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RESUMEN

Con la evaluacion de la actividad genotoxica se busca establecer qué tipo de
efecto se asocia a una sustancia o factor fisico y la forma e intensidad de la
exposicion. Todas las células tienen material genético y en consecuencia, son

susceptibles de ser afectadas por genotoxicos.

La respuesta genotoxica asociada con la herencia citoplasmatica ha sido poco
explorada en cuanto al efecto materno relacionado con el 6évulo por lo cual se
propone a Drosophila melanogaster como un modelo para el estudio de la
modulacion del dafo inducido por la exposicion a genotoxicos, ademas de sus
multiples ventajas y la gran cantidad de mutantes, entre los que se encuentran
cepas deficientes en recombinacién meiética como mei9® y mei41°°. Los mutantes
mei9? presentan un tasa elevada de no disyuncién de los cromosomas durante la
meiosis y se ha mostrado un efecto materno en la descendencia de hembras
homocigotas para este gen. Los mutantes mei9® son altamente sensibles a la
radiacion UV, a los agentes alquilantes y se les considera deficientes en la
reparacion por escision de bases. El gen mei9® se considera homdlogo de
Xeroderma pigmentosum en humanos. Por su parte, los mutantes mei41°°
también muestran incremento en la no disyuncion de cromosomas y en la
sensibilidad a agentes alquilantes, aunque en menor proporcién que los mutantes
mei9®, se ha propuesto que son deficientes en la reparacidn por recombinacién. El

1D5

gen mei41~" se considera homologo de Ataxia telangiectasia en humanos.

La fertilidad y fecundidad de las hembras homocigoéticas para ambos genes es
menor que la de las moscas silvestres, por o que estas cepas se mantienen por

medio del cromosoma balanceador FM7, para evitar la homocigosis.

La NaN3 es un atrapador de oxigeno exitado ['O5], e interfiere con la transferencia
de electrones en la cadena respiratoria generando especies reactivas de oxigeno.
Es un promutageno que requiere de ser metabolizado para producir el metabolito

secundario 3- azidoalanina el cual se ha asociado con la actividad mutagénica.



En este trabajo se compardé el impacto de la exposicion de machos al
promutageno azida de sodio y de su apareamiento con hembras con diferente

contenido citoplasmatico en el tipo y cantidad de progenie obtenida.

Larvas de tercer estadio (72 + 4h) de la cepa white se trataron por alimentacion
subcrénica por 48 h con diluciones sucesivas de NaN; en un rango de
concentraciones que va de 1.86E'?a 1.25E% mM. Se determind la Sobrevivencia
promedio y la Proporcion de sexos de los adultos recobrados. El tratamiento no
afectd la sobrevivencia ni la proporcién de sexos en las moscas tratadas, las
hembras se descartaron y los machos se utilizaron para las cruzas experimentales
con hembras no tratadas: w'/w*, mei9®°mei41°°IFM7c y FM7ciw*. Se determind la

fertilidad de las hembras y el tipo y cantidad de la progenie.

Con respecto a la cantidad de progenie se encontraron diferencias en los testigos
negativos de acuerdo con la siguiente relacion: w'/w" > FM7c/iw® > mei9®
mei41°°IFM7c.

El citoplasma del 6vulo si modula la progenie que se recobra cuando el macho ha
sido expuesto a la NaNs;. La presencia de inversiones afecta la expresion de genes
y probablemente la calidad del citoplasma, por lo que en la progenie el impacto del

aporte citoplasmatico materno se suma al dafio inducido al macho progenitor.

Se ha reportado que en Drosophila existen genes de desarrollo involucrados en el
desarrollo temprano del nuevo organismo que intervienen en la segmentacion
durante el desarrollo del embrion o que modifica la formacion de tricomas en las

alas y en especial el caso de los genes mie9° y mei41°° de efecto materno.



I INTRODUCCION

1.1 Toxicologia Ambiental

La Toxicologia Ambiental estudia las formas de ingreso, transformacion y
excrecion de sustancias quimicas y los mecanismos, a nivel celular o molecular de
los procesos de la desintoxicacion para entender los diferentes sistemas vy
capacidades de respuesta de los individuos. Dependiendo del estado de salud,
edad y sexo de los organismos, de los procesos quimico - biolégicos determinados
por su constitucidon genética, asi como por la concentracion, duracion y via de
exposicion se llevara a cabo la desintoxicacién (Newman & Unger, 2003). El efecto
de la exposicion a los compuestos puede ser modulado por las caracteristicas
antes descritas, pero también hay que considerar los productos secundarios
provenientes de los cambios metabdlicos que se originan durante el proceso de
biotransformacion (Cassaret & Dull, 2001), conjunto de reacciones que modifican a
una sustancia para convertirla en otra, generalmente mas polar con respecto a la
sustancia original. La funcion y estructura de 6rganos se relaciona también con los
sitios de accién o almacenamiento de los toxicos.

Las reacciones metabdlicas son similares desde los procariontes hasta los
eucariontes en cuanto a los procesos de desintoxicacion (Pefa et.al, 2001) y estan
asociadas con: la produccion de energia en los organismos, la transformacién de
moléculas complejas a otras mas sencillas, hidrosolubles y faciles de excretar; la
distribucion de metabolitos a 6rganos y tejidos en los cuales pueden almacenarse
o bien pueden ser eliminados a través de los fluidos y productos corporales: orina,
heces, sudor, lagrimas, leche o en compartimentos de células especializadas
como los adipocitos y los évulos o huevos. Asi, todos los seres vivos presentan la
capacidad de detectar y responder a cambios que alteren su ambiente, les brinde

0 no ventajas.



1.2  Herencia Citoplasmatica

En los organismos con reproduccion sexual, la formacion de un nuevo individuo
requiere de la fusion del 6vulo y el espermatozoide. Cada progenitor contribuye
con la mitad del contenido nuclear: el espermatozoide, de menor tamano posee un
nucleo donde el material genético se encuentra altamente compacto y presenta un
flagelo con numerosas mitocondrias que aportan la energia necesaria para su
motilidad (Campbell & Reece, 2008); la hembra aporta ademas del contenido
citoplasmatico, organelos y nutrientes necesarios para el desarrollo (Russell,

1998), metabolismo y proteccion del embrion (Kalthoff 1996).

Durante la formacion de los espermatozoides, las histonas asociadas al DNA son
sustituidas por proteinas tipo protaminas (Fig. 1), las cuales podrian: conferir una
mayor compactacion del contenido nuclear, proteger al genoma paterno de dafio
fisico y quimico desde su formacién hasta que se encuentra con el 6vulo y estar

implicadas en la regulacion epigenética (Rathke et.al, 2014).

Fase post- meiotica/Espermiogenesis

transcripcién

sintesis de mRNAs para
la espermiogeénesis

represion transcriocional

de mRNAs transcripcion
de mRNAs

Células - Elongacién de las
Espermatoeonia Espermatocitos Espermaétidas &

HG Espermatozoides
madre espermatidas

Transcripcion

sintesis de mRNAs para
la espermiogeénesis

represion transcriocional transcripcion
de mRNAs de mRNAs

/ProtB-eGFP 7
Figura 1. A) Comparacion de las etapas de la espermatogéneis en raton y mosca. La transcripcion
de mRNASs relevantes para la espermiogénesis ocurre previo a la traduccion selectiva de mRNAs
almacenados. B) Espermatogénesis en Drosophila; (*), estructura testicular con espermatogonias
(rojo); (1), espermatocitos; (<) espermatidas; espermatozoides en la zona vesicular; (te), células
somaticas del epitelio terminal; (sv), vesicula seminal; (C) Espermatogénesis en raton, X- XI; tubulos
seminiferos (azul) e histonas (rojo); (spt), espermatidas; (spc) espermatocitos. Tomado y modificado
de: Rathke et.al, 2014.
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Figura 2. Durante la ovogenesis las células
precursoras de la linea geminal  se dividen
produciendo 16 cistoblastos comunicados entre si.
Una vez que se selecciona el ovocito o la célula que
hara la meisis el resto de las células se convietten en
células nodrizas que producen proteinas, mRNAs y
distribuyen mitocondrias y centrosomas en el ovocito
en formacion. Tomadode: Huynh, 2006

El contenido del citoplasma

depende exclusivamente del
genotipo de la hembra que
produce el huevo. Durante la
ovogenesis, las células
especializadas y denominadas
nodrizas producen gran cantidad
de proteinas y mRNAs que seran
utilizados por el embridbn como
sefiales posicionales (Fig. 2),
factores de transcripcién de otros
genes y en algunos casos tienen
consecuencias drasticas ya que
pueden resultar en la letalidad
del mismo (Kalthoff, 1996). Por
ejemplo, en Drosophila, el
producto del gen materno
sesame es indispensable para el
recambio de las proteinas tipo

protaminas del pronucleo

masculino por histonas maternas (Raja & Renkawitz-Pohl, 2005).

Cuando ocurre la fecundacion se desencadenan una gran cantidad de reacciones

metabdlicas, que aceleran la sintesis de DNA y de proteinas requeridas para el

resto de la embriogénesis.



Los transcritos de RNA maternos se encuentran latentes hasta que ocurre la
fecundacion (Nelson & Cox, 2006) para la formacion de proteinas en etapas
tempranas del desarrollo y enzimas esenciales en rutas metabdlicas del ciclo de
Krebs, en la fosforilacion o la biosintesis de acidos grasos durante el resto de las
etapas del desarrollo embrionario (Reilly & Thomas, 1980; Hartl & Jones, 2009)
como también en la formaciéon del blastodermo (Perrimon, 1988; Loppin et al,
2001).

En la estirpe germinal del macho, la reparacion de lesiones al DNA ocurre solo en
etapas tempranas de la espermatogénesis, de manera que todas las lesiones que
ocurran después de esta etapa tendran que ser reparadas en el 6évulo, por lo que
la capacidad y funcién de la maquinaria del citoplasma de la hembra para reparar
el dafio al DNA dependera no solo de la calidad del citoplasma del évulo sino del
tiempo en el cual se haya producido dafio al material genético del espermatozoide
(Baker et.al, 1976; Rathke et.al, 2014).

