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RESUMEN

Los seres vivos estan expuestos a la accidn de agentes fisicos,
quimicos o biologicos, que pueden provocar efectos genotoxicos, un
ejemplo es el Metil metanosulfonato (MMS), agente alquilante
monofuncional directo que causa dafios al DNA por metilaciéon de
bases y también genera especies reactivas de oxigeno (ROS). Para
contrarrestar estos efectos se han usado compuestos con
propiedades antioxidantes que contienden con los radicales libres. La
vitamina C es un antioxidante capaz de evitar la accion nociva de los
radicales libres; sin embargo, en algunas circunstancias puede ejercer
efectos pro-oxidantes por medio de la formacién de H20-, sobre todo
en presencia de metales, tales como el Fe. Por tal motivo, el objetivo
fue evaluar el efecto de la interaccidon Vitamina C — FeSO4 sobre la
accion del MMS en la progenie heterocigota (Serratia) de la cruza
estandar (CE) de SMART en ala de D. melanogaster. Se trataron
cronicamente larvas de 72 + 4 h de edad con agua como testigo
negativo, los tratamientos Vit C (5.6 mM), FeSO4 (0.2 mM) y Vit.C-
FeSO4 (5.6 - 0.2 mM), los testigos positivos [MMS (0.125 mM), (0.250
mM) y (0.375 mM)], y co-tratamientos MMS - Vit C-FeSOs. Los
resultados indicaron que la interaccion MMS 0.250 — vit C - FeSO4
mostré efecto antimutagénico posiblemente debido a que la propiedad
pro-oxidante de la vitamina C estimula la reparacion del DNA. Las
interacciones Vit C, Vit C - FeSO4, MMS 0.125 mM - Vit C - FeSO4 y
MMS 0.375 - vit C - FeSO4 no mostraron significancia y se proponen
dos posibles razones de ello: (1) modulacion entre la genotoxicidad
del MMS vy la induccion de sistema de reparacién o (2) bloqueo de la

metilacion del MMS al DNA, por parte de la vitamina C.
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INTRODUCCION

Hoy en dia los seres vivos estan expuestos de manera constante e
inevitable a la accion de numerosos agentes, sean fisicos, quimicos o
biolégicos, los cuales pueden llegar a provocar efectos téxicos y/o

genotoxicos (Rodriguez-Arnaiz, 1996).

La Genética Toxicologica es la disciplina cientifica que identifica y
analiza la accion de agentes genotdxicos capaces de interactuar con
el material genético de los organismos. Su objetivo primordial es
detectar y entender las propiedades de estos agentes en los efectos
hereditarios deletéreos o letales, estableciendo una correlacién entre
la exposicion al agente y la induccion de alteraciones genéticas, tanto
en las células germinales como somaticas de los organismos, y definir
a partir de ello los efectos que las toxinas ambientales producen sobre

la integridad genética de los seres vivos (Rodriguez-Arnaiz, 1996).

Durante varios anos se ha estudiado la capacidad genotoxica
(mutagénesis, recombinogénesis y clastogénesis) de diferentes
agentes genotdxicos (Lehman et al., 2000), un ejemplo de ello son los
agentes alquilantes, compuestos que se usan en el tratamiento de
neoplasias ya que pueden interferir con la division celular del tejido
proliferante, por lo que su accidbn se considera citotoxica;
adicionalmente han mostrado actividad genotoxica y cancerigena
(Sobol et al., 2007).

Los agentes alquilantes son compuestos electrofilicos con afinidad por
los centros nucleofilicos de las macromoléculas organicas, por lo que
transfieren grupos alquilo al DNA, RNA y proteinas (Jenkins et al.,
2005).
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Metil metanosulfonato (MMS)

El  Metil metanosulfonato (MMS) es un liquido incoloro
extremadamente irritante, se ha utilizado como insecticida, solvente y
como farmaco antineoplasico o citostatico en tratamientos contra el

cancer (Jenkins et al. 2005).

Es un agente alquilante que tiene dos grupos metilo (Figura 1), es
monofuncional porque so6lo uno es donado a cualquier oxigeno o
nitrogeno de las bases nitrogenadas, excepto en el N1 de las
pirimidinas y el N9 de las purinas que se unen a la D-ribosa (Jenkins
et al., 2005). EI MMS es un alquilante directo, porque no necesita ser
metabolizado para causar dafos al DNA o proteinas (Friedberg et al.
1995).

O O
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Figura 1. Estructura quimica del Metil metanosulfonato (MMS).

El MMS produce principalmente aductos N7-metilguanina (N7-MeG)
en un 80%, N3-metiladenina (N3-MeA) en 10% y O°%-guanosina (06G)
en un 0.3% (Jenkins et al., 2005; Vogel, 1986). Estos aductos puede
provocar la inhibicion de la sintesis del DNA (Boiteux et al.,1984),
efectos clastogénicos (Vogel et al.,1990), enlaces cruzados entre dos
moléculas DNA-DNA, DNA-proteinas y rupturas de cadena que
pueden generar aberraciones cromosomicas (Jenkins et al., 2005). El
dafo produce de manera indirecta ROS principalmente 'OH y H20-
(Rowe et al., 2008).
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Vitamina C

Los antioxidantes como vitaminas, carotenos y minerales los podemos
obtener naturalmente a través de la dieta o también se han afadido
como suplementos a los alimentos, productos cosméticos vy
farmacéuticos. Los antioxidantes actuan como donadores de
electrones, por lo que pueden neutralizar los radicales libres que
puede dafar el DNA (Sayin et al., 2014).

La vitamina C (2,3-didehidro-1-treohexano-1,4-lactona) (Figura 2) es
un cofactor enzimatico implicado en diversas reacciones fisioldgicas,
necesario para la sintesis de colageno y globulos rojos, y el buen

funcionamiento del sistema inmune (Shils et al., 2002).

HO _
= 25

Ho\/\go

HO OH

Figura 2. Estructura quimica de la Vitamina C.

La vitamina C ha sido reportada como un buen antioxidante ya que es
capaz de contrarrestar la accion nociva de radicales libres y también
se tiene propiedades antimutagénicas; sin embargo presenta efectos
pro-oxidantes por medio de la formacion de peroxido de hidrégeno
(H202) (Sayin et al., 2014). Este ultimo efecto esta relacionado con la

presencia de metales, tales como el Fierro (Franke et al., 2005).

