen un tercer marcador fenotipico nos permitid
calcular las frecuencias de recombinacion entre otras parejas de genes. En el caso de la cepa
ywm ademas de los dos marcadores mencionados tiene al gen yellow, el cual esta localizado
la izquierda del gen white a 1.5 um., lo que permitid obtener la frecuencia de
recombinacion entre dos genes de una region adyacente a la region en comun (Fig.2.7).
Mientras que la cepa wmf tiene al gen forked que se ubica a la derecha del gen miniature a
una distancia de 20 um.(Fig.2.7), obteniendo las frecuencias de una region adyacente a la

region entre los genes white- miniature.
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Figura 2.4 Sistema de cruzas para el mapeo de dos genes (white-miniature), en la F, se muestra las categorias fenotipicas resultantes.
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Figura 2.5

Sistema de cruzas para el mapeo de tres genes (yellow-white-miniature), en la F, se muestra las categorias fenotipicas resultantes.

35



Ojos blancos
alas reducidas

Silvestre
Cerdas bifurcadas

NT T
+ + I+
p ! .

Cerdas bifurcadas
Fl v 4 (e

Silvestre Ojos blancos
alas reducidas

W m+ f+ .
Parentales Recombinantes
Ojos blancos
alas reducidas Alas reducidas Ojos blancos Ojos blancos
Cerdas bifurcadas cerdas bifurcadas alas reducidas cerdas bifurcadas

i i o e e | ¥ ey e IR e e
R 44 - > | i e > | v e S| e v

Silvestre Ojos blancos Cerdas bifurcadas Alas miniatura
pias e i e £ e i P le A e i e | i & T——
i Pie v 4 y P le va i e > g (* Pie =

Figura 2.6 Sistema de cruzas para el mapeo de tres genes (white-miniature-forked), en la F, se muestra |4

s categorias fenotipicas obtenidas.
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Sistemas de cruzas
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Figura 2.7 Sistemas de cruzas utilizadas para el mapeo genético y la region del cromosoma X

analizada en cada caso.
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2.3 Analisis de resultados: efecto de la NaNs en los organismos expuestos y en su

progenie.
2.3.1 Efecto toxico: Indice de sobrevivencia (IS) y Proporcion sexual (PS)

El indice de sobrevivencia (IS) permite la evaluacion del dafio a las moscas expuestas a
NaNs3 en funcién del nimero de organismos adultos recuperados del tratamiento durante su

estadio larvario.

Para obtener el indice de sobrevivencia se obtuvo el cociente del total de los organismos
recobrados para cada concentracion de cada serie entre el nimero de organismos

recobrados en el testigo de cada serie (Arellano, 2002):

# total de moscas recobradas por [X] NaN,
indice de sobrevivencia =

# total de moscas testigo

Para determinar si hubo un efecto del tratamiento en el nimero de machos y hembras
recobradas se calculd la proporcién sexual dividiendo el total de machos o hembras
recobrados entre el nimero total de machos y hembras recobrados para cada [X] NaNs vy el
testigo de cada serie:

# de machos o hembras recobradas por [X] NaN, o en el testigo

Proporcion sexual =
# total de moscas recobradas por [X] NaN, o en el testigo

Posteriormente se obtuvo el promedio del IS y PS para el testigo y cada [x] de NaNa.

Para determinar diferencias significativas en el IS y PS para cada [x] de NaN3zy el testigo se
utilizé una prueba de ANOVA de una via para cada uno, y una prueba de Tukey cuando el
ANOVA mostrd diferencias significativas.

2.3.2 Efecto reprotoxico: Fertilidad (F), Promedio de la progenie por macho (PPM) y
Proporcion sexual de la progenie (PS).

La fertilidad evalua el posible dafio en la capacidad reproductora de los machos expuestos

a NaNs. Para cada sistema de cruza progenitora del mapeo de dos y tres puntos se obtuvo la
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progenie F1, a partir de la cual se calcul6 la fertilidad dividiendo el nimero total de machos
que produjeron progenie entre el total de machos que se cruzaron para cada [X] NaNzy el

testigo de cada sistema de cruza :

# de machos con progenie por [X] NaN, o en el testigo
Fertilidad =

# total de machos cruzados por [X] NaN, o en el testigo

Para determinar diferencias significativas, se realizd un prueba de Z para proporciones
comparando la proporcion de machos fertiles cada [x] de NaNz con la proporcion de

machos fértiles del testigo.

El promedio de la progenie por macho (PPM) evalud si se modificé la cantidad de la
progenie de los machos expuestos a NaNz. La PPM se obtuvo dividiendo el nimero total de
progenie entre el numero total de machos que tuvieron hijos. Se calcul6 para cada [X] de

NaN3 y el testigo por repeticion de cada sistema de cruza:

Promedio de la progenie # de machos con progenie por [X] NaN, o en el testigo

por macho =

# total de machos cruzados por [X] NaN, o en el testigo

Posteriormente se obtuvo el promedio del PPM de las tres repeticiones que se hicieron para
cada sistema de cruza. Para determinar diferencias significativas en la PPM en las [x] de
NaNs y el testigo se realiz6 una ANOVA de una via por sistema de cruza y una prueba de
Tukey cuando el ANOVA mostro diferencias significativas.

Para determinar cudntas hembras y machos se obtuvieron en la progenie de machos

silvestres tratados y hembras no tratadas se calculo la proporcion sexual como se indico.
2.3.3 Efecto transgeneracional: Fertilidad y Fecundidad de la progenie.

La progenie obtenida en la F, se utilizd para evaluar si la capacidad reproductora de la
progenie Fi(no tratada) producida por los machos tratados disminuyd y se calculd la
fertilidad de la misma manera que se presentd en el punto 3.5.2., solo que ahora de la

progenie de los machos tratados con NaNzy hembras no tratadas.
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La Fecundidad (Fe) refleja el nimero de moscas producidas por cada hembra de la F1 no
tratada, y se obtiene dividiendo el nimero total de progenie entre el nimero total de

hembras, esto se hace para cada [X] de NaNsy para el testigo:

# total de progenie por [X] NaN, o en el testigo
Fecundidad =

# total de hembras cruzadas por [X] NaN; o en el testigo

Con este parametro se evalué el numero de hijos que tuvo la progenie de los machos

tratados con NaN3z y hembras no tratadas.

Se obtuvo el promedio de la Fe de las tres repeticiones que se hicieron para cada sistema de
cruza. Para determinar diferencias significativas en la Fe en las [x] de NaN3y el testigo se
realizd6 una ANOVA de una via por sistema de cruza y una prueba de Tukey cuando el

ANOVA mostré diferencias significativas.

Se determind el nimero de hembras y machos de los hijos de la progenie de machos
silvestres tratados y hembras no tratadas, y se calculé la proporcion sexual de la manera que

se sefial6 en el apartado 3.5.1.

2.4 Determinacién y analisis de las frecuencias de recombinacion.
2.4.1 Mapeo de dos genes.

Para la cruza de mapeo de dos genes se utilizaron hembras heterocigotas y machos
hemicigotas para los genes w-m, en la progenie se obtuvieron cuatro categorias fenotipicas,

dos con fenotipos parentales y dos con fenotipos recombinantes.

La frecuencia de recombinacién (FR) entre el gen w y m, se estimbé como propuso
Sturtevant (1913) a partir del numero total de moscas con fenotipo recombinante entre el

total de moscas obtenidas en la F> para cada [X] de NaNs y para el testigo de cada

repeticion:
Frecuencia de # de moscas recombinantes en la F, por [X] NaN, o en el testigo
recombinacién =
entre w-m # total de moscas de la F, por [X] NaN, o en el testigo
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Para evaluar si las frecuencias de recombinacién entre los genes w-m fueron modificadas
por la exposicion de los machos silvestres progenitores a NaN3 se usé el ndmero de
moscas recombinantes totales del testigo y de cada [x] de NaNs para calcular la FR. Las
diferencias significativas, se obtuvieron mediante una prueba de Z para proporciones
comparando la frecuencia de recombinacién de cada [x] de NaNs con la frecuencia de

recombinacion del testigo.
2.4.21 Mapeo de tres genes

Para la cruza de mapeo de tres genes se utilizaron hembras heterocigotas y machos
hemicigotos para los tres genes (y-w-m o w-m-f), en la progenie se obtuvieron ocho
categorias fenotipicas para cada sistema de cruza: dos con fenotipos parentales y cuatro

con fenotipos recombinantes simples y dos con fenotipos de dobles recombinantes.