La participacion de organelos y demas componentes citoplasmaticos del 6vulo son
esenciales para la sobrevivencia de nuevos individuos, sin embargo, esta
respuesta ha sido poco explorada en modelos in vivo y menos aun a nivel
poblacional, principalmente por el tiempo de duracion y costo del estudio para

poder darle seguimiento con un gran numero de individuos.

1.2.1  Efectos Reprotoxicos

Los organismos se encuentran en constante exposicion a una gran variedad de
sustancias quimicas en diferentes dosis (Lovell, 2000) que afectan los atributos
reproductivos entre los que se encuentran la fertilidad, la fecundidad, estructurales
de organos reproductores y cortejo, también la integridad del genoma pero a nivel

de gametas y pueden heredar el dafio a la siguiente generacién (Trujillo 2015).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0147619X8090102X

Figura 3. Rotacion de la placa genital de
macho en Drosophila melanogaster por la
exposicién a metopreno durante la etapa
larval. A) Placa genital normal. B) Placa
genital irregular. Tomado de: Bauman et.al,
2010.

Dentro de los efectos reprotoxicos que reflejan el dafo ocasionado a los
organismos por haber estado expuestos a sustancias quimicas; estan la Fertilidad
que permite evaluar la capacidad de tener descendencia, la Fecundidad o
cantidad de progenie por pareja que es un indicador de como se modifica la
cantidad de la progenie producida en las poblaciones de un nicho. Las
caracteristicas que reune un organismo para poder sobrevivir y reproducirse
eficazmente pueden ser alteradas en distintos niveles. Ya sea alteracién de las
estructuras reproductoras como sucede en Drosophila melanogaster (Marsall &
Uller, 2007) cuando alguno de los sexos se ve limitado a los eventos de copula por
la incompatibilidad estructural de las placas genitales (origen somatico) debido a la
exposicion de compuestos quimicos (Fig. 3B) (Baker & Lambdin, 1985; Bauman
et.al, 2010) o bien por las lesiones que se encuentren en el DNA de las células de

la linea germinal afectando la capacidad reproductora como en moscas de



Drosophila deficientes en recombinacién meidtica que son poco prolificas por ser
portadoras de genes como mei9? y mei41°° (Baker et.al, 1976; Zimmering &
Cooper, 1980; Zimmering et.al, 1980; Zimmering & Deitemeyer, 1981; Vogel &
Nataraja, 1995).

Actualmente ha llamado la atencién el efecto en la salud reproductora de
compuestos con actividad como disruptores hormonales los cuales modifican la
capacidad reproductora de los organismos porque alteran el control de la
produccion regular de hormonas en la reproduccion, la diferenciacion sexual y el
metabolismo. Los disruptores hormonales pueden ser de origen natural, o
producidos por sintesis quimica. Se asocian con diferentes usos, como polimeros
de recubrimiento, en cosmeéticos, pinturas y en envases como el bisfenol y los
falatos (Moreno & Alvarez, 2012).

Por su parte, las habilidades de cada individuo para adaptarse al ambiente les
permite 0 no a su vez la capacidad de adecuacion ya que no solo importa
reproducirse, sino que la cantidad de descendencia es importante para establecer
poblaciones exitosas. Es relevante cuantificar la progenie producida de acuerdo al

numero de progenitores que tuvieron hijos (Marsall & Uller, 2007).

Si bien los modelos de mamiferos, diferentes a los humanos; son sumamente
valiosos por la cercania evolutiva, otros modelos biolégicos presentan
caracteristicas ventajosas para este tipo de estudios. Por ejemplo, los insectos
como Drosophila melanogaster, utiles por la gran cantidad de progenie producida
en un corto periodo, bajo costo comparado con otros sistemas de mamiferos y

requiere de poco espacio (Demerec, 1994; Truijillo, 2015).

1.3  Drosophila melanogaster

La familia de dipteros comunes que incluyen a los Drosofilidos (mosca del vinagre)
se encuentran en una gran variedad de habitats, son benéficos en muchos
aspectos para el hombre y el ambiente como en la investigacion (Brusca & Brusca,
2003) ya que es un insecto holometabolo porque reune todas las fases del

desarrollo para facilitar su estudio (huevo, larva, pupa e imago) (Demerec, 1994).
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En el corto tiempo de duracion del ciclo de desarrollo (Fig. 13) con 10-12 dias a 25
°C, produce gran cantidad de progenie y requiere un bajo costo de mantenimiento.

Presenta dimorfismo sexual, lo que facilita una rapida identificacion de sexos.

Es un organismo modelo para el estudio del comportamiento reproductivo del
imago (Lushchak, et.al, 2013; Trujillo, 2015) y la respuesta ante estimulos
sensoriales de cortejo durante el apareamiento de la mosca adulta (Pandey &
Nichols, 2011) e igual que otros modelos biolégicos como Mus musculus (Arenaz
& Nilan, 1981); Zea mays, E. coli, Saccharomyces cerevisiae, Neurospora crassa y
Arabidopsis thaliana para el estudio de la metabolizacién in vivo de diferentes
mutagenos (Graf et.al, 1978) por la actividad enzimatica del citocromo P- 450
homologo de la fraccion S9 del higado de mamiferos (Baars, et.al, 1980; Yang,
et.al, 2007), mecanismos de excrecion de xenobibticos en los tubulos de Malpighi
(Yang, et.al, 2007; Chahine et.al, 2012) y enfermedades metabdlicas a partir de
estructuras y proteinas homologas en el humano (Sekelsky et.al, 1995; Dusenbery
& Smith, 1996; Sibon et.al, 1999; Nelson & Cox, 2006; Lewin, 2008; Pandey &
Nichols, 2011).

Drosophila es un organismo ideal para estudiar también los aspectos de la
herencia citoplasmatica (Vogel, 1975; Pandey & Nichols 2011; Chajine, &
O’Donell, 2011) y el efecto de genes maternos, genes del desarrollo durante la
embriogénesis (Pandey & Nichols 2011), longevidad, produccion de huevos e
induccién de dafo al genoma (Vogel, 1975; Pandey & Nichols, 2011) en linajes
celulares somaticos y germinales (Graf & Singer, 1992) y para evaluar los eventos

de no disyuncién sexual (Sobels, 1974).
1.3.1  Mutantes no morfoloégicos
Ademas de los mutantes morfolégicos que han sido sumamente valiosos en el

estudio de la herencia, existen muchos mas genes que no tienen una expresion

morfolégica distinguible a simple vista, tal es el caso de genes relacionados con el



metabolismo como cepas en las que se sobreexpresan la superoxido dismutasa

cu — zn y la catalasa (Orr & Sohal, 1994), la recombinacion y el ciclo celular

mitotico (Ferrus, 1975), genes de efecto materno (Casso et.al, 2000), genes

letales recesivos (Graf et. al, 1983) y genes asociados con la reparacion del DNA

(Baker & Carpenter, 1972).

Debido al inespecifico reconocimiento del fenotipo, y con frecuencia a la baja

fertilidad de algunos mutantes o a que muchos de ellos son letales en

homocigosis, se recurre para su mantenimiento al uso de arreglos cromosémicos

asociados con marcadores morfolégicos (Linsdley & Zimm, 1992; Ramirez, 2003).

1.3.2 Cromosomas Balanceadores

Los cromosomas son el nivel mas alto de
organizacion del genoma que contiene la célula,
debido a que la cromatina adopta diferentes estados
de compactacion durante el ciclo celular de la
mitosis o bien de la meiosis, segun sea el caso
(Lewin, 2008). Sin embargo, durante la division
celular el material genético puede ser danado en
diferentes niveles; en este caso, los cromosomas
pueden sufrir alteraciones numeéricas como las
aneuploidias, o bien diferente tipo de aberraciones
estructurales como inversiones, translocaciones,
duplicaciones o0 deleciones. Las inversiones

cromosémicas son del tipo de aberraciones
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Figura 4. Inversiones
cromosdmicas

cromosdmicas que no implican la pérdida de informacion genética, pero si el

reordenamiento lineal de la secuencia de genes (Klug et. al, 2008). El cambio en la

secuencia de genes puede ocurrir de manera espontanea o inducida a través de

agentes mutagénicos como los rayos X (Fig. 4).



Drosophila fue el primer organismo en el que se estudido el efecto de las
radiaciones. Hermann Joseph Miuller en 1946 al exponer de manera repetida a
moscas al efecto de radiaciones determiné que se producian alteraciones en la
secuencia lineal de genes. Tras varias ocasiones de exposicion a la radiacion
logré construir los primeros arreglos cromosémicos como el cromosoma
balanceador Muller5, que incluia numerosas inversiones pero que producia
organismos viables. Al cruzar a hembras con cromosomas X con el orden normal
de genes (silvestre) con machos portadores del cromosoma invertido, solo
encontré progenie con el cromosoma silvestre o con el cromosoma invertido.
Aunque en los cromosomas con inversiones y los cromosomas no invertidos la
sinapsis ocurre en los segmentos homologos (Greenspan, 2004; Klug et.al, 2008;
Carlson, 2009), por lo que concluyé que la presencia de inversiones multiples
interfiere con la produccion de productos recombinantes viables. En los
cromosomas balanceadores se utilizan genes morfolégicos dominantes (algunos

letales) para identificar al organismo portador de un cromosoma balanceador.

Asi, los cromosomas balanceadores ayudan a:

- Eliminar la homocigosis en organismos con genes de efecto deletéreo, letal
o sin una manifestacién en la morfologia del organismo homocigético.

- Evitar los arreglos viables como producto de la recombinacion durante la
meiosis y de esta manera, a mantener estable el arreglo (Lindsley & Zimm,
1992).

- Identificar el fenotipo del organismo portador con base en marcadores para
color y/o forma de ojos, cedas y color de cuerpo, entre otros (Lindsley &
Zimm, 1992; Ralph, 2004).