La vitamina C también puede sufrir una reaccién reversible de 6xido-
reduccion que lo transforma en acido dehidroascorbico (DHA), el cual
también tiene actividades biologicas importantes, como antioxidante
indirecto al aportar electrones para generar las formas reducidas de
otros antioxidantes biolégicos como flavonoides, glutatién y a-tocoferol

(Shils et al., 2002).
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Sulfato ferroso (FeSO.)

El sulfato ferroso es un compuesto utilizado como suplemento
alimenticio, se disuelve rapidamente en el sistema digestivo y se libera

como ion hierro Il (Fe**) (James et al., 2007; Bacon y Briton, 1990).

El hierro es un elemento esencial para la vida, participa en todos los
procesos de oOxido-reduccion. Lo podemos encontrar como
transportador de electrones en los citocromos, participando con
enzimas del ciclo de Krebs y del mantenimiento celular, tales como
peroxidasas, catalasas y oxigenasas (Forrellat et al., 2000). Sin
embargo, al ser el hierro un elemento importante en moléculas que
sufren reacciones redox también lo hacen potencialmente toxico, ya
que en estas reacciones se pueden generar especies reactivas del
oxigeno (ROS), cuyos radicales libres pueden ocasionar danos en

proteinas, lipidos y DNA (De Freitas y Meneghini, 2001).

La estructura quimica del hierro permite llevar a cabo reacciones de
transferencia de un electréon, que lo hace importante en la produccion
y metabolismo de los radicales libres en sistemas biologicos. El hierro
tiene la capacidad de reducir el oxigeno al radical superoxido (O2)
(Fraga y Oteiza, 2002), cataliza la formacion de oxirradicales, porque
en la transferencia de un electron al oxigeno genera radical
superoéxido (O27), que es precursor en ultima instancia del peréxido de
hidrégeno (H202). Este a su vez, reacciona con el hierro (ll) para
producir un radical hidroxilo ("OH), por la denominada reaccion de

Fenton (figura 3) (Freitas y Meneghini, 2001).
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Oz + Fe** — 02 + Fe**
Fe?* + HO2 — Fe3* + OH + H*

Figura 3. Reaccion de Fenton.

Existen sustancias que pueden favorecer o inhibir la absorcién del
hierro, ejemplo son los agentes reductores, especialmente la vitamina
C que impide la formacion de los quelatos, lo que provoca un aumento
de la absorcidn aun en presencia de inhibidores, esto determina la
biodisponibilidad del hierro (Forrellat et al., 2000).

Drosophila melanogaster

Uno de los modelos biolégicos mas utilizados en genética toxicologica
es la mosca de la fruta Drosophila melanogaster, diptero que ofrece
una serie de ventajas tales como: (1) sistema de prueba eucaridtico
pluricelular, (2) facil cultivo y manutencion, (3) ciclo de vida corto que
incluye 4 fases: huevo, larva, pupa y adulto (ver Anexo 1), (4) se
conoce su genética y su posicion filogenética, y (5) posee enzimas del
metabolismo xenobidtico homodlogas a las de los humanos
(Rodriguez-Arnaiz, 1996, Ramos et al., 1993; Castarneda et al., 2008).
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Prueba de Mutacién y Recombinacion Somatica (SMART)

La Prueba de Mutacion y Recombinacion Somaticas (SMART) en ala
de D. melanogaster es un bioensayo a corto plazo que se fundamenta
en la pérdida de heterocigosis de marcadores de las células de los
discos imaginales, provocada por el efecto de compuestos
genotoxicos, y que se expresan como manchas de tricomas multiples
o mal formados en las alas de los organismos adultos (Spané y Graf,
1998).

Esta prueba utiliza las lineas de D. melanogaster:

multiple wing hairs (mwh/mwh): presenta una mutacion autosémica
recesiva localizada en el brazo izquierdo del cromosoma 3 en posicion
0.3 unidades de mapa (3-0.3). La expresién fenotipica es la aparicidon

de tres a cinco tricomas por célula (Graf et al., 1984; 1994).

flare (flr3/TM3, Bd®): presenta una mutaciéon autosomica recesiva
ubicada en el cromosoma 3 en posicién 38.8 unidades de mapa (3-
38.8), mas proximal al centromero que mwh. La expresion fenotipica
son tricomas mal formados y cortos en forma de “flama” o “roseta de
maiz” (Graf et al., 1984; 1996). Debido a que este marcador es letal
en homocigosis, esta linea se construyd con un cromosoma
balanceador con inversiones multiples (TM3; Third multiple 3), que
evita la recombinacion en meiosis y permite mantener los marcadores
letales en heterocigosis (Graf et al., 1996). Para reconocer
fenotipicamente el marcador fIr®, la linea tiene el marcador dominante
Beaded Serratia (Bd®). Este marcador se manifiesta con muescas en
los bordes de las alas y se localiza en el cromosoma 3 (3-92.5)
(Ramos et al., 1993).
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Con estas lineas se realiza la cruza estandar (CE) (Graf et al., 1984)
cruzando hembras virgenes flare con machos multiple wing hairs
(Guzman y Graf, 1995; Graf et al., 1984). La descendencia puede ser:
moscas trans-heterocigotas con genotipo mwh fIr**/ mwh+ fIr* y
heterocigotas mwh fIr¥*/ TM3, Bd®. Las trans-heterocigotas permiten
detectar mutaciones por la expresion fenotipica de los marcadores
sencillos mwh o fIr®, asi como también eventos de recombinacion por
la expresion de ambos marcadores adjuntos; la ausencia de la
inversion multiple y el marcador Bd® hace que se muestren alas de tipo
silvestres. Las moscas heterocigotas solo permiten detectar
mutaciones del marcador mwh debido a que estas no poseen el
marcador fiIr’, en lugar de este Ultimo marcador se tiene la inversion
multiple y el marcador Bd® expresada fenotipicamente con muescas

en el borde del ala (serratia).

En SMART se pueden detectar varios eventos genéticos tales como
mutacion puntual, delecidn y no disyuncion en moscas heterocigotas,
y ademas de los eventos sefalados también recombinacion distal y

proximal al centromero en moscas trans-heterocigotas (ver anexo 2).
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Antecedentes

Yan y colaboradores (2014) valoraron el uso de la Vitamina C como
complemento en la quimioterapia con Paclitaxel (alcaloide vegetal) y
Carboplatino (agente alquilante) en pacientes con cancer de ovario.
Los resultados indicaron que el tratamiento con Vitamina C (2 mM)
incrementd el dafno al DNA en células SHIN3 (cancer de ovario
humano) mediante la generacion de ROS, que en ultima instancia
llevaron a procesos de apoptosis, necrosis, inactivacion del ciclo
celular y vias de sefalizacion. El tratamiento combinado Vitamina C +
Carboplatino + Paclitaxel redujo el peso del tumor en 94% en
comparacion con los controles.