Para el sistema de cruza con la cepa ywm, la frecuencia de recombinacion entre el gen'y -w,
y entre los genes w-m se estimd como propuso Sturtevant (1913) para el mapeo de tres
genes a partir del namero de recombinantes simples mas los dobles recombinantes entre el

total de moscas obtenidas en la F, para cada [X] NaNzy para el testigo:

Frecuencia de # de moscas recombinantes w-m mas los dobles recombinantes

recombinacion =
entre w-m # total de moscas de laF,

) # de moscas recombinantes m-f mas los dobles recombinantes
Frecuencia de

recombinacion
entre y-w. # total de moscas de laF,

De la misma manera se obtuvieron las FR entre los genes w-m y m-f para el sistema de

cruza con la cepa wmf :

Frecuencia de # de moscas recombinantes w-m mas los dobles recombinantes

recombinacion
entre w-m # total de moscas de laF,

) # de moscas recombinantes m-f mas los dobles recombinantes
Frecuencia de

recombinacion
entre m-f. # total de moscas de la F, a1




: # de moscas dobles recombinantes en la F,
Frecuencia de

dobles =
recombinante . # total de moscas de laF,

Para evaluar si las frecuencias de recombinacion entre los genes involucrados en cada
sistema de cruza de tres genes fueron modificadas por la exposicion de los machos
silvestres progenitores a NaNs se utilizo el nimero de moscas recombinantes totales del
testigo y de cada [x] de NaNsse determino la FR total del testigo y para cada [x] de NaNs.
Para determinar diferencias significativas, se realizé un prueba de Z para proporciones
comparando la frecuencia de recombinacion de cada [x] de NaNz con la frecuencia de

recombinacién del testigo.

2.5 Tipoy proporcion de fenotipos obtenidos en la F2

Para cada sistema de cruza se calculd la proporcién de recombinantes respecto a los
parentales (R/P), permitiendo estimar si el nUmero de recombinante fue menor, mayor o
igual que el nimero de parentales en la F, de cada concentracion respecto al testigo.
Posteriormente se evalud si todos los recombinantes contribuyeron en la misma intensidad
calculando la proporcién de fenotipos de tipo recombinantes (recombinantes sencillos
region | y region dos y dobles recombinantes para los sistemas de mapeo de tres genes).
Las diferencias significativas se obtuvieron mediante una prueba de Z para proporciones

entre las[ x] de NaNs y el testigo.

Para evaluar la distribucion del nimero de categorias fenotipicas por familia se modificd

con las diferentes concentraciones de NaNs se utilizd una prueba de X 2 de independencia.
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I11. RESULTADOS

Para un mejor analisis de los resultados, este trabajo se dividid en tres etapas. En la
primera se evaluo el efecto de la NaNs en los organismos expuestos. La segunda consistio
en analizar el efecto de la NaNs en la progenie de los organismos expuestos. Finalmente en
la ultima se evalu6 el efecto de la NaN3 en la recombinacién de células germinales y su

impacto en las proporciones fenotipicas.
3.1 Efecto de la NaNsen los organismos expuestos.
3.1.1Efecto toxico de la NaNs.

Los organismos pueden presentar respuestas toxicas e incluso la muerte ante la exposicién
a un compuesto determinado. Para evaluar si existe un efecto toxico en moscas silvestres
expuestas a diferentes concentraciones de NaNs se calcul6 el indice de sobrevivencia (IS).
A partir de éste se determind que la NaNs tiene un efecto toxico en las concentraciones
mayores a 0.125 mM (Fig. 3.1a) ya que se encontraron diferencias significativas en el IS de
las moscas tratadas con NaN3s (Foe,146 =3.049; p<0.05).

Tabla I. indice de sobrevivencia y Proporcién sexual de moscas
silvestres tratadas con NaN,.

[NaN3] N IS £+ ee a PSh £+ ee aPSmz* ee a
testigo 1394 1.00 + 0.00 0.50 * 0.019 0.50 £+ 0.019

1.13E-13 845 085 + 0.07 - 0.48 +£0.017 - 052 +0.017 -
1.82E-12 1114 0.80 + 0.03 - 0.49 +0.013 - 0.51 + 0.013 -
1.46E-11 1280 094 + 0.06 - 0.47 +0.026 - 0.53 + 0.026 -
1.86E-09 1218 0.88 + 0.05 - 049 + 0.016 - 0.51 % 0.016 -
2.38E-07 1243 091 + 0.05 - 0.48 +£0.020 - 0.52 + 0.020 -
3.81E-06 1124 0.83 £+ 0.06 - 049 +0.017 - 051 £ 0.017 -
3.05E-05 1156 0.84 + 0.05 - 048 = 0.019 - 0.52 * 0.019 -
4.88E-04 1261 092 + 0.05 - 047 +0.014 - 053 +0.014 -
1.25E-01 933 0.67 £ 0.07 * 0.47 £0.029 - 0.53 +0.029 -

3.60E+00 0 0.00

N, nimero de moscas; IS, indice de sobrevivencia; PS h, proporcién sexual de hembras; PS
m, proporcion sexual de machos; ee, error estandar; a, prueba de ANOVA. Para cada [x]
n=16, para la [1.13E-13] n=12. El * indica diferencias significativas p<0.05.
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Figura 3.1. a) Promedio del indice de sobrevivencia de moscas silvestres tratadas con NaNs. b) Promedio

de la Proporcion sexual de moscas silvestres tratadas con NaNs. El * indica diferencias significativas
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Las diferencias encontradas fueron entre la concentracién 0.125 mM vy el testigo (Tukey;
p<0.05). En la concentracion 3.6 mM no se recobraron moscas por lo que para esta

concentracion no se continu6 con el protocolo (Tabla I).

De las moscas que sobrevivieron al tratamiento con [x] de NaN3 se recobraron en la misma
proporcion hembras y machos que en el testigo (Fe,146 =0.9706; p>0.05). Es decir, el

tratamiento no afect6 especificamente a un sexo (Fig. 3.1b).
3.1.2 Efecto reprotdxico de la NaNs.

Para analizar si la NaN3 afect6 la capacidad de tener hijos de los machos expuestos, éstos
fueron cruzados con hembras no tratadas (wm, ywm, o wmf). La fertilidad de los machos
silvestres cruzados con hembras no tratadas wm presentd una tendencia a ser menor en
todas las concentraciones que en el testigo (Fig. 3.2 a) pero solo las concentraciones 1.46E-
11, 2.38E-07 y 4.88E-04mM presentaron diferencias significativas respecto al testigo (Zo.os
=1.96; p<0.05). La fertilidad de los machos silvestres cruzados con hembras no tratadas
ywm o wmf no mostrd diferencias significativas respecto al testigo en ninguna
concentracion (Zo.0s=1.96; p>0.05) por lo tanto para estos dos sistemas de cruzas, la

fertilidad de los machos silvestres no se afecto por la exposicion a NaNz (Fig. 3.2 b y c).

Para cada una de las cruzas anteriores se obtuvo el promedio de la progenie de los machos
silvestres tratados con NaN3z, en los machos que se cruzaron con hembras wm se presento
una tendencia a ser mas numerosa en las concentraciones que en el testigo (Fig. 3.3 a) pero
no presentd diferencias significativas ninguna concentracion respecto al testigo (Fo,234
=1.93; p<0.05; Tukey; p<0.05). Para los sistemas de cruza ywm y wmf tampoco se afecto la
cantidad de progenie producida por los machos silvestres tratados con NaN3 (Fig. 3.3 by c)
(ywm: Fo,216=0.9684; p>0.05; wmf; Fg,237 =2.03; p>0.05).