En la investigacion con Drosophila melanogaster, Mdiller fue el primero en
implementar a los cromosomas balanceadores como herramienta para eliminar el
efecto deletéreo o el efecto letal de algunos genes en condicion homocigota como

por ejemplo fused (fu), que interviene en la segmentacion durante el desarrollo del



embrion o flare (fir’), que alterna la organizacién de estructuras quitinosas vy

modifica la formacién de tricomas en las alas (Lindsley & Zimm, 1992).

Se han disefiado varios cromosomas con inversiones multiples que sirven para
evitar la condicion homocigota de los genes letales en el cromosoma tres, como
TM3 (third multiple third version); el cromosoma dos, como SM5 (second multiple,
fifth version); el cromosoma X, como Basc que es derivado del balanceador Miller
5 generado por primera vez por Muller y el cromosoma FM7c (First Multiple

seventh version) (Cuadro 1) (Lindsley & Zimm, 1992).



Cuadro 1. Cromosoma balanceador First Multiple Seventh FM7c (1): y°*%, sc®, w®, B, sn*? v, g*

Alelo | Referencia | Origen Caracteristica que confiere

31d Gen recesivo que produce color de cuerpo amarillo y

y Patterson | Rayos X _
alas grises.
. Es un arreglo del cromosoma X que abarca de la
8 Sidorov, - .
sC 1929 Rayos X region 1B2- 3; 20B-D1 y confiere efecto letal en
machos X/0.
a Huestis, Alelo recesivo del gen white (w) que produce ojos de
w Espontaneo .
1923 color durazno (apricot).

Gen dominante ubicado sobre cromosomas X, en
, condicién homocigota confiere la forma de ojos en
B Tice, 1914 | Espontaneo L
barra para machos y en hembras en condicién

heterocigota produce forma de los ojos en muesca.

Gen recesivo que provoca que la cedas del cuerpo
sean rizadas. Las hembras homocigoéticas para este

SI’IX2 Mohr Espontaneo ] ]
alelo fallan en la vitelogenesis y los huevos no se
desarrollan.
Gen recesivo para el color de ojo escarlata brillante por
of . . . p
v Offerman Rayos X la ausencia del pigmento café en los omocromeros.
. Gen recesivo que codifica para una proteina que
4 Bridges,

Rayos X | provoca que el color del ojo se intensifique con la edad

1916 .
hasta alcanzar un color café.

1.3.3  Genes deficientes en reparacion

Se conocen mas de 30 mutantes deficientes en reparacién de dafio a DNA en la
mosca de la fruta (Boyd & Setlow 1976), como las cepas mei9® y mei41°°

deficientes en recombinacién meidtica. Fueron identificados por Baker y Carpenter

que son

en 1972 y deben su nombre por presentar deficiencia en mecanismos de



reparacion y en la recombinacion meidtica. Las hembras homocigotas para estos
genes tienen un fenotipo silvestre y son viables aunque poco prolificas (Linsdley &
Zimm, 1992; Baker et.al, 1976; Smith & Huang, 1997).

1.3.3.1 Gen mei9?

Es un gen autosomico recesivo que incrementa la sensibilidad de las larvas a la
radiacion y a compuestos mutagénicos como metil-metano sulfonato (MMS)
(Baker etal, 1976; Lindslay & Zimm, 1992), incrementa el rompimiento
cromosomico y eventos de no disyuncion (Boyd et.al, 1976; Hari et.al, 1995)
dando inestabilidad a las células somaticas (Baker & Carpenter, 1972; Baker et.al,
1976; Banga et.al, 1995; Yildiz et.al, 2004). Incrementa la frecuencia de eventos
de no disyuncion entre cromosomas sexuales de hembras y machos (Baker &
Carpenter, 1972; Baker et.al, 1976; Boyd et.al, 1976; Sibon, 1999). Hay perdida de
la progenie de machos provenientes de hembras homocigotas progenitoras
mei9’/mei9® (efecto materno) por la pérdida parcial o total de cromosomas
sexuales (Baker et.al, 1976; Zimmering & Cooper, 1980; Zimmering et.al, 1980;
Zimmering & Deitemeyer, 1981) y afecta la fertilidad (Baker et.al, 1976; Zimmering
& Cooper, 1980; Zimmering et.al, 1980; Zimmering & Deitemeyer, 1981).

El gen mei9® en Drosophila codifica para la proteina Dm- endonucleasa
involucrada en la escisidén deficiente de bases dimerizadas (Sekelsky et.al, 1995;
Dusenbery & Smith, 1996). En humanos es homologo del gen XP relacionado con
Xeroderma pigmentosum, desorden congénito que genera manchas y ulceras en
la piel, dafa ojos, sistema nervioso, mala coordinacion, genera convulsiones y
predispone a los individuos a adquirir melanomas (Mishra et.al, 2014) y cancer de
mama (Spring et.al, 2002) a causa de la deficiencia celular para llevar a cabo la
reparacion del DNA por la exposicion a los rayos UV de la luz solar y/o agentes

metilantes.

La deficiencia en la proteina que lleva a cabo la escision del dafio puede deberse

a los dominios con acido aspartico que conforman a la endonucleasa, esto para la



actividad regular pero en los mutantes mei9® hay dominios con aspargina; lo que
se ha reportado puede ser la diferencia entre escindir o no las bases dimerizadas
(Hari et.al, 1995).

1.3.3.2 Gen meid1"®

Es un gen autosomico recesivo (Lindslay & Zimm, 1992; Baker et.al, 1976) que
produce rompimientos cromosdmicos (Hari et.al, 1995; James et.al, 1989) lo que
da inestabilidad a células somaticas (Baker & Carpenter, 1972; Baker et.al, 1976;
Banga et.al, 1995). Incrementa la frecuencia de eventos de no disyuncién entre
cromosomas sexuales de hembras y machos (Baker & Carpenter, 1972; Baker
et.al, 1976; Boyd et.al, 1976). Esta asociado al efecto materno por la pérdida
parcial o total de cromosomas sexuales (Zimmering & Cooper, 1980; Zimmering
et.al, 1980; Zimmering & Deitemeyer, 1981) y la disminucién de la cantidad de
progenie aunque no tanto como en los mutantes mei9%/mei9° (Baker et.al, 1976;
Zimmering & Cooper, 1980; Zimmering et.al, 1980; Zimmering & Deitemeyer,
1981). También presentan deficiencia en el reconocimiento del dafio al DNA
durante la division celular de la blastula (Sibon et.al, 1999). Los organismos
mei41°° son altamente sensibles a los agentes metilantes como metil- metano-
sulfonato (MMS), etil- metano sulfonato (EMS), y a mutagenos como mostaza de
nitrogeno (HNz) y/o 2-acetilaminofluoreno (AAF), naranja de acridina (AO),
bromuro de etidio (EB) y a algunos promutagenos (Graf U. et.al, 1984; Graf et.al,
1990; Graf & Singer, 1992) con posible efecto clastogénico como azida de sodio
(Gonzalez, 1997).

La proteina Dm- kinasa (Dusenbery & Smith, 1995) relacionada con la reparacién

del dafio al DNA codificada por el gen mei41™°

en Drosophila es homdloga de la
proteina mutada AT- kinasa en humanos que esta relacionada con Ataxia
telangiectasia, enfermedad que produce leucemias, linfomas, tumores vy
deficiencia en la reparacion del dafio al DNA causado por la radiacion ionizante y
agentes metilantes, predisponiendo a los individuos a adquirir melanomas (Mishra

et.al, 2014) y cancer de mama (Spring et.al, 2002); ésta pertenece a la familia de



las kinasas con mayor numero de residuos de serina y tirosina importantes para
las senales de transduccion hormonal, controlar la actividad de receptores
membranales, diferenciacion celular y deteccion del dafo por ruptura a DNA
(Renddn & Robles, 2000). La actividad irregular de dicha proteina puede deberse
a la menor cantidad de elementos P que ayudan por ejemplo, a la transformacion
de la resistencia a metil metano sulfonato (MMS) y elevar la fertilidad de las
hembras mei41 (Banga et.al, 1995). Por lo que la baja cantidad de elementos
transponibles permite que la trascripcion del gen produzca una proteina con un
dominio deficiente y pocos residuos de serina y tirosina esenciales para el
reconocimiento de dafio a DNA (Banga et.al, 1995; Gatei et.al, 2001; Majumdar
et.al, 2013).

1.3.3.3  Doble mutante mei9®-mei41°°

En Drosophila, los mutantes dobles mei9? mei41°°/FM7c, son altamente sensibles
alaluz UV y a los agentes alquilantes, incrementan la frecuencia de no disyuncién
y de rompimientos cromosomicos, pero la frecuencia de no disyuncion es similar a
la de las moscas silvestres cuando se encuentra en condicion heterocigota con el
cromosoma balanceador FM7c, no obstante, se ha observado que moscas
heterocigas parecen mostrar una sensibilidad diferente ante ciertos mutagenos vy
mezclas complejas (Ramirez, 2003) que pueden estar involucrando otras rutas de
metabolizacion de genotoxicos y no unicamente como mutantes en recombinacion

meidtica.