Kaya y colaboradores (2002) evaluaron el efecto antigenotdxico de
la Vitamina C (25, 75 y 250 mM) sobre el Cloruro de cobalto Il (CoCly)
[8 mM], 4-nitroquinolina 1-6xido (4-NQO) [3 mM] y dicromato de
potasio (K2Cr.O7) [0.5 mM] en la prueba SMART en ala de D.
melanogaster, cruza CE. Los resultados indican que la Vitamina C no
mostrd genotoxicidad a ninguna concentracion probada, mientras que
en los co-tratamientos la Vitamina C redujo la genotoxicidad del
K2Cr207, no mostrd efecto antigenotoxico sobre la genotoxicidad de 4-
NQO y aumentd significativamente la frecuencia de clones mutantes
provocado por el CoCla.

Kaya (2003) evaluaron el efecto antigenotoxico de la Vitamina C (17
mM) con tres agentes alquilantes: MMS (0.1 mM), ENU (0.001 mM) y
EMS (0.5 mM) en la prueba SMART en ala de D. melanogaster, cruza
BE. Los resultados indicaron que la Vitamina C redujo
significativamente la frecuencia de manchas presentada por los tres
agentes alquilantes. Propone que debido a que la Vitamina C o alguno
de sus metabolitos pudieron formar un enlace con el mutageno y

evitar que éste se uniera a sitios nucleofilicos, tales como los del DNA.
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Franke y colaboradores (2005) evaluaron el efecto reparador del
pos-tratamiento Vitamina C (0.17 mM y 0.01 mM) del dafio al DNA
ocasionado por el MMS (0.279 mM), la Ciclofosfamida (89.5 mM) y
FeSO4 (0.21 y 0.15 mM) en la version alcalina del ensayo cometa en
células de sangre periférica de ratén. Los resultados mostraron que la
vitamina C indujo un aumento significativo del dafio al DNA generado
por el FeSOs4, solo la Vitamina C a la [0.01 mM] redujo la
genotoxicidad de MMS, mientras que la Vitamina C increment6 el
dano al DNA a las 24, pero no a las 48 h, lo que indica que promueve

los sistemas de reparacion del dafio al DNA.

Arista (2008) evaluo el efecto genotoxico del MMS (0.5 mM), Vitamina
C (5.6 mM), FeSO4 (0.2 mM) y sus interacciones con la prueba
SMART en ala de D. melanogaster. Los resultados para la CE
indicaron que los tratamientos Vitamina C (5.6 mM), FeSO4 (0.2 mM)
solos 0 en combinacién disminuyeron significativamente la frecuencia
de manchas presentada por el tratamiento MMS posiblemente por una

accion pro-oxidante.

Estrada (2008) evalud el efecto genotdoxico del MMS (0.125, 0.250 y
0.375 mM) con o sin Vitamina C (5.6 mM) y FeSO4 (0.2 mM) con la
prueba SMART en ala de D. melanogaster. Los resultados para la CE
indicaron que la interaccion de la Vitamina C - FeSOs4 redujeron
significativamente la frecuencia de manchas del testigo MMS a las
concentraciones 0.250 y 0.375 mM. En ese trabajo se propuso que los
resultados fueron debido: a) el efecto pro-oxidante de vitamina C, lo
que pudo haber modulado los sistemas reparacion, o b) al efecto

antioxidante de la Vitamina C.
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Justificacion

La importancia del uso de los quimioprotectores ha tomado mucha
fuerza en los ultimos afos, ya que se ha visto que integrando a la
alimentacion algunos de ellos, tales como Licopeno, Sulforafano vy
Vitamina C, que se encuentran en el jitomate, coles y brocoli
respectivamente, pueden actuar como antioxidantes y asi disminuir el
riesgo de enfermedades como el cancer; sin embargo, esta propiedad
puede ser modulada por los iones metalicos de transicion. Por tal
motivo, se decidié evaluar el posible efecto antimutagénico de la

interaccion Vitamina C - FeSO4 sobre el mutageno MMS.

Objetivo

Evaluar la actividad mutagénica de la interaccion MMS, FeSOs y
Vitamina C o en la cruza E de la prueba SMART en ala de D.

melanogaster.

Objetivos particulares

% Determinar la frecuencia de mutaciones en moscas
heterocigotas (firr/TM3, Bd®) tratadas con MMS, FeSOs,
Vitamina C o la interaccion de éstos.

* Reconocer si estos tratamientos modulan la division celular

mediante el analisis de la distribucidon de clones mwh.
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Hipétesis:

Si la vitamina C en conjunto con el FeSO4 tiene efecto antimutagénico
sobre el MMS, entonces encontraremos reducciones significativas en
las frecuencias de manchas de los co-tratamientos Vitamina C -FeSO4

- MMS con respecto al testigo MMS.

MATERIALES Y METODOS

Quimicos

% Metil metanosulfonato (MMS) 98% de pureza, CAS 66-27-3.

s Vitamina C 99% de pureza, CAS 50-81-7.

% Sulfato ferroso (FeS0O4) 99.99% de pureza, CAS 7782-63-0.
Obtenidos de Sigma (St Luis, MO, USA) y disueltos en agua
desionizada.

% Medio instantdaneo Carolina (MIC) obtenido en Carolina
Biological Supply Company, Burlington N.C. USA.

Todas las soluciones se prepararon al momento de ser

utilizadas.

Biolégicos

Lineas mutantes de D. melanogaster:

% flare (fIf/TM3,Bds).

“ multiple wing hairs (mwh/mwh).

Obtenidas del Laboratorio de Genética Toxicoldégica de la FES-
|ztacala, UNAM, donadas originalmente por el Dr. Ulrich Graf del
Instituto de Toxicologia (Swiss Federal Institute of Technology) y de la

Universidad de Zurich, Schwerzenbach, Suiza.
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Métodos

Cultivo y propagacion de las lineas mutantes de D.
melanogaster.

Se cultivaron y propagaron las lineas mutantes multiple wing hairs y
flare de D. melanogaster en frascos de 250 mL con 5 g de hojuelas
de papa hidratadas con 20 mL de solucién conservadora (Anexo 3),
en una incubadora a 25 °C, humedad relativa de 65% y total oscuridad
(Duenas et al., 2001).