La proporcion sexual de la progenie de los machos tratados con NaNsz y hembras no
tratadas no presento diferencias significativas en ningan sistema de cruza (wm: Fg,234 =1.46;
p>0.05; ywm: Fo,216 =0.7774; p>0.05; wmf; Fog, 237 =0.7416; p>0.05) (Tabla II).
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Figura 3.2 Fertilidad de machos CS tratados con NaNs cruzados con hembras no tratadas. a)wm b) ywmy

c) wmf. El * indica diferencias significativas respecto al testigo.
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Figura 3.3 Progenie promedio de machos CS tratados con NaNs cruzados con hembras no tratadas: a)wm

b) ywm c) wmf. El * indica diferencias significativas respecto al testigo.
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Tabla Il. Fertilidad y Progenie obtenida de cruzas de hembras wm, wmf y ywm X machos

silvestres tratados con NaNy

Progenie

[NaNg] n F +* ee g Total PPM * ee a PSh + ee a PSm * ee a
a) hembras wm

testigo 30 0.93 +0.046 1252 4471 + 5.93 0.53 + 0.029 0.47 +£0.03
1.13E-13 30 0.90 £0.055 - 1250 46.30 + 5.01 - 053 +0.025 - 047 +0.03 -
1.82E-12 30 0.83 £0.068 - 1194 4776 + 6.10 - 054 + 0.025 - 046 +0.02 -
146E-11 30 0.73 +0.081 * 1593 7241 + 595 - 053 +0.019 - 047 +0.02 -
1.86E-09 30 0.80 +0.073 - 1498 6242 + 7.19 - 052 + 0.018 - 048 +0.02 -
2.38E-07 30 0.73 +0.081 * 1422 6464 + 7.68 - 053 + 0.018 - 047 +0.02 -
3.81E-06 30 0.90 +0.055 - 1732 64.15 + 8.04 - 051 +0.012 - 049 +0.01 -
3.05E-05 30 0.77 +0.077 - 1229 5343 + 653 - 048 + 0.022 - 052 +0.02 -
488E-04 30 0.70 +0.084 * 1390 66.19 + 927 - 0.44 + 0.035 - 056 +0.04 -
1.25E-01 30 0.83 +0.068 - 1595 6380 + 7.35 - 052 + 0.029 - 048 +0.03 -
b) hembras ywm

testigo 30 0.70 +0.084 753 35.86 + 5.29 0.56 + 0.03 0.44 + 0.03
1.13E-13 30 0.60 +0.089 - 492 2733 £524 - 049 £003 - 051 +0.03 -
1.82E-12 30 0.67 +0.086 - 567 2835 + 474 - 055 +004 - 045 +004 -
146E-11 30 0.90 +0.055 - 753 2789 £+ 407 - 053 +£0.03 - 047 +0.03 -
1.86E-09 30 0.77 +0.077 - 848 36.87 £+ 6.27 - 048 +0.03 - 052 +0.03 -
2.38E-07 30 0.80 +0.073 - 923 3846 + 670 - 055 +0.04 - 045 +0.04 -
3.81E-06 30 0.80 +0.073 - 1000 4167 +581 - 054 £0.02 - 046 +0.02 -
3.05E-05 30 0.80 *=0.073 - 661 2754 + 512 - 058 £0.03 - 042 +0.03 -
488E-04 30 0.70 £0.084 - 765 36.43 £739 - 053004 - 047 +004 -
1.25E-01 30 0.80 +0.073 - 689 28.71 + 455 - 054 +£+0.04 - 046 +0.04 -
¢) hembras wmf

testigo 30 0.80 =+ 0.073 1247 5196 + 6.64 0.57 + 0.03 0.43 + 0.03
1.13E-13 30 0.87 +0.062 - 1664 6400+ 339 - 053 +001 - 047 +£001 -
1.82E-12 30 0.90 =+ 0.055 - 1172 4341+ 6.07 - 053 £0.02 - 047 £0.02 -
1.46E-11 30 0.83 £ 0.068 - 1060 4240+ 757 - 053 £0.02 - 047 £0.02 -
1.86E-09 30 0.77 +£0.077 - 1007 43.78+ 6.21 - 055 +£0.02 - 045 +0.02 -
2.38E-07 30 0.90 +0.055 - 1049 3885+ 433 - 049 +003 - 051 003 -
3.81E-06 30 0.77 +0.077 - 995 4326+ 638 - 053 +0.03 - 047 +0.03 -
3.05E-05 30 0.77 +0.077 - 1026 4461+ 7.09 - 053 +£0.02 - 047 +0.02 -
488E-04 30 0.77 +0.077 - 865 3761+ 477 - 053 +£0.02 - 047 +0.02 -
1.25E-01 30 0.87 +0.062 - 936 36.00 + 488 - 051 +0.03 - 049 +0.03 -

n, Namero de cruzas; F, Fertilidad; PPM, progenie promedio por macho; PS h, Proporcién sexual de hembras; PS m,
Proporcion sexual de machos; ee, error estandar; a, prueba de ANOVA; B, prueba de Z para proporciones. El * indica
diferencias significativas p<0.05.
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3.2 Efecto transgeneracional de la NaNs.

La progenie de los machos silvestres tratados con NaNs y hembras no tratadas (wm, ywm, y
wmf,) se cruzo para evaluar la capacidad de tener hijos, es decir, su Fertilidad y el nUmero

de hijos que tuvieron por hembra, Fecundidad.

La fertilidad de la progenie de machos silvestres tratados con NaNs y hembras no tratadas
wm no presentd diferencias significativas (Zo.05=1.96; p>0.05) (Fig. 3.4 a). En el caso de la
progenie de las cruzas de machos tratados con NaN3z y hembras no tratadas (ywm o wmf) se
recobraron diferencias significativas en la concentracion 1.46E-11 (Zo.05=1.96; p<0.05)
(Fig. 3.4byc).

La fecundidad de la progenie de machos silvestres tratados con NaNs y hembras no tratadas
wm, a excepcion de las dos concentraciones mas bajas de NaNs, presentaron mayor
fecundidad que el testigo (Fig. 3.5 a) (Fg, 714 =16.18; p<0.05; Tukey; p<0.05). En el caso
de la progenie de machos silvestres tratados con NaNs y hembras no tratadas ywm no se
encontraron diferencias significativas en ninguna concentracion respecto a su testigo
(Fo,613 =5.282; p<0.05; Tukey; p<0.05)(Fig. 3.5 b).La fecundidad de la progenie de machos
silvestres tratados con NaNs y hembras no tratadas wmf presentaron diferencias
significativas (Fg,658 =7.959; p<0.05) en las dos concentraciones mas bajas (Tukey; p<0.05)

teniendo menor nimero de progenie que el testigo (Fig. 3.5 c).

La fecundidad incremento en los hijos de la progenie de machos expuestos a NaNsz y
hembras no expuestas wm mientras que disminuyd en los hijos de la progenie de machos

expuestos a NaNs y hembras no expuestas wmf (Tabla I11).
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Tabla Ill. Fertilidad y Fecundidad de la Progenie de cruzas de hembras wm, ywm y ywm X
machos silvestres tratados con NaNs.

Progenie

[NaN] n F + ee p Total Fe + ee a PSh = ee a PSm * ee a
a) hembras wm

testigo 79 095 + 0.02 3540 47.20 £+ 2.96 0.51 + 0.01 0.49 £0.01
1.13E-13 79 0.90 + 0.03 - 2667 3756 + 223 - 053 + 0.01 - 047 +0.01 -
1.82E-12 73 093 + 0.03 - 4425 65.07 + 359 - 051 + 001 - 049 £001 -
146E-11 80 0.99 + 0.01 - 5556 7033 + 469 * 052 + 001 - 048 £001 -
186E-09 76 0.89 + 0.04 - 4750 69.85 + 365 * 050 + 001 - 050 +£0.01 -
2.38E-07 79 090 £ 0.03 - 5524 7780 + 503 * 049 + 001 - 051 £0.01 -
3.81E-06 77 092 + 0.03 - 5151 7255 + 415 * 050 + 001 - 050 £0.01 -
3.056-05 80 0.89 + 0.04 - 6076 8558 + 445 * 052 + 0.01 - 048 +0.01 -
488E-04 78 095 = 0.02 - 7127 96.31 + 3.73 * 052 £+ 0.01 - 048 +£0.01 -
1.25E-01 80 095 + 0.02 - 5056 6653 + 508 * 050 + 001 - 050 £001 -
b) hembras ywm

testigo 73 0.90 4463 67.62 + 3.46 0.50 + 0.01 0.50 + 0.01
1.13E-13 71 0.79 - 3743 66.84 + 331 - 050+ 001 - 050 %001 -
1.82E-12 73 0.97 - 5034 7090 £ 352 - 053 +001 - 047 £001 -
146E-11 72 0.99 * 5646 7952 + 337 - 051 001 - 049 +001 -
1.86E-09 70 0.89 - 3320 5355 + 349 - 051 +001 - 049 +001 -
2.38E-07 73 0.89 - 3446 53.02 +249 - 051 +£001 - 049 %+£001 -
3.81E-06 73 0.92 - 3914 5842 + 331 - 052 +£001 - 048 +0.01 -
3.05E-05 65 0.92 - 3854 6423 + 363 - 051 +001 - 0.49 %001 -
488E-04 73 0.93 - 4307 63.34 + 348 - 056 +002 - 044 002 -
1.25E-01 66 0.92 - 4164 68.26 + 397 - 052 + 001 - 048 +0.01 -
¢) hembras wmf

testigo 74 0.92 5281 77.66 =+ 2.19 0.51 £ 0.01 0.49 = 0.01
1.13E-13 75 0.84 - 2836 4890+ 331 * 051 +001 - 049 +£0.01 -
1.82E-12 72 0.99 - 4210 50.30+ 347 * 051 +001 - 049 +001 -
146E-11 71 1.00 * 5112 7200+ 350 - 052 +001 - 048 +£001 -
1.86E-09 70 0.96 - 5312 7928+ 390 - 052 +001 - 048 +£001 -
2.38E-07 68 0.94 - 5379 84.05+ 357 - 053 +001 - 047 £001 -
3.81E-06 73 0.95 - 4601 66.68+ 3.15 - 052 + 001 - 048 +0.01 -
3.05e-05 70 0.97 - 5174 76.09+ 297 - 053 +£+001 - 047 +£001 -
488E-04 68 0.96 - 4866 7486 + 410 - 054 +001 - 046 £ 001 -
1.25E-01 74 091 - 4760 71.04 + 396 - 053 001 - 047 £001 -

n, Nimero de cruzas; F, Fertilidad; Fe, Fecundidad; PS h, Proporcion sexual de hembras; PS m, Proporcién sexual de machos;
ee, error estandar; a, prueba de ANOVA,; B, prueba de Z para proporciones. El * indica diferencias significativas p<0.05.
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3.3 Efecto de la NaNs en las frecuencias de recombinacion