Los mutantes homocigotos de genes recesivos como mei9® mei41°° (Boyd et.al,
1976; Baker et.al, 1976) son manejados con inversiones cromosomicas para
balancear la cepa, o sea que al implementar cromosomas balanceadores como el
FM7c se puede identificar el fenotipo del organismo portador por la expresion de
marcadores morfolodgicos para color y/o forma de ojos, tricomas del cuerpo, sedas
y color del cuerpo (Lindsley & Zimm, 1992; Ralph, 2004) debido a que los

organismos mei9® mei41°° tienen un fenotipo silvestre (Fig 5).
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Figura 5. Cepas deficientes en recombinacidn meidtica balanceadas con el cromosoma FM7c. Para

balancear la cepa se cruzan hembras eficientes y fértiles (y'mei9” meid1”°/FM7c) con machos deficientes
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y fértiles (y" mei9” mei41~"/Y)

1.4 Azida de Sodio

1.4.1  Mecanismo de accién de la azida de sodio (NaN3)
La NaN3; se obtiene combinando sodamida con 6xido nitroso (Arenaz et.al, 1989)

es un promutageno (Owais & Kleinhofs, 1988) que induce recombinacion en
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células somaticas por su potencial clastogénico (Gonzalez, 1997) y pertenece a
las azidas inorganicas. Es un atrapador de oxigeno exitado ['0,], razon por lo que
interfiere con la transferencia de electrones en la cadena respiratoria (Owais &
Kleinhofs, 1988; Gonzalez, 1997) generando a su vez, especies reactivas de
oxigeno. Es un promutageno que requiere de ser modificado por la O- acetil- L-
serina- sulfidrilasa para producir el metabolito secundario (- azidoalanina, que

tiene actividad mutagénica (Owais et.al, 1981; Owais et.al, 1983).

1.4.2 Usos de la azida de sodio

Se ha implementado en la agricultura como herbicida, nematicida, fungicida
(Kamra & Gollapudi, 1979) y para inhibir la germinacion de semillas (Owais et.al,
1979; Arenaz et.al, 1989). En la industria se usa como conservador de
medicamentos (Gonzalez, 1997; Enciclopedias de Salud y Seguridad para el
Trabajo como Guia de Productos Quimicos, 2010). En medicina se usa como
vasodilatador para la hipertension arterial (Sander et.al, 1978; Arenaz et.al, 1989)
y en la investigacidon con varios modelos bioldgicos como mutageno de referencia
(Kleinhofs et.al, 1975; Owais & Kleinhofs, 1988) por ejemplo en cultivos celulares
de plantas como Pisum sativum, Zea mays, Vicia faba (Kleinhofs, 1978; Rosichan
et.al, 1983) como también en cultivos bacterianos de S. typhimurium [TA1530)
(Owais et.al, 1981 c; Owais et.al, 1983) y E. coli (Kleinhofs et.al, 1975), como
mutageno débil en cultivos celulares de ratdbn Mesocricetus auratus y leucocitos de
humano (Sander et.al, 1978), A. thaliana y N. crassa (Rosichan et.al, 1983). Y en
la investigacion con Drosophila, como clastégeno y recombinégeno (Gonzalez,
1997; Arroyo, 2014).
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Justificacion

La formacién de un nuevo individuo requiere de la fusion del genoma del évulo y el
espermatozoide. Cada progenitor es igualmente importante y a pesar que el
espermatozoide es de menor tamafo contribuye con la mitad de la informacién
genética al igual que el 6vulo pero éste, ademas contribuye con el contenido
citoplasmatico (organelos y nutrientes para el desarrollo, metabolismo y reparacion
de dafio al DNA) (Kalthoff, 1996; Russell, 1998).

Cuando alguno de los progenitores ha estado en presencia de sustancias que
dafian el material genético es posible que el dafio pueda alcanzar a la siguiente
generacion o derivar en un fallo en la formacién del nuevo individuo. El contenido
del 6vulo resulta fundamental ya que aporta los elementos necesarios para hacer
compatible al DNA paterno (reemplazando proteinas tipo protaminas) y en su

caso, para reparar algun posible dafio en el DNA.

La participacion de organelos y demas componentes citoplasmaticos del 6vulo son
esenciales para la sobrevivencia de nuevos individuos, sin embargo, esta
respuesta ha sido poco explorada en modelos in vivo y menos aun a nivel
poblacional, principalmente por el tiempo de duracion y costo del estudio para
darle seguimiento a varias generaciones y a un numero suficiente de individuos

para obtener efectos significativos.



Objetivos

General

Determinar la modulacion por efecto materno del dano reprotéxico inducido

por la azida de sodio en machos de D. _melanogaster.

Particulares

Evaluar el efecto toxico de la azida de sodio en el progenitor masculino.

Estimar el efecto reprotdxico de la azida de sodio en la progenie de machos

tratados y hembras no tratadas.

Comparar la proporcion de los diferentes fenotipos recobrados de las
cruzas de machos w/Y tratados con hembras no tratadas:

w'Iw*, mei9? meid1°°IFM7¢c, FMT7ciw'.

Comparar a progenie con el mismo genotipo que es producida por hembras

progenitoras con diferente genotipo.

1°° con la

Comparar a la progenie portadora de los genes mei9® y mei4
progenie silvestre y con la progenie portadora del cromosoma balanceador

FM7c.

Determinar qué implicaciones tiene la presencia de los genes mei9® y

1D5

mei4 en conjunto con cromosomas balanceadores en la progenie

recobrada.



Hipétesis

El dafno inducido al macho tratado con azida de sodio durante la formaciéon de sus
espermatozoides (Kalthoff, 1996) sera modulado dependiendo de la constitucién

genética del citoplasma del évulo (Schupbach, 1986).
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tipo de progenie recobrada

Se espera obtener mayor proporcion de la progenie silvestre (w'/w"), que progenie
FM7cy a su vez que la progenie mei9® mei41°°.



I MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

2.1.1  Lineas de moscas

Se utilizaron tres diferentes cepas de Drosophila melanogaster:
a) silvestres (Canton- S),

b) white (w), alelo recesivo del gen w" localizado en el cromosoma X a 1.5 um,
las moscas con este fenotipo presentan ojos de color blanco (Lindsley &
Zimm, 1992).

c) y'mei9’meid1®°IFM7c.

2.1.2 Compuesto

La azida de sodio (NaN3) de proveedor Sigma-Aldrich [CAS26628- 22-8].

2.2 Tratamiento con azida de sodio.
2.2.1  Obtencion de larvas para el tratamiento

Un cultivo maduro de hembras y machos de la cepa w se transfirié a medio fresco
por 8 horas para colectar huevos. Se esperd a que las larvas alcanzaran el tercer
estadio (72 + 4 hr) para extraerlas del medio de cultivo mediante un gradiente de
sacarosa al 20% (Nothinger, 1970).


https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.sigmaaldrich.com%2Fcatalog%2Fsearch%3Fterm%3D26628-22-8%26interface%3DCAS%2520No.%26lang%3Den%26region%3DUS%26focus%3Dproduct&ei=D29ZVfyWBIGYyASQmoEg&usg=AFQjCNF3Onp1HwBWXHJto0gUrCEKEQi9Aw&bvm=bv.93564037,d.aWw

2.2.2 Tratamiento

A partir de una concentracion stock de 0.3 mM se realizaron diluciones sucesivas
a diferentes molaridades: 0.125, 0.00049, 3.05E™, 3.81E™, 2.38E%", 1.86E™*,

1.46E™"", 1.82E"? y como disolvente y testigo negativo se utilizé H.O destilada.

Aproximadamente entre 100 larvas de la cepa w se colocaron en tubos
homeopaticos con 1g de medio instantaneo (Carolina Biological Supply) hidratado
con 4.5 mL de las disoluciones con azida de sodio previamente realizadas [0.125 a
1.82E"2 mM] 6 con agua destilada. En total se realizaron cuatro tratamientos y en

cada uno dos réplicas (series) de cada concentracion (Fig. 6)
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Figura 6. Tratamiento subcrénico con azida de sodio (NaN3) en la cepa de moscas white. Los machos w/Y se usaron para el Sistema de

cruzas.



2.3 Sistemade cruzas

Para determinar si la constitucién genética de las hembras modula el dafo
inducido por la NaN3 en los machos expuestos, se realizaron cruzas en una
proporcion 1:1, es decir, se tomd a un macho w/Y tratado y una hembra virgen no

+

tratada por tubo. Las hembras fueron: w'/w', mei9®°meid1°°IFM7¢c, 6 FM7clw
(Fig.7)

El numero de familias generadas varié dependiendo de la disponibilidad de las
hembras al momento de hacer las cruzas: con las hembras w+/w+ fueron 60, con
las hembras mei9®°mei41°°/FM7¢c fueron 50 y para las hembras FM7c/w® se

generaron 30 familias.

Después de esperar cinco dias a que los progenitores copulen se descartaron
para evitar que las hembras sigan poniendo huevos y evitar que se mezclen con la
F4, la cual emergi6 alrededor de 10 a 12 dias después de iniciada la cruza.

Se recobré a la Fy de cada cruza progenitora para cada concentracién y se

contabilizé el numero de hembras y machos de cada fenotipo.



SISTEMA DE CRUZAS
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Figura 7. Sistema de cruzas donde se utiliza a los machos white tratados x hembras: w'/w*, y’'mei9®
mei41°°IFM7c, FM7ciw" no tratadas.



2.4 Andlisis de Resultados
2.4.1  Toxcicidad: Sobrevivencia promedio (SP) y Proporcion sexual (Psx).

Los adultos recobrados se clasificaron por sexo y se cuantificaron. Para
determinar la toxicidad del tratamiento en los organismos expuestos y si éste
afecta a alguno de los sexos preferentemente se calculd la Sobrevivencia

Promedio (SP) y la Proporcién de Sexos (Psx) como:

. . # total de hembras o machos
Promedio total de organismos

Sobrevivencia _  recobrados por concentracion Proporcién  _ recobrados de cada concentracién

Promedio Promedio total de organismos en el sexual

# total de organismo recobrados
lote testigo

de cada concentracion.

La sobrevivencia promedio por tubo de los lotes testigo y experimentales se
comparé mediante un ANOVA de un criterio con un a = 0.05. En caso de encontrar

diferencias significativas se calcul6 la prueba de Tukey con un a = 0.05.

2.4.2  Efecto reprotdxico: Fertilidad (F), Progenie Promedio por Macho (PPM).

Mediante los estimadores de la Fertilidad (F) y la Progenie Promedio por Macho
(PPM) se evalua cuanto afectd el tratamiento con la azida de sodio en las
capacidades reproductoras de los machos w/Y y como se modifica la cantidad de

hijos obtenidos de las tres diferentes cruzas.