Colecta de huevos

Se aislaron hembras virgenes de las lineas flare y machos multiple
wing hairs (Anexo 4) con los que se realizé la cruza estandar (CE).
Esta se dejo tres dias en medio de cultivo para asegurar el
apareamiento de las moscas, posteriormente se prepard levadura
fresca activada con sacarosa (Anexo 5) para hacer la colecta de
huevos por 8 h, en una incubadora a 25°C, 65% humedad relativa y
total oscuridad. Transcurrido este tiempo los padres fueron retirados y
los frascos con la colecta de huevos fueron regresados a la
incubadora. A las 72 + 4 h se recuperaron las larvas diluyendo el
medio de levadura en agua corriente a temperatura ambiente usando

una coladera de malla fina de acero inoxidable.
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Diseno Experimental

Se realizaron 3 experimentos independientes con 3 repeticiones por
tratamiento colocando aproximadamente la misma cantidad de larvas
de 72 + 4 h de edad en tubos de ensayo con 0.5 g de Medio
Instantaneo Carolina y 2 mL de los tratamientos: testigo negativo
(agua), Vitamina C (5.6 mM), FeSO4 (0.2 mM), Vit.C-FeSO4 (5.6-0.2
mM), testigos positivos [MMS (0.125 mM), MMS (0.250 mM) y MMS
(0.375 mM)], co-tratamientos [MMS-Vit.C-FeSO4 (0.125-5.6-0.2 mM),
MMS-Vit.C-FeSO4 (0.250-5.6-0.2 mM) y MMS-Vit.C-FeSOs (0.375-5.6-
0.2 mM)] (Tabla. 1). Estos se incubaron a 25 °C, 65% humedad vy total
oscuridad hasta la emergencia de los imagos. Las moscas adultas se
almacenaron en alcohol al 70%, se disectaron las alas de las moscas
heterocigotas (fenotipo Serratia) y se montaron en preparaciones
permanentes con la resina Entellan para su observacion en el

microscopio (40x).

Vega Contreras en 2005 determind la concentracion 0.5 mM como la
CLso de MMS en D. melanogaster. Para ver los efectos del MMS en
este trabajo se utilizaron concentraciones proporcionales al 75%, 50%

y 25% de la concentracion original.
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Tabla 1. Tratamientos y co-tratamientos cronicos (48 h) dados a larvas
de 72 + 4 h de edad cruza CE de la prueba SMART en ala de D.

melanogaster.

TESTIGOS Y
CO-TRATAMIENTOS
Agua
Vitamina C (5.6 mM)
Vitamina C-FeSO4
(0.2mM)

MMS 0.125 mM
MMS 0.250 mM
MMS 0.375 mM
MMS 0.125-Vit C-FeSO4
MMS 0.250-Vit C-FeSO4
MMS 0.375-Vit C-FeSO4

Analisis de manchas en las alas

Agua

@
*

Y/
0‘0

B

X3

8

X3

%

X3

S

X3

¢

X3

*¢

R/
0.0

Vitamina
C

Y/
0‘0

®
°

J
0‘0

X3

*

0.0

FeSO4

7
°

MMS
0.125

MMS
0.250

MMS
0.375

/7
*

R/
0'0

/7
*

Se revisaron las dos superficies de cada ala en el microscopio

registrando el tipo y tamafio de mancha o clon encontrado (Graf et al.,

1984). Se reconocieron dos tipos de manchas: pequenas (1-2 células)

y grandes (>3 células), dado que en la progenie Serratia no ocurre la

reparacion por recombinacion entre los homologos (HRR) del par 3.
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Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados con el programa SMART PC-version
2.1 que analiza estadisticamente los resultados detectando las
diferencias significativas entre los valores espontaneos del testigo
correspondiente y las series de tratamientos experimentales. Este
analisis esta basado en la prueba no paramétrica de ji cuadrada para

proporciones (de una cola), con un grado de libertad y una p < 0.05.

El analisis permite decidir si la frecuencia de manchas inducidas en
los tratamientos tiene un diagndstico positivo, débil positivo, negativo

0 indeciso con base en las siguientes hipotesis:

¢ Hipdtesis nula (Ho): La frecuencia de mutacion (inducida +
espontanea) de los individuos tratados no es significativamente
mayor a la frecuencia del testigo negativo.

% Hipdtesis alternativa (Ha): La frecuencia de mutacion (inducida +
espontanea) de los individuos tratados es m veces mayor que la
frecuencia del testigo negativo (Graf et. al., 1984). Donde m, es
el factor de multiplicacion (derivados de trabajos con radiacién)
utilizado para realizar este analisis estadistico, indicando cuantas
veces debe incrementarse el numero de eventos de los

tratamientos con respecto al testigo para considerar una

respuesta positiva.

Las manchas pequefias (1-2 células) son mas comunes, por lo que
predominan en relacion con la frecuencia de manchas grandes (>3
células). De esta manera, para considerar un incremento significativo
en la frecuencia de manchas pequefias y totales (suma de todas las

manchas) se utiliza m=2, mientras que para las manchas grandes
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m=5 por ser menos comunes. Por ende son posibles las siguientes

cuatro decisiones (Frei y Wurgler, 1988).

1. Aceptar Ho y rechazar Ha: negativo
2. Rechazar Ho y aceptar Ha: positivo
3. Rechazar Ho y rechazar Ha: indeciso

4. Aceptar Ho y aceptar Ha: débil positivo

Los resultados indecisos o débiles positivos, obtenidos con SMART
fueron analizados con la prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon,
que considera la variabilidad de los individuos y no requiere una
distribucion normal de los datos, ya que es una prueba no paramétrica
con modificaciones para dos colas para datos individuales; el

resultado es significativo cuando p < 0.05.

El SMART para PC también permite determinar la distribucion del
tamafo de clones mwh, esta se agrupa en las diferentes variedades
de tamano de clones 1, 2, 3-4, 5-8, 9-16, 17-32 y 33-65 células y
representa el nimero de divisiones (n) que van de 2° a 2" células
(Graf et. al. 1984).

La prueba de Kolmogorov-Smirnov es aplicada para clones mwh
permite medir el grado de concordancia entre dos distribuciones,
comparando las frecuencias acumuladas de una distribucion con las
de otra, cuando el valor de p < 0.05. Los resultados indican si existen
diferencias significativas entre ambas distribuciones y por lo tanto si

una distribucidn es diferente a otra.
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RESULTADOS

Cruza Estandar (CE)

En las Tablas 2 y 3 se muestran los resultados obtenidos del
estadistico ji* de la prueba SMART para PC (Frei y Wirgler, 1988)
para la progenie heterocigota, después del tratamiento crénico a
larvas (72 £ 4 h) con Agua, Vit C,FeSOsy MMS.