A partir de los hijos de la cruza de mapeo genético se obtuvieron las frecuencias de
recombinacién entre los genes involucrados para cada sistema de cruza, las cuales fueron

analizados mediante una prueba de Z para proporciones.
3.3.1 Frecuencia de recombinacion entre los genes: w-m

En la Tabla IV se muestra los resultados obtenidos para la frecuencia de recombinacion

entre los genes w-m de cada sistema de cruza (wm, ywm y wmf).

La frecuencia de recombinacion entre los genes w-m obtenida a partir de la F. de los
machos silvestres tratados con NaNs y hembras no tratadas wm presentd diferencias

significativas en todas las concentraciones (Zo.0s=1.96; p<0.05) (Fig. 3.6 a).

En el caso de la frecuencia de recombinacion obtenida a partir de la F> de los machos
silvestres tratados con NaNsz y hembras no tratadas ywm se encontraron diferencias
significativas para las concentraciones 1.13E-13,1.82E-12, 2.38E-07, 3.81E-06, 3.05E-05
4.88E-04, y 1.25E-01mM de NaNs3 (Zo.05=1.96; p<0.05) ( Fig. 3.6 b).

La frecuencia de recombinacién calculadas a partir de la F2 de machos silvestres tratados
con NaNsz y cruzados con hembras wmf, solo la concentracion 3.81E-06mM de NaN3

presento diferencias significativas (Zo.0s=1.96; p<0.05) (Fig. 3.6 ¢).

Tabla IV Frecuencias de recombinacion entre los genes white- miniature

Teorico 0.346
a) cepa wm [ b) cepa ywm [ c) cepa wmf

[NaN3] N Fr (w-m) * ee B N Fr (w-m) =+ ee B N Fr (w-m) =+ ee B
testigo 3540 0.2797 £ 0.0075 4463 0.2859 * 0.0068 5281 0.3312 + 0.0065
1.13E-13 2667 0.3052 + 0.0089 * 3743 0.2567 + 0.0071 * 2836 0.3166 + 0.0087
1.82E-12 4425 0.3087 + 0.0069 * 5034 0.2495 + 0.0061 * 4210 0.3173 + 0.0072
1.46E-11 5556 0.3022 + 0.0062 * 5646 0.2708 + 0.0059 - 5112 0.3245 + 0.0065
1.86E-09 4750 0.3164 + 0.0067 * 3320 0.2877 + 0.0079 - 5312 0.3309 + 0.0065
2.38E-07 5524 0.3193 + 0.0063 * 3446 0.2385 + 0.0073 * 5379 0.3278 + 0.0064 -
3.81E-06 5151 0.3095 + 0.0064 * 3914 0.2624 + 0.0070 * 4601 0.3504 + 0.0070 *
3.05E-05 6076 0.3334 + 0.0060 * 3854 0.2558 + 0.0070 * 5174 0.3378 + 0.0066
4.88E-04 7127 0.3290 + 0.0056 * 4307 0.2528 + 0.0066 * 4866 0.3208 + 0.0067
1.25E-01 5056 0.3200 + 0.0066 * 4164 0.2534 + 0.0067 * 4758 0.3375 + 0.0069

N, nimero total de moscas; Fr (w-m), frecuencias de recombinacion entre los genes white-miniature; ee, error estandar; B, prueba de Z para proporciones. EIl *
indica diferencias significativas p < 0.05.
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Figura 3.6 . Frecuencias de recombinacion entre los genes white-miniature en funcion de la [mM] de
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testigo 1.13E-13 1.82E-12 1.46E-11 1.86E-09 2.38€-07 3.81E-06 3.05E-05 4.88E-04 1.25€-01
[mM] NaN;

testigo 113613 1.82E-12  1.46E-11  1.86E-09  2.38E-07  3.81E-06  3.05E-05  4.88E-04  1.25E-01
[mM] NaN,

testigo 1.13e-13 1.82€-12 1.46E-11 1.86E-09 2.38E-07 3.81E-06 3.05E-05 4.88E-04 1.25E-01
[mM] NaN;

NaNspara los tres sistemas:a) wm b) ywm y c)jwmf. El * indica diferencias significativas respecto al testigo.
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3.3.2 Frecuencia de recombinacion entre los genes: y-w

Las frecuencias de recombinacion entre los genes y-w obtenida a partir de la F> de los

machos silvestres tratados con NaN3z y hembras no tratadas ywm presentaron una tendencia

a ser mayor que en el testigo (Fig. 3.7) pero solo hubo diferencias significativas en las
concentraciones 3.81E-06 y 3.05E-05mM (Zo.0s=1.96; p<0.05) (Tabla V).

0.0160
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0.0120

0.0100

0.0080

0.0060

Frecuencias de recombinacion

0.0040

0.0020 -

0.0000 -+
testigo 1.13E-13

1.82€-12 1.46E-11

1.86E-09 2.38E-07
[mM] NaN,

3.81E-06 3.05E-05  4.88E-04 1.25€-01

Figura 3.7. Frecuencias de recombinacién entre los genes: yellow-white en funcién de la [mM] de NaNs
para mapeo de tres genes (cepa ywm). El * indica diferencias significativas respecto al testigo.

Tabla V Frecuencias de recombinacion entre
los genes yellow-white

Tebrico 0.015

[NaN3] N Fr (w-m) * ee B
testigo 4463 0.0022 + 0.0007
1.13E-13 3743 0.0027 + 0.0008 -
1.82E-12 5034 0.0028 + 0.0007 -
1.46E-11 5646 0.0039 + 0.0008 -
1.86E-09 3320 0.0036 + 0.0010 -
2.38E-07 3446 0.0032 + 0.0010 -
3.81E-06 3914 0.0056 + 0.0012 *
3.05E-05 3854 0.0138 + 0.0019 *
4.88E-04 4307 0.0028 + 0.0008 -
1.25E-01 4164 0.0038 + 0.0010 -

N, ndmero total de moscas; Fr (y-w), frecuencias de
recombinacién entre los genes yellow-white; ee, error estandar;
B, prueba de Z para proporciones. El * indica diferencias
significativas p < 0.05
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3.3.3 Frecuencia de recombinacion entre los genes: m-f

Para las frecuencias de recombinacion entre los genes m-f obtenida a partir de la F- de los
machos silvestres tratados con NaNs y hembras no tratadas wmf presentaron una tendencia
a ser mayor que en el testigo (Fig. 3.8) pero solo las concentraciones 1.13E-13,1.82E-
12,1.46E-11, 1.86E-09, 2.38E-07, 3.81E-06 y 4.88E-04mM de NaNsz mostraron diferencias
significativas respecto al testigo (Zo.0s=1.96; p<0.05) ( Tabla VI).
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Frecuencias de recombinacién

0.1500 -

0.1000

0.0500 -

0.0000

testigo 1.13-13 1.82E-12 1.46E-11 1.86E-09 2.38E-07 3.81E-06 3.05E-05 4.88E-04 1.25€-01
[mM] NaN,

Figura 3.8. Frecuencias de recombinacidon entre los genes: miniature-forked en funcion de la [mM] de
NaNs para mapeo de tres genes (cepa wmf).El * indica diferencias significativas respecto al testigo.