# de machos que tuvieron progenie

# de machos con progenie para cada Progenie Promedio P32 cada concentracién y en el lote
. concentraciényen el lote testigo testigo
Fertilidad = porMacho = g
# total de machos que fueron cruzados #total de machos cruzados en cada
en cada concentracién y en el lote concentracién o en el lote testigo

testigo.



Se compar? la fertilidad entre testigo y experimentales con una prueba de Z para
proporciones con un a = 0.05. La progenie promedio por macho de los lotes
testigo y experimentales se comparé mediante un ANOVA de un criterio con un a
= 0.05. En caso de encontrar diferencias significativas se calculdé la prueba de

Tukey con un a = 0.05.

2.4.3 Efecto Materno: Progenie Promedio Corregida (PPC).

Para cada cruza, se obtiene una proporcion genotipica de acuerdo a la
constitucion genética de las hembras progenitores, segun sea el caso para las
hembras no tratadas (w'/w*, y' mei9? mei41°°lFM7c, FM7c/w*) por machos w/Y
tratados. A pesar que el sistema de cruzas esta conformado por tres diferentes
hembras pero que presentan un gen o un arreglo cromosémico en comun es
posible comparar las proporciones genotipicas similares entre hembras y machos

obtenidos para cada cruza.

Para comparar la variacion entre genotipos similares de hembras y machos
obtenidos del sistema de cruzas formado por hembras de diferente constitucion
genética (W'/w*, y'mei9® meid41°°lFM7c, FM7ciw') se obtiene la Progenie
Promedio Corregida (PPC). Este estimador permite evaluar la variacion entre las
progenies con genotipos similares a pesar que se produce de diferentes genotipos
maternos. Como la progenie de cada concentracion (testigo y experimentales) se
divide entre la recobrada en el testigo, el testigo tendra un valor de progenie igual

a 1y la obtenida en las series experimentales fluctuara alrededor de este valor.

Promedio total de organismos de

cada concentracidon y del lote
Progenie Promedio  testigo

Corregida -

Promedio total de organismos del
lote testigo.



i RESULTADOS
31 Toxicidad:
3.1.2  Sobrevivencia Promedio y Proporcion Sexual.

La sobrevivencia promedio se determind con los organismos recobrados del
tratamiento con la NaNgj; primeramente para evaluar la toxicidad del compuesto
que se administrd a los organismos en etapa larval y posteriormente determinar si

afectd a uno de los sexos en particular (Fig. 8a y 8b), respectivamente.

a)
140

120

100 1

80 T

60

40

SobrevivenciaPromedio

20

0.00 1.82E-12 1.46E-11 1.86E-09 2.38E-07 3.81E-06 3.05E-05 4.90E-04 1.25E-01
NaN3 [mM]

¥ moscasw

b)

0.9

0.8

0.7

0.6

os % ::::.%:::: S — T ::;%:iﬁﬁf:i::ﬁj::::::;:::&‘

0.4

Proporcién Sexual

0.3

0.2

0.1

0.00 1EL11 1El09 0.006000 0.0(;001 0.(;01 0‘.1
NaN3 [mM]
o wiw Bl wfY
Figura 8: a) Sobrevivencia Promedio y b) Proporcion
Sexual de moscas white tratadas con azida de sodio.



Tabla 1 a). Sobrevivencia Promedio y Proporcién Sexual de moscas white
tratadas con azida de sodio.

[NaN;] N  w/Y SP +ee PSxh + ee PSxm = ee
testigo 412 215 103.00 £+ 0.00 0.48 + 0.02 052 + 0.02
1.82E-12 297 148 74.25 £ 0.03 053 £+ 0.03 047 £ 0.03
1.46E-11 291 156 72,75 £ 0.07 048 + 0.02 052 + 0.02
1.86E-09 352 181 88.00 £ 0.10 047 + 0.03 053 + 0.03
2.38E-07 368 186 92.00 £ 0.03 051 £+ 0.04 049 + 0.04
3.81E-06 405 211 101.25 + 0.07 049 + 0.04 051 + 0.04
3.05E-05 387 184 96.75 £+ 0.06 052 + 0.04 048 + 0.04
4.90E-04 428 205 107.00 £ 0.04 054 + 0.03 0.46 £ 0.03
1.25E-01 450 227 112,50 + 0.11 050 + 0.03 050 + 0.03

N niimmara Aa Araan iermaAc: s IV nvimaarva fakal Aa mmachac urthita tratadac: €D Cahrvavivicancia Dramadias An AreAr

De acuerdo con el analisis de varianza aplicado, la sobrevivencia promedio (SP)
de las moscas white tratadas es diferente (Tabla 1b) dependiendo de la
concentracion probada (Fg, go= 1.975; p<0.05), sin embargo, no se logré establecer
en qué concentracién estuvo la diferencia de acuerdo a la prueba de Tukey
(p<0.05).

Tabla 1b). Resumen del Analisis de Varianza

Fuente de Varianza ss gl MS F
Entre muestras 2045 9 255.63 1.975
Dentro de muestras 1248.67 99 126.09
Total 14527.67 108

Zoos= 1.96; p< 0.05

El tratamiento con la azida de sodio no afectd la Proporcion sexual (Fg, g9= 0.002;

p> 0.05) en los organismo tratados (Tabla 1a).



3.2 Efecto Reprotoéxico: Fertilidad (F), Progenie promedio por macho

(PPM), Progenie promedio corregida (PPC).
3.2.1 Fertilidad (F).

La fertilidad se cuantificd a partir del numero de machos w/Y tratados que tuvieron
descendencia al cruzarlos con hembras: w'/w*, y'mei9® meid1°°IFM7c y FM7ciw*
no tratadas para evaluar la capacidad reproductora de los machos expuestos a la

azida de sodio (Fig. 8)

La fertilidad de los machos w en el lote testigo (H,O destilada) fue diferente
cuando se cruzaron con hembras y'mei9? mei41°°/FM7¢ (Zy.005= 1.64; p<0.05) y
con hembras FM7c-Iw" (Zy025= 1.64; p<0.05) donde la frecuencia de la fertilidad
aumenté respecto de la cruza con las hembras silvestres w'/w" respectivamente y
como se describe en la siguiente relacion para el lote testigo: FM7c/iw® > y1mei9a
mei41°°IFM7¢c > w'lw'. Por su parte, la fertilidad de los machos w tratados con
azida de sodio también fue diferente significativamente dependiendo del tipo de
hembra con la que se cruzd, como se muestra en la siguiente relacion: y’meIQa
meid1°°IFM7¢ > FM7ciw* > w'iw".

Con base en la relacion antes descrita, la diferencia significativa (Zyp.0s= 1.96;
p<0.05) en la fertilidad de los machos w/Y tratados y cruzados con hembras
FM7ciw* en la concentracion de 1.82E7'? mM disminuyd respecto de su testigo
correspondiente. En cuanto a la fertilidad de los machos w/Y tratados y cruzados
con hembras y'mei9® mei41°°/FM7c que aumenté en las concentraciones 1.86E™°
y 2.38E" mM respecto de su testigo correspondiente la variacion fue diferente
significativamente (Zy,05= 1.96; p<0.05). Por ultimo, la fertilidad de los machos w/Y
tratados y cruzados con hembras w'/w" fue diferente significativamente (Zo 5=
1.96; p<0.05) aumentando en la concentracion 3.81E% mM respecto de su testigo
(Tabla 2).



Fertilidad
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Figura 9. Fertilidad de machos white tratados y cruzados con hembras: w'/w’, y'mei9” mei41”’IFM7c y

FM7ciw' no tratadas. El * sefiala diferencia significativa entre cepas experimentales: y'mei9® mei41™°/FM7c y
FM7ciw" no tratadas con respecto a la cepa w+/w+. La letras a, b, ¢, sefiala la diferencia significativa entre
concentraciones respecto de su testigo correspondiente con base a Z para proporciones.

Tabla 2. Fertilidad de machos white tratados y cruzados con hembras: w*/w*, y'mei92 meid1P5/FM7c,
y FM7clw* no tratadas

hembras: w+/w+* hembras: y'mei92 mei41P5/FM7c hembras: FM7c/w+
[NaN;,] N n F ee 9 N n F ee 9 N n F ee d
testigo | 1516 60 0.40 0.21 1302 50 0.58 0.09 *| 1401 30 0.67 0.09 *
1.82E-12 | 1801 60 0.43 0.22 1544 50 0.74 0.07 877 30 0.40 0.06 C
1.46E-11 | 1924 60 0.45 0.24 1832 50 0.66 0.14 947 30 0.73 0.15
1.86E-09 | 2388 60 0.52 0.17 2062 50 0.82 0.07 b| 1163 30 067 0.13
2.38E-07 | 2446 60 0.55 0.15 1716 50 0.82 0.09 998 30 0.63 0.22
3.81E-06 | 2988 60 0.60 0.18 a| 1713 50 0.74 0.10 b| 997 30 077 0.15
3.05E-05 | 2197 60 0.47 0.17 1671 50 0.72 0.15 1542 30 0.53 0.27
490E-04 | 2224 60 0.55 0.15 1148 50 0.60 0.14 1060 30 0.60 0.31
1.25E-01 | 1632 60 0.42 0.17 1114 50 0.48 0.16 1211 30 0.73 0.18

N, numero total de progenie; n, nimero de cruzas; F, fertilidad; ee, error estandar; d diagnostico que sefiala la diferencia
significativa con base a Z para proporciones, p<0.05



3.2.2  Progenie promedio por macho (PPM) total del Sistema de cruzas.

Con la progenie promedio no solo se evalua la fertilidad de los machos expuestos
a la azida de sodio si no también su prolificidad. Este atributo también depende del
tipo de hembra con la que se cruzo al macho (Fig 10), como se muestra en la

siguiente relacion: w'/w* = FM7ciw" >y'mei9® mei41°°IFM7c.