En la Tabla 2 inciso A y la Grafica 1 se muestran las frecuencias de
manchas por individuo para cada tipo de mancha del testigo agua
(negativo) y los tratamientos Vit C, FeSO4y Vit C-FeSO4. Comparando
los tratamientos Vit C y Vit C-FeSOs4 contra el testigo agua no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ningun tipo
de mancha; mientras que el tratamiento FeSO4 mostré un incremento

significativo solo en manchas totales.

B Agua BVit. C ®Vit. C-FeSO4 MFeS0O4

=

olNbotoRrNB

Manchas /individuo.

OO0 0o

Pequefas Grandes Totales

Tipo de mancha

* Diferencias estadisticamente significativas.
Grafica 1. Frecuencia de manchas / individuos de testigo agua y
tratamientos (Vitamina C, Vitamina C-FeSQO.y FeSO4) en la CE.
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Tabla 2. Resultados de la prueba SMART en ala de D. melanogaster para la progenie heterocigota (Serratia) de la cruza
CE, después del tratamiento cronico a larvas (72+4 h) con Vitamina C (Vit C), Sulfato Ferroso (FeSO4) y Metil

metanosulfonato (MMS).

Tratamiento Numero Manchas por individuo (niimero de manchas) analisis estadistico*

(Concentracién mM) de Manchas pequeiias Manchas grandes
moscas (1-2 células) (> 2 células)

Manchas totales

m=2 m=5 m=2
Cruza Estandar (CE)
A.
Agua 0.11 (4) 0.00 0) 0.11 (4)
Vit C (5.6) 0.03 (1) i,ns 0.00 (0) i,ns 0.03 (1) i,ns
FeSO04 (0.2) 0.23 9) i,ns 0.10 4) i,ns 0.33 (13) +
Vit C (5.6) + FeS04 (0.2) 0.15 9) i,ns 0.00 (0) i,ns 0.15 9) i,ns
B.
Agua 0.11 4) 0.00 (0) 0.11 (4)
MMS 0.125 0.16 (3) i,ns 0.05 1) i,ns 0.21 (4) i,ns
MMS 0.250 0.50 (10) + 0.20 (4) + 0.70 (14) +
MMS 0.375 0.62 (25) + 0.47 (19) + 1.10 (44) +

* Diagnéstico estadistico de Frei and Wirgler (1988), m = factor de multiplicacién del riesgo minimo para evaluar resultados negativos.

Resultados: -, negativo; +, positivo; i, indeciso (p<0.05) y Prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon, donde ns= no significativo con p < 0.05.

19| Pdgina



En la Grafica 2 se muestra el andlisis de la distribucién de clones mwh
donde se grafica la frecuencia de manchas por individuo contra el
tamano de clon mwh. Los resultados indican que existen diferencias
estadisticamente significativas en las comparaciones del testigo agua

contra los testigos Vit C, FeSO4y el co-tratamiento Vit C-FeSOs..

==Agua =ll=Vit.C Vit. C-FiSO4 -)'(-Fei04

0.7
2 0.6
£ 05
@
8 04
e
5 0.3
0.2
Q
T 01 \“':!li ——
S o0 " e " Rp— g
1 ) 3 A [ [ 7

-0.1
Distribucién de manchas mwh

* Diferencias estadisticamente significativas entre los testigos y sus
tratamientos correspondientes.

Grafica 2. Distribucion del tamarfio de clones mwh del testigo agua y
testigos (Vit C, Vit C-FeSO4 y FeSO4) CE. Los tamafios de los clones
indican los eventos de division celular de los discos imaginales de las
alas de D. melanogaster [1(1), 2(2), 3(3-4), 4(5-8), 5(9-16), 6(17-32) y

7(>33) células].
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En la Tabla 2 inciso B y Grafica 3 se muestra la comparacion del
testigo agua contra los tratamientos con MMS a las concentraciones
0.125, 0.250 y 0.375 mM, con un incremento significativo en manchas
pequenas, grandes y totales a las concentraciones de 0.250 y 0.375
mM.

EAgua EMMSO0.125 EMMSO0.250 EMMS0.375

*

1.4

> Qaf

0.4

*

manchas/ individuo.

-0.1
Pequefias Grandes Totales

Tipo de manchas

* Diferencias estadisticamente significativas.
Grafica 3: Frecuencia de manchas / individuos del testigo agua y
tratamientos (MMS 0.125, MMS 0.250 y MMS 0.375) en la CE.
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En la Grafica 4 el analisis de distribucion de clones mwh mostrd

diferencias estadisticamente significativas en las comparaciones de

testigo agua contra los tratamientos MMS 0.250 y 0.375 mM.

Frec. de manchas/ind.

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

-0.1

=h=pAgua =d=MMS 0.125 MMS)0.250 ==e=MMS ii375

Distribucion de clones mwh

* Diferencias estadisticamente significativas entre los testigos y sus

tratamientos correspondientes.

Grafica 4. Distribucion de clones / individuos del testigo agua y
tratamientos (MMS 0.125, MMS 0.250 y MMS 0.375 mM) en la CE.

Los tamanos de los clones indican los eventos de division celular de

los discos imaginales de las alas de D. melanogaster [1(1), 2(2), 3(3-

4), 4(5-8), 5(9-16), 6(17-32) y 7(>33) células].
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En la Tabla 3 inciso A y Grafica 5 se muestra la comparacion del
tratamiento Vit C-FeSOs y los co-tratamientos MMS con Vit C-FeSOsa.
Se observa un incremento en manchas pequefas y totales para el
tratamiento MMS 0.125 mM-Vit C-FeSO4 y en manchas pequenas,
grandes y totales para el tratamiento MMS 0.375 mM-Vit C-FeSOsa.

H Vit. C-FeSO4 MMS 0.125VF B MMS 0.250vF B MMS 0.375VF

*
*

=
(0]

=

e *

*

o
n

Manchas/individuos

o

Pequefas Grandes Totales

Tipo de manchas

* Diferencias estadisticamente significativas.
Grafica 5: Frecuencia de manchas / individuos del testigo Vit C-
FeSOs y tratamientos (MMS 0.125 - Vit C- FeSO4, MMS 0.250 - Vit C-
FeSOs4 y MMS 0.375 - Vit C- FeSOs4) en la CE.
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Tabla 3. Continuacion de resultados de la prueba SMART en ala de D. melanogaster para la progenie
heterocigota (Serratia) de la cruza CE, después del tratamiento crénico a larvas (72+4 h) con Vitamina C (Vit C)
Sulfato Ferroso (FeSOa) y Metil metanosulfonato (MMS).