Tabla VI Frecuencias de recombinacion entre
los genes miniature-forked

Tedrico 0.022

[NaN3] N Fr (w-m) =* ee B
testigo 5281 0.1579 + 0.0050
1.13E-13 2836 0.1953 + 0.0074 -
1.82E-12 4210 0.1884 + 0.0060 -
1.46E-11 5112 0.1802 + 0.0054 -
1.86E-09 5312 0.1723 + 0.0052 -
2.38E-07 5379 0.1820 + 0.0053 -
3.81E-06 4601 0.1815 + 0.0057 *
3.05E-05 5174 0.1707 = 0.0052 *
4.88E-04 4866 0.1806 + 0.0055 -
1.25E-01 4758 0.1719 + 0.0055 -

N, nimero total de moscas; Fr (y-w), frecuencias de
recombinacién entre los genes yellow-white; ee, error estandar;
B, prueba de Z para proporciones. El * indica diferencias
significativas p < 0.05
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3.4 Impacto de la NaNs en los fenotipos de la F2
F2de machos silvestres tratados con NaNs y hembras no tratadas wm

La proporcién de fenotipos recombinantes respecto a los fenotipos de tipo parental (R/P)
fue mayor en todas las concentraciones de NaNs en comparacion con el testigo (Zo.0s=1.96;
p<0.05) (Fig. 3.9a), es decir, se obtuvo una mayor proporcién de organismos recombinantes
y menor proporcion de organismos de tipo parental en todas las concentraciones de NaN3
en comparacion con el testigo (Zo.0s=1.96; p<0.05) (Tabla VI1I).

F>de machos silvestres tratados con NaN3z y hembras no tratadas ywm

La proporcion de fenotipos recombinantes respecto a los fenotipos de tipo parental fue
menor en la mayoria las concentraciones de NaNs en comparacion con el testigo excepto
en la concentracion 1.86E-09 mM (Zo.05=1.96; p<0.05) (Fig. 3.9b). Ya que se recobraron
mayor numero de organismos parentales y menor nimero de organismos recombinantes.
Sin embargo, el nimero de recombinantes varié dependiendo de la region, para los
recombinantes sencillos entre los genes w-m disminuyo el nimero de recombinantes de las
diferentes concentraciones de NaNs en comparacion con el testigo, mientras que para la
region entre los genes y-w y los dobles recombinantes se obtuvieron mas recombinantes

que en el testigo (Tabla VII).
F2de machos silvestres atados con NaNsz y hembras no tratadas wmf

La proporcion de recombinantes respecto a los parentales fue mayor en todas las
concentraciones de NaNs, (Zo.05=1.96; p<0.05) (Fig.3.9c). Debido a que el numero de
organismos con fenotipo parental fue menor en todas las concentraciones. Mientras que el
incremento en los recombinantes se observo especificamente en la region entre los genes

m-f y en los dobles recombinantes (Tabla VI11).
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Figura 3.9.Proporcién de recombinantes respecto a los parentales en funcion de la [mM] de NaNs a)wm
b)ywm c)wmf. El * indica diferencias significativas respecto al testigo.
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Tabla VII Proporcion de fenotipos parentales y recombinantes de la F, de hembras no tratadas y
machos tratados con NaNg

a) hembras wm

Recombinantes

[NaN3] N Parentales B sencillos (w-m) B
testigo 3540 0.7203 0.2797
1.13E-13 2667 0.6948 * 0.3052 *
1.82E-12 4425 0.6913 * 0.3087 *
1.46E-11 5556 0.6978 * 0.3022 *
1.86E-09 4750 0.6836 * 0.3164 *
2.38E-07 5524 0.6807 * 0.3193 *
3.81E-06 5151 0.6905 * 0.3095 *
3.05E-05 6076 0.6666 * 0.3334 *
4.88E-04 7127 0.6710 * 0.3290 *
1.25E-01 5056 0.6800 * 0.3200 *
b) hembras ywm

Recombinantes Recombinantes Dobles
[NaN3] N Parentales g sencillos (w-m) g  sencillos (y-w) B Recombinantes
testigo 4463 0.7121 0.0020 0.2857 0.0002
1.13E-13 3743 0.7408 * 0.0024 - 0.2565 * 0.0003
1.82E-12 5034 0.7481 * 0.0024 - 0.2491 * 0.0004
1.46E-11 5646 0.7256 - 0.0035 - 0.2705 - 0.0004
1.86E-09 3320 0.7090 - 0.0033 - 0.2873 - 0.0003
2.38E-07 3446 0.7591 * 0.0023 - 0.2377 * 0.0009
3.81E-06 3914 0.7328 * 0.0049 * 0.2616 * 0.0008
3.05E-05 3854 0.7416 * 0.0026 - 0.2447 * 0.0112
4.88E-04 4307 0.7446 * 0.0026 - 0.2526 * 0.0002
1.25E-01 4164 0.7430 * 0.0036 - 0.2531 * 0.0002
b) hembras wmf

Recombinantes Recombinantes Dobles
[NaN3] N Parentales B sencillos (w-m) B sencillos (m-f) B Recombinantes
testigo 5281 0.5431 0.2990 0.1257 0.0322
1.13E-13 2836 0.5268 - 0.2779 * 0.1566 * 0.0388
1.82E-12 4210 0.5304 - 0.2812 - 0.1523 * 0.0361
1.46E-11 5112 0.5360 - 0.2838 - 0.1395 * 0.0407
1.86E-09 5312 0.5407 - 0.2871 - 0.1284 - 0.0439
2.38E-07 5379 0.5269 - 0.2911 - 0.1454 * 0.0366
3.81E-06 4601 0.5097 * 0.3088 - 0.1400 * 0.0415
3.05E-05 5174 0.5315 - 0.2978 - 0.1307 - 0.0400
4.88E-04 4866 0.5364 - 0.2830 - 0.1428 * 0.0378
1.25E-01 4758 0.5332 - 0.2949 - 0.1293 - 0.0427

N, Total de moscas de la F,; B, prueba de Z para proporciones. El * indica diferencias significativas p<0.05.



3.5 Efecto de la NaNs en el niUmero de categorias fenotipicas por familia .

Para el sistema de cruza de mapeo de dos puntos wm se esperaba que las familias
presentaran cuatro categorias fenotipicas: dos parentales y dos recombinantes. Sin embargo,
se recobraron familias con menos de cuatro categorias fenotipicas, principalmente en las
familias descendientes de machos expuestos a NaNs (Fig. 3.10a). Esto significa que la
exposicién a NaNszocasiona que en algunas familias no se recobren todos los fenotipos
esperados, y como consecuencia los fenotipos expresados en la poblacion F2 provienen sélo

de algunas familias (Fig. 3.10b).

Para los sistemas de cruza de mapeo de tres puntos ywm o wmf se esperaban ocho
categorias fenotipicas por familia: dos categorias de tipo parental, dos categorias de tipo
recombinantes sencillos RI, dos categorias de tipo recombinantes sencillos RIl y dos

categorias dobles recombinantes.

En el caso del sistema de cruza ywm ninguna familia del testigo ni de las concentraciones
de NaNs presentd siete y ocho categorias fenotipicas (Fig. 3.11a) solo se recobraron

familias con una y hasta seis categorias fenotipicas.

La distribucion del nimero de categorias fenotipicas de cada familia fue diferente entre el
testigo y las diferentes concentraciones de NaNs ya que el testigo sélo present6 familias con
tres, cuatro y cinco categorias mientras que en las familias descendientes de machos
silvestres expuestos a NaNs presentaron desde una, dos, tres, cuatro, cinco y seis categorias
fenotipicas. Es decir, que en un mayor nimero de familias no se recobraron los fenotipos
esperados, por lo tanto no todas las familias contribuyeron a los fenotipos observados en la
Fa.

El niamero de familias que contribuyeron en los fenotipos observados en la F, cambia
dependiendo de la [X] de NaNs, principalmente en los fenotipos: yw*m®, y'wm, que son
recombinantes sencillos de la region I, entre los genes y-w vy y'wm®, y*wm™ que

representan los dobles recombinantes (Fig. 3.11b).

Para el sistema de cruza wmf el nimero de categorias por familia fue dependiente de la

concentracion NaNs (x2= 43.22, gl=18, p <0.05), debido a que por un lado se recobraron
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Figura 3.10 a)Numero de categorias fenotipicas por familia en funcién de la [mM] de NaN3,b)Nimero de
familias que presentan cada categoria fenotipica en funcion de la [mM] de NaNs3 . Mapeo con la cepa wm.
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Figura 3.11 a)Numero de categorias fenotipicas por familia en funcién de la [mM] de NaNs, b)Numero de
familias que presentan cada categoria fenotipica en funcion de la [mnM] de NaNs . Mapeo con la cepa ywm
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familias que presentan cada categoria fenotipica en funcion de la [mM] de NaNs . Mapeo con la cepa wmf
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maés familias con ocho categorias en las [X ] de NaNs que en el testigo, y por otro lado se
recuperaron familias con una, dos, tres, cuatro y cinco categorias fenotipicas en las
concentraciones de NaN3z mientras que en el testigo solo se obtuvieron familias con seis,

siete y ocho categorias fenotipicas (Fig. 3.12a).