En el grupo de la progenie promedio recobrada del lote testigo (H,O destilada) no
hubo diferencia significativas. Para el otro grupo de la progenie promedio obtenida
cuando los machos w/Y se trataron y se cruzaron con los tres tipos de hembras:
w'iw', y'mei9® mei41°°IFM7c, y FM7c/w" no hubo diferencia significativa (Fs, 2=
0.39; p> 0.05, Fg 1= 0.96; p> 0.05 y Fg16= 0.54; p>0.05) con relacién a sus

testigos respectivos (Tabla 3.)
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Figura 10. Progenie promedio (PPM) recobrada de la cruza de machos white tratados y
cruzados con hembras: w'/w", y'mei9® meid1°°IFM7c, y FM7¢/w" no tratadas.

Tabla 3. Progenie promedio (PPM) recobrada de la cruza de machos white tratados x
hembras: w*/w*, y’mei9? mei41°5|FM7c,y FM7c/w* no tratadas

hembras: w*/w* hembras: y'mei9? mei41P5/FM7c hembras: FM7c/w*
[NaN;] N n PPM + ee d N n PPM % ee d N n PPM % ee d
testigo 1516 60 64.85 + 7.29 1302 50 39.71 + 499 1401 30 75.60 + 8.37
1.82E-12 1801 60 62.52 + 7.39 1544 50 37.63 + 3.93 877 30 73.08 + 14.56
1.46E-11 1924 60 72.34 £ 7.02 1832 50 4354 + 4383 947 30 39.24 + 5.66
1.86E-09 2388 60 69.56 + 591 2062 50 41.79 + 4.37 1163 30 60.63 % 6.31
2.38E-07 2446 60 67.25 = 7.04 1716 50 35.07 + 3.84 998 30 57.23 = 7.47
3.81E-06 2988 60 71.85 *+ 5.62 1713 50 3592 + 459 997 30 45.77 = 5.45
3.05E-05 2197 60 83.67 * 10.36 1671 50 4561 + 475 1542 30 96.38 + 22.48
4.90E-04 2224 60 61.07 * 6.14 1148 50 26.20 + 4.80 1060 30 55.84 t 7.97
1.25E-01 1632 60 52.03 % 6.53 1114 50 31.32 + 6.26 1211 30 57.08 % 8.96

N, numero total de organismos para cada concentraciéon; n, nimero total de cruzas; PPP, progenie promedio por
macho; ee, error estandar; d, prueba de diagnoéstico de ANOVA, p< 0.05



3.2.2.

Progenie promedio (PPM) de la cepa silvestre(w'/w").

Se recobro6 similar proporcidn (Fg 2= 0.97; p> 0.05, Fg, 2= 0.61; p> 0.05) entre la

progenie de hembras y machos silvestres (w'/w; w'/Y) obtenida de la cruza de

machos w/Y tratados y cruzados con hembras w'/w" no tratadas, respectivamente

(Fig 11) para todas las concentraciones y respecto de su testigo correspondiente

(Tabla 5).
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Figura 11. Progenie promedio (PPM) recobrada de hembras y machos silvestres (w*/w; w'/Y).
Cruza de hembras: w'/w" no tratadas por machos w/Y tratados con azida de sodio.

Tabla 5. Progenie promedio (PPM) recobrada de hembras y
machos silvestres (w*/w; w'/Y).

Cruza de hembras: w*/w* no
tratadas por machos w/Y tratados con NaNj3

progenie de hembras w+/w

progenie de machos w+/Y

[NaN;] N n PPM + ee d N n PPM tee d
testigo 763 60 3213 + 9.49 753 60 32.72 £ 8.70
1.82E-12 906 60 31.88 + 6.03 895 60 3064 + 694
1.46E-11 968 60 36.43 + 7.43 956 60 3591 £ 6.25
1.86E-09 1220 60 35.13 + 7.88 1168 60 33.94 + 8.28
2.38E-07 1204 60 32,66 + 7.86 1242 60 3535 + 7.27
3.81E-06 1577 60 38.04 * 6.51 1411 60 33.81 + 6.15
3.05E-05 1032 60 40.08 * 6.72 1165 60 43.59 + 5.45
4,90E-04 1169 60 3270 * 5.60 1055 60 2837 + 4.52
1.25E-01 874 60 2819 + 7.26 758 60 2391 + 7.52

N, nimero de familias; n, nimero de organismos; PPM, progenie promedio
por macho; ee, error estandar; d, prueba diagnéstico de ANOVA p<0.05



3.2.2.ii  Progenie promedio (PPM) de la cepa mei (y'mei9® mei41°°IFM7c).

En la cruza de hembras y'mei9® mei41°°/FM7c no tratadas por machos w/Y
tratados con NaNj, se obtuvieron cuatro genotipos en proporciones diferentes:
hembras heterocigas para los genes y’mei9a meid1°°IFM7ciw* y machos
hemicigos y’meiQa mei41°°1Y; hembras heterocigotas para el cromosoma
balanceador FM7c/w® y machos hemicigos con un cromosomas balanceador
FM7clY (Fig. 12).

Como puede apreciarse en la progenie del lote testigo, la proporcion de los
fenotipos de la progenie no es equivalente en cuanto al valor promedio de
organismos obtenidos, ya que la categoria que varid obteniendo menor numero
promedio de organismos fue la de los machos hemicigos FM7c/Y con respecto al

resto de las otras categorias de moscas de ese mismo lote.

Sin embargo, al comparar la progenie promedio con su respectivo testigo no se
detectaron diferencias significativas para ninguna concentracion con relacién a su
propio testigo en lo que se refiere a los fenotipos de hembras (y'mei9? mei41°°Iw;
FM7ciw) (Fg 1= 0.98; p> 0.05, Fs = 0.27; p> 0.05) y de machos (y'mei9?
meid1°°1Y; FM7clY) (Fg,15= 0.41; p> 0.05, Fg,17= 0.27; p> 0.05) (Tabla 6).
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tratados con yap)5 6. Progenie promedio (PPM) recobrada de la cruza
y'mei92mei41P5/FM7¢ no tratada x machos w/Y tratados con NaN3

or machos w/Y

y'mei92 mei4 105w y'mei92 mei4 1°5/Y
[NaN;] N n PPM *e d N n PPM 2e d
testigo 363 50 1130 + 4.53 370 50 11.79 + 3.80
1.82E-12 461 50 11.54 + 2.55 373 50 940 + 139
1.46E-11 542 50 1335 + 3.18 429 50 10.77 + 2.00
1.86E-09 638 50 14.12 + 495 539 50 11.05 £ 3.71
2.38E-07 512 50 10.18 + 4.61 417 50 11.05 + 3.72
3.81E-06 546 50 11.75 + 3.16 375 50 753 + 314
3.05E-05 526 50 1420 + 2.61 457 50 12.33 + 3.00
4.90E-04 349 50 9.98 + 333 281 50 6.59 + 3.00
1.25E-01 329 50 940 + 430 271 50 848 + 3.11
FM7clw FM7clY
testigo 343 50 11.07 £ 3.73 226 50 6.70 £ 2.02
1.82E-12 446 50 1115 + 191 264 50 7.82 + 0.89
1.46E-11 503 50 12.17 + 2.89 358 50 9.04 +1.78
1.86E-09 533 50 13.12 + 2.99 352 50 849 + 321
2.38E-07 496 50 10.50 + 4.26 291 50 7.18 + 2.88
3.81E-06 438 50 9.21 + 290 354 50 997 + 0.93
3.05E-05 448 50 12.41 + 1.97 240 50 7.88 + 0.93
490E-04 323 50 833 £ 2.60 195 50 6.76 * 1.97
_1.25€-01 301 50 1236 + 2.74 213 50 663 + 294

! N, nimero de familias; n, nimero
macho; ee, error estandar; d, prueba diagnéstico de ANOVA p<0.05

de organismos; PPM, progenie

promedio por



3.2.2.iii Progenie promedio (PPM) de la cepa portadora de inversiones (FM7c/w®).

En la cruza de hembras FM7c/w" no tratadas por machos w/Y tratados con NaNs,
se recuperan cuatro genotipos diferentes: hembras FM7c/w, machos FM7clY,

hembras w'/w y machos w'/Y.

Como se puede observar, al igual que en la cruza anterior se presenta un déficit
en los machos FM7c/Y y con una tendencia similar para los cuatro genotipos de la
progenie. La proporcion de los fenotipos de la progenie obtenida en esta cruza no
es equiparable en cuanto al valor promedio de organismos obtenidos, ya que la
categoria que varié fue la de los machos hemicigos, obteniendo menor numero
promedio respecto que el resto de las otras categorias de moscas; haciendo

referencia al lote testigo (Fig 14).

Sin embargo, al comparar las cuatros categorias fenotipicas de la progenie
obtenida entre hembras y machos para cada concentracibn no se encontraron
diferencias significativas (FM7c/w; w'iw ) (Fg 1= 0.60; p> 0.05, Fg 1= 0.76; p>
0.05); (FM7c/Y ; w'lY) (Fs,16= 0.96; p> 0.05, Fg,16= 0.91; p> 0.05) respectivamente

y con relacion a su testigo (Tabla 7).



Progenie promedio

w/Y
50

45

40
( wHw wHY FM7c/Y

0.00 1.82E-12 1.46E-11 1.86E-09 238E-07 3.81E-06 3.05E-05 4.90E-04 1.25E-01

NaN; [ mM ]
Bw+/w  BFM7c/w Bw+/Y BFM7c/Y

Figura 14. Progenie promedio (PPM) de hembras (FM7c/w; w'/w) y machos (FM7c/Y; w'/Y). Cruza de
hembras: M7c/w" no tratadas por machos w/Y tratados con azida de sodio.