Tratamiento Numero Manchas por individuo (nimero de manchas) analisis estadistico*
(Concentracion mM) de Manchas pequefias Manchas grandes Manchas totales
moscas (1-2 células) (> 2 células)
m=2 m=5 m=2
Cruza Estandar (CE)
A.
Vit C (5.6)+ FeS04(0.2) 0.15 9) 0.00 (0) 0.15 )
MMS 0.125+ Vit C (5.6)+ 0.44 (8) + 0.06 (1) i.ns 0.50 (9) +
FeSO0a (0.2)
MMS 0.250+ Vit C (5.6)+ 0.22 9) ) 0.08 3) . 0.30 (12) i
FeSO0a (0.2)
MMS 0.375+ Vit C (5.6)+ 0.90 (35) + 0.33 (13) + 1.23 (48) +
FeSO4 (0.2)
B.
MMS 0.125 0.16 (3) 0.05 (1) 0.21 (4)
MMS 0.125+ Vit C (5.6)+ 0.44 8) + 0.06 (1) - 0.50 9) -
FeSO0a (0.2)
C.
MMS 0.250 0.50 (10) 0.20 (4) 0.70 (14)
MMS 0.250+ Vit C (5.6)+ 0.22 (9) l 0.08 (3) - 0.30 (12) l
FeS04 (0.2)
D.
MMS 0.375 0.62 (25) 0.47 (19) 1.10 1.10
MMS 0.375+ Vit C (5.6)+ 0.90 (35) i,ns 0.33 (13) ) 1.23 1.23 i

FeSO4 (0.2)

* Diagnostico estadistico de Frei and Wirgler (1988), m = factor de multiplicacién del riesgo minimo para evaluar resultados negativos.
Resultados: -, negativo; +, positivo; i, indeciso, | reduccion significativa (p<0.05) y Prueba de U de Mann-Whitney y Wilcoxon, donde ns= no

significativo con p < 0.05.
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En la Grafica 6 el analisis de distribucion de clones mwh mostro
diferencias estadisticamente significativas solo en la comparacién del
testigo Vit C-FeSO4 contra MMS 375 mM-Vit C-FeSOa..
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* Diferencias estadisticamente significativas entre los testigos y sus
tratamientos correspondientes.
Grafica 6: Distribucion de clones/ individuos del testigo Vit C- FeSOas y
tratamientos (MMS 0.125 - Vit C- FeSO4, MMS 0.250 - Vit C- FeSOs y
MMS 0.375 - Vit C- FeSOs4) en la CE. Los tamarios de los clones
indican los eventos de division celular de los discos imaginales de las
alas de D. melanogaster [1(1), 2(2), 3(3-4), 4(5-8), 5(9-16), 6(17-32) y
7(>33) células].

25| Pagina



En la Tabla 3 incisos B, C y D y Grafica 7 se muestran los resultados
de la comparaciéon del testigo positivo MMS 0.125 mM contra el co-
tratamiento MMS 0.125 mM-Vit C-FeSOs, el testigo positivo MMS
0.250 mM contra el co-tratamiento MMS 0.250 mM-Vit C-FeSOs, y el
testigo positivo MMS 0.375 mM contra el co-tratamiento MMS 0.375
mM-Vit C-FeSOs4, respectivamente. Los resultados indican que no
hubo diferencias estadisticamente significativas para ninguna

comparacion y en ningun tipo de mancha.

HMMS 0.125 MMS 0.125VF EMMS 0.250 EMMS 0.250VF ®MMS 0.375 BMMS 0.375VF

1.4
1.2

0.8
0.6
0.4

mancha/individuos.

o
S}

Pequefias Grandes Totales

Tipo de mancha

Grafica 7: Frecuencia de manchas / individuos de los testigos (MMS 0.125,
MMS 0.250 y MMS 0.375) y tratamientos (MMS 0.125 - Vit C- FeSO4, MMS
0.250 - Vit C- FeSO4 y MMS 0.375 - Vit C- FeSOs4) en la CE.
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En la Grafica 8 el analisis de distribucion de clones mwh mostré
diferencias estadisticamente significativas solo en la comparacién del
testigo positivo MMS 0.125 mM y el co-tratamiento MMS 0.125 mM-Vit
C-FeSO..

=== N\IMS 0.125 MMS 0.125vF ==le=NMS 0.250 =l=NMMS 0.250VF ==MMS 0.375 =@=MMS 0.375Vf

*

0.7
- \
£
o 0.5
1]
=
w
g 0.3
g o.
<]
=]
g 01 e
frs
01 1 2 3 4 5 6 7

Distribucién de manchas mwh

Diferencias estadisticamente significativas entre los testigos y sus

tratamientos correspondientes.

Grafica 8: Distribucion de clones/ individuos de los testigos (MMS
0.125, MMS 0.250 y MMS 0.375 mM) y tratamientos (MMS 0.125 - Vit
C- FeSO4, MMS 0.250 - Vit C- FeSO4 y MMS 0.375 - Vit C- FeSOs) en

la CE. Los tamarios de los clones indican los eventos de division
celular de los discos imaginales de las alas de D. melanogaster [1(1),

2(2), 3(3-4), 4(5-8), 5(9-16), 6(17-32) y 7(>33) células].
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DISCUSION

Cruza Estandar (CE)

Los resultados de este trabajo indicaron que el tratamiento Vitamina C
(5.6 mM) no incrementd la frecuencia espontanea de manchas
presentada en el testigo agua. Esto concuerda con Kaya vy
colaboradores (2002) que reportaron que la vitamina C (25, 75y 250
mM) no fue genotodxica en la CE de la prueba SMART en ala de D.
melanogaster. En el presente trabajo se hizo de manera
complementaria la prueba de Kolmogorov - Smirnov para comparar la
distribucién de clones, indicando que la Vitamina C alterd la division
celular presentada con el agua. En su trabajo, Kaya propuso que a
pesar de que no se encontraron efectos genotdxicos de la Vitamina C,
bajo ciertas condiciones puede llegar a ocasionar clastogenicidad
debido al potencial aumento de la produccién de H2O. y radicales
hidroxilo (‘"OH) y a través de la reaccion de Fenton, y que si este
efecto no se reflejo en un incremento de la frecuencia de manchas
pudo ser debido a los sistemas de reparacion encontrados al trabajar
con un modelo in vivo. Esto ultimo puede explicar la discrepancia con
los resultados de Franke et al. (2005) quienes si encontraron
genotoxicidad de la Vitamina C a concentraciones bajas (0.01 y 0.17

mM) en el ensayo cometa en células de raton, in vitro.
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Tratamiento FeSQOs.