Esto significa que, de las familias descendientes de los machos expuestos a[X] de NaNs,
algunas familias presentan todos los fenotipos esperados mientras que otras familias no. Por
lo que la contribucion de los fenotipos observados en la F, s6lo proviene de algunas
familias. EI namero de familias que contribuyen a cada fenotipo depende de la [X ] de
NaNs (Fig. 3.12b).

En los tres sistemas de cruzas se recobran mayor numero de familias con menor nimero de
categorias fenotipicas que en los testigos. Por lo tanto, la exposicion a NaNs ocasiona que
en algunas familias no se recobren todos los fenotipos, es decir, que se pierdan algunos
fenotipos y como consecuencia los fenotipos expresados en la poblacién F2 provienen solo

de algunas familias.

64



IV. DISCUSION

Los seres vivos estan expuestos de manera continua a una gran variedad de compuestos que
van desde metales y otros quimicos inorganicos, hasta moléculas organicas complejas y
agentes fisicos, todos ellos potencialmente dafiinos y que ponen en riesgo la integridad de

los organismos.

La evaluacion y cuantificacion del riesgo de la exposicion a diversos compuestos se enfoca
en los efectos de concentraciones altas ya que sigue el modelo clasico de dosis - respuesta
que asume que en las concentraciones mayores hay mayor efecto (Klaassen y Watkins,
2006) dejando de lado las concentraciones bajas. No obstante varios estudios han
evidenciado que la respuesta a concentraciones bajas de radiaciones y algunos compuestos
no es lineal e incluso algunas veces resulta contraria a los resultados obtenidos en
concentraciones altas (Stebbing,1997; Calabrese y Baldwin, 1998;Calabrese y Baldwin,
2001). Este aspecto es especialmente critico en la determinacion del dafio al material
genético hereditario de los organismos sobrevivientes a la exposicion ante algin compuesto
(Ramos et al., 2006).

En este trabajo se evalud el dafio al material genético hereditario en las células germinales
de machos silvestres sobrevivientes a la exposicién de NaNs, mediante el cambio en las
frecuencias de recombinacion entre tres genes del cromosoma X estimadas en los

descendientes de su progenie.
4.1.L.a NaNsafecta a los organismos expuestos y a sus descendientes.

Para determinar el efecto tdxico en los organismos expuestos se utilizd el indice de
sobrevivencia, que es un biomarcador que evalia de manera global la toxicidad de un
compuesto (Ramos et al., 2006). Con base en este biomarcador las concentraciones
menores a 0.125mM de NaNs no mostraron un efecto toxico por lo tanto se recobraron
organismos en los cuales se pudo evaluar el dafio al material genético hereditario por la

exposicion a NaNs. La proporcion de hembras y machos de los organismos recobrados no
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se alterd, los machos sobrevivientes cruzados con hembras no tratadas, no presentaron un

efecto diferencial por la NaNs.

La toxicidad de los compuestos ademéas de comprometer la sobrevivencia y proporcion
sexual de los organismos, también tiene efecto a otro niveles como en la capacidad de
reproduccion de estos organismos ya que pueden sufrir alteraciones en los procesos
fisioldgicos relacionados con la diferenciacion, la maduracion sexual, la produccion de

gametos, y la fertilizacion (Repetto, M y G. Repetto, 2009).

Los efectos de la NaNsen cuanto a la fertilidad y progenie promedio por macho se esperaba
que fueran similares para los tres sistemas de cruzas dado que en todos los casos los
organismos tratados fueron los machos silvestres. Sin embargo el efecto de la NaN3s fue
diferente dependiendo del tipo de hembras con las que fueron cruzados los machos tratados.

Este efecto diferencial se mantuvo en la fertilidad y fecundidad de la F; .

La respuesta diferencial en la fertilidad dependiendo el sistema de cruzas podria ser
resultado de una menor fertilidad de las cepas ywm o wmf o por otro lado podrian indicar
que el dafio causado en las células germinales de los machos silvestres por la exposicion a
NaNz es amortiguado de alguna manera por las diferencias en la constitucion genética de

las hembras.

Un estudio reciente muestra que el genoma de las hembras modula el efecto del tratamiento
de machos expuestos a NaNs (Castillo y Ramos, 2010). En otros estudios se ha establecido
que lesiones en el DNA de los espermas es reparado eficientemente dentro de unas pocas
horas después de la fertilizacion (Generoso et al., 1979; Brandriff y Pedersen, 1981).Esta
reparacion puede desencadenar una cascada de eventos en el huevo fertilizado, similar al
sistema de reparacion en las espermatogonias deficientes (Dubrova, 2003). La activacion de
esta cascada puede estar asociada a los diferentes componentes maternos asociados al
citoplasma de las hembras modulando el impacto que produce el dafio en los organismos
expuestos. En este caso la constitucion genética de las hembras es diferente, lo cual tiene un
impacto en los componentes citoplasmaticos de sus ovulos y en la forma de modular el

dafio en las células germinales de los machos expuestos a NaNs.
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El mecanismo por el cual la NaN3z afecto la fertilidad de los machos podria estar relacionada
con la inhibicion del citocromo C, el cual forma parte del complejo proteico de la cadena
transportadora de electrones que genera un gradiente de protones para formar el ATP en las
mitocondrias (Alberts et al., 2004; Campbell y Reece, 2008,) por lo que la inhibicién del
citocromo C disminuiria la cantidad de ATP producido, el ATP es indispensable para varios
procesos, incluyendo la motilidad de los espermatozoides (Gilbert, 2006) alterando la

capacidad reproductiva de los machos.

Sin embargo, en algunas de las concentraciones de NaNs, los machos fértiles tuvieron
mayor numero de hijos que en el testigo. Esta respuesta se hizo méas evidente en la siguiente
generacion. Esto implica que hubo un efecto transgeneracional, pues aunque la progenie
(F1) no estuvo expuesta directamente, detecté y respondié al dafio ocasionado en sus

progenitores machos por la NaN3,
4.2.L.a NaN3 modifica las frecuencias de recombinacion

Las frecuencias de recombinacion entre los genes: white-miniature, yellow-white y
miniature-forked del cromosoma X en las células germinales de Drosophila melanogaster

fueron modificadas por la exposicion de los progenitores a NaNa.

No obstante, los cambios que obtuvimos en las frecuencias de recombinacion por la
exposicion a NaNsz no fueron homogéneos ya que intervinieron factores como la
constitucion genetica de las cepas utilizadas, la distancia entre los genes y la region

cromosomica en donde se localizan.

La intervencion de la constitucion genética de las cepas se evidencio en los resultados de la

frecuencia de recombinacion entre los genes white-miniature.

La frecuencia de recombinacion entre estos genes se obtuvo para los tres sistemas de
cruzas, y dado que era la misma region cromosomica, se esperaba que los efectos de la
NaN3 fueran similares en los tres casos. Pero los resultados fueron contradictorios, en el
caso de las cepas wmy y wmf las frecuencias de recombinacién incrementaron mientras que
para la cepa ywm disminuyeron. Estas diferencias podrian ser atribuidas a la presencia del

gen yellow en la cepa ywm, el cual pareceria impedir el entrecruzamiento entre los genes
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white-miniature. Por lo tanto, la presencia de un gen mutante en la constitucion genética de
las cepas utilizadas podria intervenir en la frecuencia con la que ocurren los

entrecruzamientos cromosomicos, estimados mediante la frecuencia de recombinacion.

En otra de las hipdtesis se planteaba que el cambio en las frecuencias de recombinacion
seria mas evidente entre los genes que se encontraban méas proximales (yellow-white) que
en los genes con mayor distancia (white-miniature) y (miniature-forked). Ese supuesto no
se cumplié, ya que el cambio en las frecuencias de recombinacién fue més evidente entre la

region white—miniature y miniature-forked.

A lo anterior contribuyé que existe un efecto diferencial entre las regiones de los
cromosomas, siendo mayor la incidencia de entrecruzamientos en la region central que las
regiones centroméricas y teloméricas (Miiller,1925); incluso ahora se sabe que existen
regiones cromosomicas que son puntos calientes para el entrecruzamiento (Lewin,2008) En
este caso los genes yellow-white ademas de estar muy cercanos entre si, se encuentran en el
extremo derecho del cromosoma X, por lo que eso podria ser un factor adicional por el cual

no se encontraron los cambios esperados.