Tabla 7. Progenie promedio (PPM) recobrada de hembras (FM7clw;
w'lw) y machos (FM7c/Y; w*/Y) de la cruza de hembras: FM7c/w* no
tratadas por machos w/Y tratados con azida de sodio.

w+/w w+Y
[NaN,] N n PPM % ee d| N n PPM #*ee d
testigop 413 30 22.04 * 5.26 395 30 21.35 + 6.05
1.82E-12 256 30 21.24 + 3.39 240 30 2153 + 1.72
1.46E-11 319 30 13.75 # 5.76 198 30 10.27 + 4.23
1.86E-09 334 30 17.50 # 4.00 320 30 17.00 + 451
2.38E-07 351 30 19.79 + 2.49 254 30 13.19 # 1.32
3.81E-06 311 30 14.74 + 2.04 309 30 15.15 + 3.08
3.05E-05 497 30 31.06 * 12.30 413 30 25.81 + 832
4.90E-04 349 30 1843 + 7.08 318 30 1671 + 7.01
1.25E-01 364 30 17.23 + 3.63 347 30 1573 + 4.64
FM7clw FM7clY
testigo 354 30 19.41 * 6.51 239 30 13.23 + 3.09
1.82E-12 246 30 2045 + 7.15 135 30 11.97 + 3.90
1.46E-11 260 30 11.00 + 4.04 170 30 8.04 + 3.85
1.86E-09 330 30 16.83 + 2.46 179 30 976 + 1.32
2.38€-07 255 30 13.96 + 1.98 138 30 10.78 + 4.63
3.81E-06 273 30 12.60 * 2.01 104 30 5.06 + 027
3.05E-05 376 30 2350 * 7.96 256 30 16.00 + 4.49
4,90E-04 276 30 1456 * 5.66 117 30 7.58 + 1.49
1.256-01 351 30 16.55 + 3.49 149 30 757 + 2.45

N, nimero de familias; n, nimero de organismos; PPM, progenie promedio por
macho; ee, error estandar; d, prueba diagnéstico de ANOVA p<0.05



3.3 Efecto Materno: comparacion del genotipo de la progenie silvestre, mei

y FM7C con base al Promedio Corregido (PPC).

Para obtener elementos acerca del impacto del contenido citoplasmatico, se
realizaron comparaciones entre organismos de la progenie con genotipo similar

pero diferente progenitora, segun el siguiente cuadro:

Genotipo de la progenie y genotipo de la

. comparaciones
hembra progenitora.

Genotipo materno | Genotipo progenie 12 34 5|6
w'/w + |+

wry + +
y mei9~mei41~"/w +

w'iw™]

y ' mei9°® meid1~°/Y +
FM7c/w +
FM7c/Y +

[y ' mei9 ° mei4 | ®° IFM7c]

w'/w +
w'/Y +
FM7c/w +
FM7c/Y +

[FM7ciw™]

Para analizar si las variaciones en la respuesta de la progenie se deben a la
hembra progenitora por su constitucion genética , se obtuvo la progenie corregida;
para lo cual se calcul6 el cociente de la cantidad de progenie recobrada en las
series testigo y experimentales de cada cruza entre la cantidad de la progenie en
el testigo correspondiente. De esta manera, en todos los casos, la progenie toma

valores de 1y las series experimentales valores alrededor de éste.

En las figuras 15 a 20 se muestra el genotipo de la progenie a comparar, el cual
proviene de diferentes genotipos maternos que estan entre corchetes como se

senald en el cuadro anterior.



3.3.1 Genotipo: silvestre

La figura 15 muestra el valor promedio de la progenie corregida de hembras w'/w
provenientes de las hembras w'/w" y FM7c/w" cruzadas con machos w/Y tratados
con azida de sodio.

Se encontraron diferencias significativas entre concentraciones, especificamente
en 1.46 E™ y 3.81E% mM (p < 0.05, t de student) donde se recuperé menor
namero de hembras silvestres provenientes de hembras progenitoras con el
balanceador y, en general; se encontré una respuesta mas variable en el resto de
las concentraciones. Para los machos w'/Y fue aun mayor la variacion, pues se
recobr6 menor numero de machos silvestres sobretodo de los machos
provenientes de las hembras progenitoras antes sefialadas, donde se encontraron
diferencias significativas en la concentracion 1.46 E™"', 2.38E", 3.81E%° mM (p <
0.05, t de student) (Fig. 16).

3.3.2  Genotipo silvestre & y'mei9® mei41°°

No se encontraron diferencias entre la progenie de hembras w'/w con las hembras
y'mei9? mei41°°/w, en las cuales se comparte un cromosoma con el gen w'y en el
otro cromosoma llevan el alelo silvestre (w*) o los genes recesivos mei9® mei41°°,
sin embargo, en la progenie de machos de las mismas cruzas, si se encontré
diferencias significativa en las concentraciones 3.81E% y 4.90E%* mM (p < 0.05, t
de Student) donde disminuyd el nimero de machos y'mei9® mei41°°1Y

especificamente (Figs. 17 y 18).

3.3.3  Genotipo con cromosoma balanceador FM7¢c

Las hembras FM7c/w se recobraron tanto de hembras y'mei9® mei41°%/FM7c
como de hembras FM7c/w’ que fueron cruzadas con machos w/Y tratados con
azida de sodio.Como muestra la figura 19, se encontré diferencias significativas en
el promedio de la progenie obtenida en la concentracion 1.46E™"" mM donde
disminuy6 la cantidad de hembras FM7c/w. En el caso de los machos FM7c/Y
(Fig. 20), nuevamente la variacion fue mayor y se confirmaron diferencias
significativas en las concentraciones de 1.46E™"" y 3.81E® mM (p < 0.05, ¢ de

student) donde se encontrd que el numero de machos disminuyo.
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Figura 16. Progenie corregida: machos w*/Y provenientes de la cruza de machos w/Y tratados con NaNs por
hembras no tratadas: w'/w', FM7c/w'. E| *, diferencia significativa p< 0.05 t- student.
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Figura 18. Progenie corregida: machos w'/Y y machos y’mei9® mei41“°/Y provenientes de la
cruza de hembras no tratadas: w'/w"; y'mei9° mei41°°/FM7c por machos w/Y tratados con
NaNj; respectivamente. El *, indica diferencias significativas p<0.05 t- student.
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tratadas: y'mei9® mei41°°/FM7c, FM7ciw’ por machos w/Y tratados con NaNj
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IV DISCUSION

Para comparar la participacién de la parte materna en el efecto de la exposicion
del progenitor masculino al genotoxico azida de sodio, machos de la cepa w
fueron alimentados subcronicamente durante el periodo larvario, de manera que la
maduracién de las células germinales (espermatogénesis y espermiogénesis) del
macho (Demerec, 1994; Rathke et.al, 2014) se realizd en presencia de azida de
sodio, por lo que cabe la posibilidad de que algunos de los espermatozoides de los

machos tratados puedan ser dafados.

Se ha mostrado que en varios modelos biolégicos como P. sativum, Z. mays, V.
faba, asi como también en cultivos bacterianos de S. typhimurium y E. coli que la
azida sédica actua como mutageno (Kleinhofs et.al, 1975; Kleinhofs, 1978; Owais
etal, 1981; Owais et.al, 1983c; Rosichan et.al, 1983) pero también es un
clastégeno en Drosophila melanogaster (Gonzalez y Ramos, 1997). Ademas, la
azida de sodio es un atrapador de oxigeno singulete 10,, por lo que se considera
un veneno metabdlico que puede llegar a afectar la transferencia de electrones en
las mitocondrias (Ishii et. al, 2014) que en el caso de los espermatzoides son

esenciales para su movilidad.

4.1 Toxicidad, Efecto Reprotéoxico y Efecto Materno.

4.1.1 Toxicidad: Sobrevivencia Promedio (SP) y Proporcién Sexual (PSx).

La sobrevivencia promedio (SP) se redujo solo en las concentraciones mas bajas
de azida de sodio (1.82E™? y 1.46E"" mM) y no afectd a alguno de los sexos en
particular. Se ha reportado que para inducir mutaciones no es necesario la
exposicion de genotdxicos en concentraciones elevadas sino que basta con dosis
bajas para inducir el dafno al DNA, afectar la modulacién de sefiales de
transduccion y la expresion de genes (Lutz & Lutz, 2009) debido a que los
umbrales de respuesta son diferentes para todos los organismos de la poblacién y
en una minoria el efecto del estrés suele ser mas contundente y desventajoso. Es

posible que en algunos organismos, las bajas concentraciones no logren inducir la



respuesta de desintoxicacion, sino hasta que el estimulo alcanza mayor
intensidad, lo anterior podria causar que en aquellos organismos con umbrales
altos para disparar esta respuesta, la azida de sodio podria resultar mas dafiina e
incluso letal. No obstante, cuando la concentracion de la NaN3 es mayor se
activaria la respuesta de desintoxicacion y los organismos podrian sobrevivir, de
esta manera, cada vez se recobrarian mas organismos vivos, hasta que la
toxicidad del tratamiento sature la capacidad de ese nivel de desintoxicacion
(Lovell, 2000).

Posteriormente machos tratados fueron cruzados con tres tipos de hembras:
silvestres (w'/w"), hembras en condicidn heterocigota de genes recesivos
asociados con deficiencias en reparacion del DNA y de un cromosoma
balanceador (y'mei9® mei41°°/FM7¢) y hembras portadoras del cromosoma
balanceador y un cromosoma regular con el alelo silvestre w* (FM7c/w") para
evaluar como afectd la exposicion de estos a la azida de sodio en los aspectos

reproductivos como la fertilidad (F) y la cantidad de hijos obtenidos (prolificidad).
4.2. Efecto Reprotoxico
4.2.1  Fertilidad (F)

La fertilidad se mide por la capacidad de reproduccion de los organismos y se
considera un buen indicador de la salud bioldgica vy fisiologica de los organismos
(Martinez & Sterart, 2002). Se conté el numero de machos w/Y tratados con la
azida de sodio que tuvieron hijos con los tres tipos de hembras, sin importar la
cantidad de progenie recobrada. La fertilidad entre estas cepas de hembras fue
distinta aun cuando se cruzaron con machos no tratados (lote testigo). Al
comparar el efecto de las diferentes concentraciones del tratamiento en los
machos progenitores pudo apreciarse que, independientemente del tipo de
hembra, la fertilidad fue un poco mayor que la del lote testigo en las
concentraciones intermedias probadas. Dentro de cada cepa se localizaron
diferencias en varias concentraciones con respecto a su testigo correspondiente,

lo que indica que el tratamiento a los machos si tuvo efecto en su fertilidad. Se ha



mostrado que durante la cépula, el macho transfiere sustancias quimicas a través
del fluido seminal que aceleran la ovoposicion de las hembras (Brommer et.al,
2012; Sanchez, 2014) pero también sustancias proteicas para llevar a cabo los
cambios en el comportamiento (disminucion de la receptividad a posteriores
apareamientos), fisiolégicos con elevada actividad de reparacion de dano al DNA
(Sanchez, 2014), durante la formacién de los espermatozoides, las histonas
asociadas al DNA son sustituidas por proteinas tipo protaminas para contribuir con
la compactacion del contenido nuclear, proteger al genoma paterno de dafo fisico
y quimico desde su formacién hasta que se fecunde el 6vulo (Rathke et.al, 2014).