El tratamiento FeSO4 (0.2 mM) mostrd un incremento estadisticamente
significativo s6lo en manchas totales con respecto al agua, y altero la
divisiéon celular, esto pudo ser debido a que el Fierro (ll) puede
producir radicales "OH y superoxido (O2") por la reaccién de Fenton,
estos radicales atacan las agrupaciones [4Fe-4S] y éstas a su vez
reaccionan rapidamente con moléculas cercanas (Franke et al., 2005).
Por lo tanto, el estrés oxidante pudo ser la principal causa del dafio
por FeSO4 (Freitas y Meneghini, 2001).

Co-tratamiento Vitamina C-FeSOQOq,

Por otra parte, la Vitamina C (5.6 mM) en co-tratamiento con el FeSO4
(0.2 mM) no mostraron diferencias estadisticamente significativas en
las frecuencias de manchas con respecto al agua y s6lo se mostro
alteracion de la division celular. EI no encontrar efectos genotoxicos
en esta interaccion puede estar relacionado con la capacidad
antioxidante de la Vitamina C. Suh et al. (2003) demostraron que la
Vitamina C (25, 50 y 75 yM) en co-tratamiento con metales de
transicion como el Fierro (50 uM) reduce el dafio oxidativo generado
por el hierro, mediante la conversion del ion férrico a iones ferrosos,
que a su vez pudieron eliminar los radicales libres y evitar el inicio de

la peroxidacion lipidica.

29| Pagina



Tratamientos MMS.

Se observd un incremento estadisticamente significativo en la
frecuencia de manchas en los tratamientos MMS (0.250 y 0.375 mM)
en manchas pequefnas, grandes y totales con respecto al agua, y
alteracion de la division celular; esto era de esperarse ya que el MMS
es un agente alquilante que puede formar N-alquilaciones de DNA,
seguido por la formacion de sitios apurinicos (AP), lo que puede dar
origen a rompimientos de cadena simples o dobles del DNA (Bilbao,
2002). En este trabajo se comprueba la actividad genotoxica del MMS,
ya que Rodriguez-Arnaiz (1996) y Heres-Pulido (2001) confirmaron la
genotoxicidad del MMS (2.0 y 1.2 mM), respectivamente, en la prueba
SMART en ala de D. melanogaster. Por otro lado, Calléja (1999)
reportd efecto mutagénico del MMS (0.5 y 0.75 mM) en células de

ovario de Hamster Chino.

Co-tratamientos MMS-Vit C-FeSO4.

Se observd un incremento estadisticamente significativo en la
frecuencia de manchas pequefas y totales para el tratamiento MMS
0.125 mM-Vit C-FeSO4 e incrementd en manchas pequeias, grandes
y totales para el tratamiento MMS 0.375 mM-Vit C-FeSO4 con
respecto al testigo Vit C-FeSO4. Esto era de esperarse en primera
instancia por la presencia del MMS que como ya se ha dicho es un
agente genotoxico que provoca dafios en el DNA (Monti et al., 2014) y
por eso se utilizd como testigo positivo. EI que no se encontraran
diferencias significativas en el tratamiento MMS 0.250 mM - Vit C -

FeSOs  hace ver un posible efecto antimutagénico
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de la combinacién Vitamina C - FeSOs, pero el que sélo se encontrara
a esta concentracién indica que este efecto es variable y depende de
la concentracion de MMS que se emplee. Una posible explicacion del
efecto mutagénico en dos concentraciones y antimutagénico en una,
podria indicar una modulacion entre el efecto pro-oxidante de la
vitamina C (Yan et al, 2014) y la induccién de los sistemas de

reparacion (Franke et al. 2005).

Comparando MMS 0.125, 0.250 y MMS 0.375 mM contra sus
respectivos co-tratamientos con Vit C - FeSO4 se encontro:

1) incremento estadisticamente significativo en manchas pequefas
para MMS 0.125 mM - Vit C - FeSOs. Se habia mencionado que no se
encontraron efectos mutagénicos en los testigos MMS 0.125 mM,
Vitamina C, FeSOs o Vitamina C-FeSOs4 por separado, pero su
interaccion muestra mutagenicidad, esto puede deberse a un efecto
sumativo de todos los factores involucrados en esta interaccion, ya
que por un lado el MMS es una agente alquilante que puede formar
rompimientos de cadena simples o dobles del DNA (Bilbao et al.
2002). Por su parte la Vitamina C ha sido reportada por Yan et al.
(2014) como un compuesto que a la concentracion 2 mM puede
actuar como pro-oxidante mediante la generacion de ROS, que en
ultima instancia llevan a procesos de apoptosis, necrosis, inactivacion
del ciclo celular y vias de sefalizacion. Aunado a esto, Franke et al.
(2005) reportaron danos en el DNA por metales de transicion como el
FeSO4 ya que pueden romper directamente las cadenas de DNA o
participar en las reacciones de estrés oxidante; también mencionan
que en co-tratamiento con Vitamina C se incrementa el dafo
producido por el FeSO4 y que el aumento del dafio depende de la

concentracion de Vitamina C que se use.
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2) Reduccion significativa de manchas pequefas y totales para MMS
0.250 mM - Vitamina C - FeSO4. Estos resultados pueden explicarse
debido a que como se menciond antes la interaccién Vitamina C -
FeSO4 en algunas condiciones y concentraciones puede llegar a tener
un efecto pro-oxidante, lo que genera estrés oxidante y por resultado
final rompimiento de cadenas de DNA, lo que segun Franke et al.
(2005) puede dar como consecuencia la estimulacion de la reparacion
del DNA, por lo que se considera a la Vitamina C como un buen
estimulante de los sistemas de reparacion y este es un punto muy
importante que se debe tomar en cuenta al trabajar con modelos in
vivo (Kaya et al., 2002). Otra posible explicacion seria que la Vitamina
C o alguno de sus metabolitos creara enlaces con el mutageno y
evitara asi que éste se uniera a sitios nucleofilicos, tales como los del
DNA (Kaya, 2003). La reduccion de la mutagenicidad mostrada en el
co-tratamiento MMS 0.250 mM - Vitamina C - FeSOs4 del presente
trabajo concuerdan con trabajos previos en el Laboratorio de Genética
Toxicologica (LGT) donde Arista (2008) y Estrada (2008) encontraron
que los tratamientos Vitamina C - FeSOs4 redujeron la genotoxicidad
del MMS en D. melanogaster en moscas transheterocigotas donde se
evalué mutacion y recombinacion.