4.3.La exposicion de los progenitores a NaNs impacta en los fenotipos de las nuevas

generaciones

El incremento o la disminucion en las frecuencias de recombinacion tiene un impacto
directo en el tipo y la proporcion de genotipos en las poblaciones nuevas. EI nimero de
organismos que presentan fenotipos parentales y fenotipos recombinantes incrementa o
disminuye cuando los progenitores son expuestos a NaNs afectando la composicion
genética de las siguientes generaciones. Estos cambios en la variacion genética en las
nuevas generaciones tiene una implicacion bioldgica, debido a que la variacion genética de

las poblaciones es materia prima para la seleccién natural (Darwin, 1859).

No obstante, no todas las familias de la poblacion contribuyen en la misma magnitud,
debido a que en los tres sistemas de cruzas se recobran mayor nimero de familias con

menor numero de categorias fenotipicas que en los testigos. Por lo tanto, la exposicion a la
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NaN3 ocasiona que en algunas familias no se recobren todos los fenotipos, es decir, que se
pierdan algunos fenotipos y como consecuencia los fenotipos expresados en la poblacion F

provienen solo de algunas familias.

4.4.;Por qué las frecuencias de recombinacién pueden modificarse por los cambios en el

ambiente, como la exposicion a NaNs?

La alteracion de las frecuencias de recombinacion por la exposicién a NaN3z coinciden con
otros estudios que muestran que las frecuencias de recombinacién durante la gametogénesis
son modificadas por factores externos como la edad (Bridges,1915; Bridges,1927), la
temperatura (Plough,1917; Plough,1921; Stern,1926), la exposicion a rayos X (Mavor
1923; Mavor y Svenson,1924; Muller,1925) y rayos gamma (Whittinghill,1951).

Esta respuesta de las células germinales es similar a la alteracion en la frecuencia de
entrecruzamientos cromosémicos en las células somaticas (Lidnsley et al., 1967) para

factores como la temperatura y la edad (Stern, 1936).

En el caso de las células somaticas, el entrecruzamiento cromosdmico entre cromatidas no
hermanas también llamado recombinacion homdloga, ha sido considerado como un

proceso critico para la reparacion de las lesiones del ADN (Krejci et al., 2012).

Las lesiones en el ADN ocasionadas por fuentes enddgenas 0 exdgenas ponen en riesgo la
supervivencia de las células (Lewin, 2008). Por lo tanto las células presentan diferentes
vias bioquimicas para reparar las diferentes lesiones, la via que utilice dependera del tipo y
la intensidad del dafio lesiones (Ouyang, et al, 2008). La recombinacion homologa es un
mecanismo que repara rompimientos en las cadenas de ADN (Krejci et al., 2012) también
repara dafios persistentes en una molécula hija del material genético después de la
replicacion obteniendo otra copia de la secuencia a partir de una fuente no dafiada (Lewin,

2008). Este mecanismo ocurre durante la fase S y G2 del ciclo celular mitético (Mathiasen
y Lisby, 2014)

Mientras que la recombinacion homologa en las células germinales es considerada como un

proceso crucial para generar variacion en los gametos de los organismos de reproduccion
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sexual, produciendo nuevos arreglos genéticos en las siguientes generaciones. La

ocurrencia de este proceso se ha ubicado en la Profase I de la meiosis (Alberts et al., 2004).

No obstante, existen algunas similitudes entre la recombinacion homdloga en las células

somaticas y la recombinacion homéloga en las células germinales.

En ambos casos el entrecruzamiento se produce cuando los cromosomas estan duplicados,
e implica el corte y la reunién entre cromatidas no hermanas (Lidnsley et al., 1967). Se ha
observado que la presencia de roturas de dobles cadenas inicia el proceso de recombinacion
homologa tanto en células somaticas como germinales (Keeney, et al, 1997; Lewin, 2008;
Mathiasen y Lisby, 2014). En levaduras se ha encontrado que existe una correlacion directa
entre la frecuencia de rompimientos de dobles cadenas y los eventos de recombinacion
meiotica (Resnick, 1976). Ademas las enzimas involucradas en estos mecanismos son

similares (Krejci et al., 2012).

Por otro lado, los dos procesos de recombinacién homdéloga son reciprocos y dan lugar a
recombinantes genéticos, es decir, formacion de células con nuevos arreglos genéticos v,
finalmente se obtiene un el mismo orden inequivoca de los genes en el cromosoma

utilizando la frecuencias de recombinacion mitética o meidtica (Lidnsley et al., 1967).

La susceptibilidad del entrecruzamiento cromosdémico ante factores externos, y las
semejanzas de éste con el sistema de reparacion por recombinacion plantean la posibilidad
de que el entrecruzamiento cromosémico en las células germinales se comporte como un

sistema de reparacion como en las células somaticas.

Esta hipotesis permitiria explicar el cambio en las frecuencias de recombinacion producidas

por la exposicion a NaNs.

El cambio en las frecuencias de recombinacion por la NaNs estimadas en la F, indican que
el nimero de entrecruzamientos ocurridos durante la formacion de los gametos de la

hembra heterocigota F1 modificaron su frecuencia.

Las hembras heterocigotas de la F1 no fueron expuestas a la NaNs, la exposicion se realizé
en los machos silvestres progenitores de las hembras heterocigotas Fi. El dafio ocasionado

por la NaNs en las células germinales de los machos podria ser cualquier alteracion en la
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estructura del DNA que cambia la constitucion génica, para este caso la alteracion del
cromosoma X, el cual es heredado a sus hijas (heterocigotas). Las hembras hijas presentan
dos cromosomas X, el del padre (posiblemente dafiado) y el de la madre (no dafiado),
cuando sus células inician el proceso de division, si el cromosoma X que proviene del padre
esta dafiado y el dafio persistio después de la replicacion éste podria ser reparado a partir

del cromosoma X no dafiado, mediante el proceso de entrecruzamiento.

En consecuencia, el incremento o la disminucion en las frecuencias de recombinacion
estimadas a nivel poblacional en la progenie de las hembras heterocigotas de la F1, pone en
evidencia que aunque éstas no hayan recibido el dafio directo pueden detectar el dafio

ocasionado en las células germinales de sus progenitores machos por la exposicion a NaNs.

La exposicién de moscas a concentraciones subtdxicas de NaNsz pone en riesgo la
integridad de los organismos sobrevivientes, comprometiendo la fertilidad y el nimero de
descendientes. El dafio ocasionado al material genético hereditario de los organismos
sobrevivientes, tiene efectos en sus descendientes, en su fertilidad, nimero de hijos
alterando la calidad, cantidad y expresion del ADN, que alteran y modifican la frecuencia

de procesos como el entrecruzamiento cromosémico.

La alteracion en las frecuencias de recombinacién implica que el entrecruzamiento
cromosomico en las células germinales responde a los cambios ambientales, como la
exposicion a NaNs, incrementando o disminuyendo su frecuencia, ocasionando el aumento
0 reduccion de gametos con nuevos arreglos geneéticos, lo que provoca un impacto directo

en el tipo y la proporcion de genotipos en las nuevas generaciones.

Las proporciones de nuevas combinaciones genéticas, en corto plazo, generan gran parte
de la variacion de las poblaciones (Futuyma,1998; Griffiths et al., 2003) vy a largo plazo,
contribuyen a la diversidad biol6gica.
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V CONCLUSIONES

La NaNs modifico las frecuencias de recombinacion poblacionales entre los genes del
cromosoma X en células germinales de D. melanogaster: (yellow-white), (white-miniature)

y (miniature-forked) .

*La exposicion de los machos a NaN3 tuvo un impacto en sus descendientes (Fertilidad,
Progenie por machos, Fecundidad) que fue parcialmente amortiguada por la constitucion

genética de las hembras progenitoras no expuestas.

*El efecto en las frecuencias de recombinacion estimadas en la F2 es un efecto

transgeneracional de la exposicion de los progenitores machos expuestos a la NaNs.

*El cambio en las frecuencias de recombinacion es diferencial dependiendo de la distancia
entre los genes, la region cromosémica en donde se localizan y la constitucion genética de

las cepas.

*La NaNsz: modifico la composicion genética y fenotipica de la poblacion de las

generaciones provenientes de los machos silvestres expuestos a NaNs,
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ANEXOS

Anexo 1.1 Obtencidén de las frecuencias de recombinacion.

En diferentes tipos de cruzas que involucraban simultdneamente dos genes ligados
(autosémicos o ligados al X) Morgan y sus colaboradores obtenian resultados que
indicaban que los dos genes estaban ligados pero que en algunos casos no permanecian
juntos. A los descendientes de este tipo de cruzas los clasificd en dos categorias: parentales
y recombinantes, los organismos parentales presentaban el fenotipo de los progenitores y

los recombinantes eran los organismos con nuevas combinaciones.

Morgan observé que la proporcion de progenie recombinante resultante de una cruza de
prueba, se modificaba considerablemente dependiendo de los genes ligados que estuviera
analizando. Por lo que propuso que a partir de la progenie obtenida se podia calcular la

frecuencia de recombinantes entre los dos genes analizados de la siguiente manera:

Frecuencia de # de individuos con fenotipos recombinante

recombinacién entre dos = - X 100
genes # total de progenie

Para obtener la frecuencia de recombinacion entre dos genes ligados: yellow-white, que se
localizan en el cromosoma X, se cruzan hembras con cuerpo amarillo y ojos blancos con
machos silvestres (cuerpo gris y 0jos rojos). Luego se cruza la F; X F1 para obtener la F».
En la F> se obtienen cuatro fenotipos, los cuales deben clasificarse en parentales (moscas
con cuerpo gris y 0jos rojos y moscas con cuerpo amarillo y ojos blancos) y recombinantes
(moscas con cuerpo gris y ojos blancos y moscas con cuerpo amarillo y 0jos rojos).
Finalmente se cuenta el nimero de organismos de cada fenotipo para calcular la frecuencia
de recombinacion entre los genes. En este caso fue de 1%, e indica que el 1% de la

descendencia son moscas con fenotipos recombinantes (nuevos fenotipos) (Figura Al.1).
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Cuerpoamarillo Cuerpogrisy
yojos blancos 0jos rojos

Cuerpogrisy

x > Cuerpoamarillo
ojos rojos

yojos blancos

hembras

machos

Parentales Recombinantes
(sin entrecruzamiento) (con entrecruzamiento)

Cuerpo Cuerpo  Cuerpo Cuerpo
amarillo  gris amarillo  gris

cuerpoamarillo  cuerpogrisy |cuerpoamarillo cuerpogrisy

yojos yojos  yojos yojos y ojos blancos 0jOs rojos Yy 0jOs rojos ojos blancos
blancos  rojos rojos  blancos
244 249 2 3
Fenotipos Fenotipos
p | rec bi
2+3

Frecuenciade

recombinacion =
500

Al.1 .Tipo y nimero de progenie F2 de una cruza para dos genes ligados al cromosoma X de Drosophila
melanogaster: yellow y white y el calculo de la frecuencia de recombinacion entre los dos genes.
Modificado de Morgan, 1915.

Anexo 1.2 Evidencia citologica del entrecruzamiento

Con el fin de establecer la ocurrencia de los entrecruzamientos, Mc Clintock (1930) logré

alterar fisicamente dos cromosomas del maiz.

Algunas variedades de maiz presentan una acumulacion visible de una sustancia coloreable
en el brazo corto del cromosoma nueve, llamada Knob. Esta caracteristica es transmitida de
generacion en generacién. En consecuencia, en este cromosoma, se podria distinguir si
estuvo involucrado en un intercambio con otro cromosoma (Mc Clintock, 1930). Entre el
cromosoma nueve con knob y el cromosoma ocho de maiz hubo un intercambio tipo

translocacion que llevo a la formacion de dos cromosomas morfoldgicamente diferentes: el
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brazo largo del cromosoma nueve incrementd en longitud, mientras que el brazo largo del
cromosoma ocho quedd mas corto, conforme a los cromosomas nueve y ocho regulares,
respectivamente (Figura Al.2) (Mc Clintock, 1930;Creigton y Mc Clintock, 1931). La
modificacion en el aspecto de los cromosomas facilitaria mostrar la existencia del

intercambio a nivel citologico (Creigton y Mc Clintock, 1931).

A=)

Después de

intercambio I

) e—

ITTTRONTTITRTY |

EEEEEE N —) —

IIIIIIIIIIIIOIIIIIII‘ &8

cromosoma 9

cromosoma 8 |

Figura AlL2 Diagrama de los cromosomas del maiz. a).- Se ilustran los cromosomas 9 y 8 normales. Las
lineas punteadas son un recurso para distinguir un cromosoma de otro. La linea negra en cada cromosoma
indica el lugar donde ocurre el intercambio cromosémico para producir la configuracion b. b).- Los dos
cromosomas producto del intercambio cromosémico, | es el cromosoma intercambiado largo e i es el
cromosoma intercambiado corto. Modificada de Mc Clintock, 1930.

Anexo 1.3. Mapeo de dos genes.

Si tenemos los genes A 'y B, debemos obtener lineas puras para los dos genes a partir de las
cuales hacemos la cruza progenitora AB/AB X ab/ab para obtener organismos dihibridos
ABJ/ab, estos organismos son cruzados con un organismo ab/ab, para hacer la cruza de
prueba necesaria para el mapeo. La descendencia de esta cruza se clasifica y cuenta por
categorias fenotipicas (Figura Al.3). En este ejemplo, el numero de organismos

recombinantes no se ajusta a la proporcidn esperada para genes independientes: 1:1:1:1.
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Cruza progenitora % ab—
A B X a b
A B a b
FenotipoAyB Fenotipoayb
Cruza de prueba AR T —
A B a b
a b X a b
FenotipoAyB Fenotipoaybh

Gametas del heterocigoto:

Progenie
Parental Recombinante
A B a b a B A b
a b ° a b PY a b a b
FenotipoAyB Fenotipoayb Fenotipo ayB FenotipoAyB
237 243 68 52

AL3 Mapeo de dos puntos para genes autosémicos. Los cromosomas encerrados en un circulo
representan las gametas formadas por el organismo heterocigoto, las gametas del organismo homocigoto
recesivo no se representan porque todas son portadoras de los genes a y b. En la descendencia de la cruza
de prueba se representa la progenie resultante de la union de los gametos del heterocigoto con los
gametos del homocigoto recesivo.

Existe un claro sesgo numérico entre las categorias, con un exceso de las combinaciones
asociadas a los organismos parentales con fenotipo dominante y recesivo para ambos
genes(237 y 248, respectivamente) y un déficit de las categorias con nuevos arreglos o
recombinantes (Ab//ab y aB//ab, con 68 y 52 individuos, respectivamente), por lo tanto el

gen Ay el gen B se encuentran en el mismo cromosoma.

La distancia entre el gen Ay el gen B se obtiene de la siguiente manera:

68 + 52 20

Distancia entre A-B = ——— X 100 =
600
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Esto implica que en20 de cada 100 cromosomas recuperados hubo entrecruzamiento
cromosomico, entre los genes A y B, es decir, estan separados por 20 unidades de mapa
(Figura Al.4).

A/a B/b

20 u.m.

Figura Al1.4. Esquema de la distancia entre los genes

Anexo 1.4 Mapeo de tres genes.

Una vez que se han determinado las ocho categorias fenotipicas, hay que obtener la

frecuencia de recombinacion para cada region.

Tabla Al. Numero de individuos para cada fenotipo del mapeo de tres genes.

Categoria Fenotipo # individuos
Parentales A CyB 396
Parentales a,cyb 383
Recombinantes Rl a,CyB 88
Recombinantes Rl Acyb 73
Recombinantes Rl a,cyB 28
Recombinantes RI A Cyb 23
Dobles Recombinantes A,cyB 4
Dobles Recombinantes a,Cyb 5
Total 1000

En este caso la region | corresponde a la region entre los genes Ay C y la region 11 al
espacio entre los genes C y B. Para calcular los entrecruzamientos en la region | se debe
sumar el total de dobles recombinantes mas el total de recombinantes para esta region.

, , . 88+73+4+5
Frecuencia de recombinaciéon = X 100 = 17

entre A- C 1000
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De la misma manera, se debe sumar los dobles recombinantes, mas los recombinantes
sencillos para la region dos (Avers, 1984; Griffiths et. al, 2002; Griffiths et. al, 2003;
Pierce, 2010).

, L 28+23+4+5
Frecuencia de recombinacion = X 100 = 6

entre C-B 1000

Las frecuencias de recombinacion obtenidas representan la distancia que hay entre los
genes.La distancia entre A-C es 17um y entre C-B es 6um vy la distancia entra el gen Ay B
es de 23 um (Figura 1.22).

A/a C/c B/b
17u.m. bu.m.
23u.m.

Figura Al1.5. Esquema de la distancia entre los tres genes.
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