3) No se encontraron diferencias significativas en ningun tipo de
mancha para MMS 0.375 mM - Vit C - FeSO4y tampoco alteracion de
la division celular. Esto puede indicar que aunque la Vitamina C puede
actuar como un buen promotor de los sistemas de reparacion (Franke
et al.,, 2005) o pueda tener la capacidad de bloquear la union
covalente del MMS con el DNA (Kaya, 2003) a concentraciones
mayores de MMS la cantidad de Vitamina C ya no es suficiente para

visualizarlo en una reduccion significativa de manchas.
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CONCLUSIONES

/7
0’0

Los tratamientos Vit C, FeSO4y Vit C - FeSOs solos unicamente
mostraron alteracion de la division celular, posiblemente por
reacciones de estrés oxidativo.

El efecto mutagénico del MMS fue proporcional a la
concentracion utilizada.

La interaccion de MMS 0.125 - Vit C - FESO4 mostré6 mayor
efecto mutagénico debido al efecto sumativo de los factores
involucrados en esta interaccion.

La interaccion de MMS 0.250 — Vit C- FeSO4 mostro efecto
antimutagénico secundario posiblemente debido a que la
propiedad pro-oxidante de la vitamina C también estimula la
reparacion del DNA.

La interaccion MMS 0.375 — Vit C — FeSO4 no mostré aumento
en la mutagenicidad posiblemente por la modulacién entre la
mutagenicidad del MMS y la induccion de sistema de reparacion
0 por un bloqueo de la unién covalente del MMS al DNA, por

parte de la vitamina C.

RECOMENDACIONES

R/
0’0

K/
0‘0

Realizar estudios a concentraciones mas bajas de MMS.
Realizar estudios a concentraciones bajas de Vit C, FeSO4 Vit C

-FeSO4 para evaluar la interaccién con el MMS.
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ANEXO 1

Ciclo de vida de Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster tiene 4 fases: Huevo (0.5 mm), Larva (4-5
mm), Pupa (3 mm) y Adulto (2 mm). El desarrollo completo de la
mosca se da en un tiempo aproximado de nueve dias en condiciones
ambientales 6ptimas. El desarrollo embrionario se produce dentro del
huevo, originandose una larva que pasa por tres estadios, durante la
fase de pupa se produce la metamorfosis, en la que se forman las
estructuras externas del adulto (imago), a partir de estructuras
denominadas "discos imaginales". Finalizando la metamorfosis,
emerge el adulto. Pasadas 8 h. tras la eclosion de la pupa, las

hembras adultas pueden ser fecundadas (Castafieda et al., 2008).

hembra macho

1 dia

=
embrion
pupa 1 dia
i
‘gﬁ
Frimer estadio larvario
1 dia
NG

) P

prepupa e I

2 dias 1 dia S€qundo estadio larvario
e AIS

=”e . R
o (Vas f:f?rl"‘

Tercer estadio larvario

Fig 4: Ciclo de vida de D. melanogaster
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ANEXO 2

Eventos genéticos en moscas heterocigotas (alas

serratia)
1 Célula Mitosis 2 Células Eventos genéticos que ocasionan la pérdida
de heterocigosis en progenie Serratia, para
en G2 en G 9 prog P
los marcadores fIr’ y mwh, y la formacion de
manchas en SMART en ala.
mwh + ™ Clones resultantes
h +
mw / S ﬂ,3
mwh +
+ firs >
+ fr? \ mwh !
NORMAL + flr3 ),
mwh + ™
h +
mwi / n f/r3
mwh +
+ fir3 >
+ frs \ mwh +
DELECION flr3 _J
mwh + ™
h +
mwi / n ﬂ,«?
mwh +
+ fir3 >
R —— \ mwh ! Clon mwh grande
MUTACION PUNTUAL Mwh fir3 _J
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Mitosis

1 Célula
en G2
mwh +
mwh +
+ fir3
+ fir?

NO DISYUNCION

/a

+

2 Células

en G4

mwh

gauh

==
fleS

fir?

Clones resultantes

—

Clon mwh pequeia
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ANEXO 3

Solucidn conservadora

Materiales:
% 5 mL de una solucién de acido propiénico: ortofosférico (10:1) como
bactericida.
% 5 mL de Nipagin (Tegosept) al 12% como fungistatico (12 g aforados

a 100 ml de solucién con alcohol al 96%).

Para preparar la solucién conservadora se debe diluir la solucién de acidos
en un poco de agua y agitar; afadir el Nipagin y agitar, finalmente aforar a
1 L con agua corriente y conservar en un envase color ambar (Figura 4).
Para preparar el medio de cultivo se pesan 5 g de hojuela de papa para un
frasco cremero esterilizado y se le agregan 20 mL de solucion
conservadora, se deja secar y se transvasan las moscas (Castafeda et.
al., 2008).

Figura 5: Solucion conservadora.
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ANEXO 4

Sexado de D. melanogaster

% Seleccionar frascos con pupas, retirarles las moscas adultas y
meterlos a incubar a 25° C por un tiempo de 4 h.
% Consecutivamente revisar los frascos, trasvasar a un frasco vacio, las
moscas que emergieron y dormirlas con COa.
% Separar las hembras con ayuda de un microscopio estereoscopico,
distinguiéndolas por tres caracteristicas (Figura 5):
e Tamano (la hembra es mas grande que el macho).
e Los machos tienen fusionados y melanizados los ultimos tres
segmentos abdominales.
e Los machos en el primer par de patas tienen peine sexual
(grupo de 10 cerdas).
% Para confirmar que las moscas son virgenes hay que colocarlas en
tubos de ensayo con 0.5 g de puré de papa y 2 mL de solucion
conservadora durante un periodo de 72 h (si en este tiempo no hay

larvas se procede a realizar la cruza).

Peines sexuales

Figura 6: Dimorfismo sexual en D. melanogaster.
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ANEXO 5

Preparacion de medio de levadura activada

s Desmoronar la levadura, agregar una cucharada de azucar y
agua para activarla y mezclarla.

s Poner la mezcla a Bafo Maria a 38-40°C por 5 min,
posteriormente retirarla y seguir mezclando a temperatura
ambiente por otros 5 min. Repitiendo tres veces.

% La levadura se vacia a los frascos cremeros estériles y éstos se

cubren con una gasa para dejarlos reposar por 24 h.

Figura 7: Levadura activa.
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