Al evaluar la fertilidad de los machos w/Y tratados con azida de sodio y cruzados
con tres diferentes hembras (w'/w*, y'mei9®®mei41°°IFM7c, FM7c/w") se observé
un incremento mas claro con las hembras y'mei9°mei41°°/FM7c en las
concentraciones 1.82E-'2, 1.86E-% y 2.38E-"” mM que cuando fueron cruzados
con hembras en condicién heterocigota para un cromosoma balanceador FM7c/w*
donde el efecto se vio mas acentuado en las concentraciones 1.82E"% 1.86E™%,
2.38E" y 3.05E%° mM.

La variacion de la fertilidad de los machos w/Y tratados con la azida de sodio se
debe a varios factores como la concentracion de azida de sodio administrada
(Mughal SK et.al, 2012), la etapa larval en la cual se administré el compuesto, el
blanco de accion de la azida sddica sobre el material hereditario (Rathke et.al,
2014) como también los umbrales de respuesta al estrés (Lovell, 2000) pero sobre

todo por el tipo de hembra con la cual fue cruzado.

El efecto en la tendencia de la fertilidad a disminuir en los machos tratados vy
cruzados con hembras FM7c/w" respecto de los valores de fertilidad cuando se
cruzaron con hembras y’meiQamei41D5/FM7c sugiere que los genes presentes en
el cromosoma no invertido en cada caso (w+ y y'mei9°mei41°°, respectivamente)

podrian estar interactuando en algun aspecto asociado con la fertilidad.



Lo anterior, aunado a que se ha mostrado que las inversiones cromosomicas

modifican la expresion de los genes incluidos en la inversién (Jin W, et.al, 2001).

4.2.2  Progenie promedio por macho (PPM)

La prolificidad de un sistema bioldgico permite medir cuantos hijos produjo un
organismo. Para evaluar este aspecto en las moscas se calculo el valor promedio
de la progenie por macho (PPM).

A partir del numero de machos que tuvieron descendencia, se obtuvo el promedio
por tubo de la progenie recobrada de los machos w/Y tratados con la azida de
sodio, es decir; importd la cantidad de progenie recuperada de acuerdo con el
sistema de cruzas con los tres diferentes tipos de hembras: w'/w*, y'mei9?
mei41°°|FM7¢c, FM7¢c/w' no tratadas.

Para la progenie de los machos w/Y tratados con azida de sodio no hubo
diferencias significativas cuando se les cruzd con los tres tipos de hembras ni
entre cepas, pero biolégicamente si hubo diferencia cuando se compar6 el

promedio de la progenie total: silvestre, y’meiQa mei41°°

y FM7c recobrada, de tal
manera que, con base en las hembras progenitoras utilizadas se obtuvo mayor

numero promedio de hembras de acuerdo a la siguiente relacion:
wiw* = FM7ciw® > y'mei9® mei41°° | FM7c

Aunque el tratamiento no modificd la progenie recobrada de manera significativa
en ninguna de las tres cepas, este resultado sugiere que la presencia del
cromosoma balanceador en las hembras FM7c/w™ no tiene efecto en cuanto a la
cantidad de hijos producidos ya que si la comparamos con la cepa silvestre
muestra una tendencia similar, sin embargo; es evidente la variacién entre estas
dos cepas. Con respecto a la cantidad de progenie producida de las hembras
y'mei9? mei41°°/FM7¢ se encontréd que fueron menos prolificas que las otras

cepas, de hecho la baja cantidad de progenie en las cepas mei es una de las



razones por las que se utiliza el cromosoma balanceador FM7c para su
mantenimiento (Zimmering & Cooper, 1980; Linsdley & Zimm, 1992), por lo que la
menor cantidad de progenie en las hembras y'mei9°mei41°°/FM7c se asociaria a
la presencia de los genes mei9® mei41°° como Baker y colaboradores en 1976
demostraron  con  organismos  homocigos  mei9°mei41°°/mei9®mei41°°
diferentemente a los organismos heterocigotos y’meiQamei41D5/FM7.

Por el contrario, al ser recesivos, se puede considerar que son eficientes en
reparacion del DNA, sin embargo el otro cromosoma con inversiones carece de
homologia para poder llevar a cabo eventos de recombinacion como proceso
regular de un cromosoma sin inversiones (Greenspan, 2004; Klug et al, 2008;
Carlson, 2009). Lo anterior, no podria explicar la menor cantidad de progenie
producida; sin embargo no se puede descartar la posibilidad que el cromosoma

con los genes mei9® mei41™°

estén implicados en otra actividad relacionada con el
desarrollo temprano de la progenie (Nguyen & Boyd, 1977; Graf et.al, 1979; Yoo

et.al, 1985), aspecto importante que no ha sido estudiado.

Como se ha demostrado en otros trabajos de desarrollo embrionario, existe una
cascada de genes implicados en el desarrollo del embribn que regulan la
segmentacion dorso- ventral del organismo como también los estadios tempranos
de la segmentacion de la blastula y la transicidon de esta a la mérula como el gene
mbt y, otros implicados en el arresto celular como el gen grp y mei41 (Sibon, 1999)
tefu o mre11 (Bi et.al, 2005), vasa, valois, staufen y tudor, por referirnos a mas
ejemplos que son importantes de considerar para entender mejor la respuesta en
la disminucién de la cantidad de hijos recobrados de organismos como las
hembras y’'mei9? mei41°® (Schupbach & Wieschaus, 1986). Se ha reportado que

el gen mei41°° es esencial en la transicion de la blastula (Theurkauf, 1999).

La progenie promedio proveniente de las hembras FM7c/w” se recobrd en
proporcion similar a la cepa silvestre aunque presentdé mayor variacién biolégica
que ésta y la cepa y’meiQamei41D5/FM7c. Dicha variacion se acentu6é en las

concentraciones 1.82E"" mM y en una de las mas alta con 3.05E%° mM,



concentracion en la cual trabajos anteriores han cuantificado mayor namero de
organismos (Trujillo, 2015) y elevada frecuencia de recombinacién (Arroyo, 2014).
Los machos w/Y tratados sobrevivieron en esas concentraciones pero puede ser
que su material genético haya quedado vulnerable lo que puede ocasionar una
baja en las capacidades reproductivas (fertilidad y fecundidad) porque el fluido
seminal del macho puede llevar contenido proteico y receptores alterados (Lutz &
Lutz, 2009; Sanchez, 2014).

4.2.2.1 Progenie promedio (PPM) de la cepa silvestre(w'Iw").

Al desglosar por sexos la progenie de las hembras w'/w’, no se observaron
diferencias significativas para alguno de los sexos, pero aunque no hay diferencias
significativas por concentracion, se confirmé que en las concentraciones
intermedias, la cantidad de progenie recuperada es ligeramente mayor que en el
lote testigo, especialmente en 3.05E° mM. Esta concentracion puede clasificarse
entre las que estimulan a los organismos para tener umbrales de respuesta a

clastogenos como la azida de sodio que induce otro nivel de estrés (Lovell 200).

4.2.2.ii Progenie promedio (PPM) de la cepa mei (y'mei9® mei41°°IFM7c).

Al analizar el efecto del tratamiento en la progenie recobrada de las hembras
y’mei9‘3mei41D5/FM7c, no se encontraron diferencias significativas dentro y entre
cada fenotipo, con excepcion de los machos FM7c/Y que estan subrepresentados
en la progenie por recobrar menor numero promedio de ellos. No obstante, en las
concentraciones 1.46E™"", 1.86E® y 3.05E% mM se recuperé ligeramente mas
progenie aunque no de manera significativa. Nuevamente se obtuvo mayor
numero de organismos en concentraciones que pueden ser cruciales para que los

organismos activen mas rapido los mecanismos de desintoxicacion.



4.2.2. iii Progenie promedio (PPM) de la cepa portadora de inversiones (FM7cl/w").

El desglose por fenotipos de la progenie a partir de hembras FM7c¢/w*, mostro
mayor variabilidad entre ellos. En contraste, con la proporcion de la progenie de
moscas w'/w, la proporcion de hembras y machos portadores del cromosoma
balanceador se recobraron en menor numero para las concentraciones
intermedias; contrariamente a la concentracion 3.05E% mM, donde la cantidad de
progenie recobrada fue mayor a la del lote testigo. Lo cual puede deberse a la
capacidad metabdlica de los machos progenitores para activar los umbrales de
desintoxicacion de la azida de sodio en el tiempo que estuvieron expuestos, sin
embargo; en todas las concentraciones, la categoria de machos FM7c/Y fue la

menos abundante.

El resultado obtenido en las dos ultimas cruzas sugiere que el cromosoma
balanceador si interfiere en la viabilidad de los organismos portadores,
particularmente en los machos, ya que las hembras heterocigotas para el
balanceador (FM7c, en ambas cruzas) tienen otro cromosoma no invertido que
podria contrarrestar el efecto de las inversiones que porta el FM7c (Jin W, et.al,
2001).

La fertilidad evalua la capacidad de tener descendencia pero la fecundidad es
también un buen indicador de la prolificidad de los organismos. Aunque estos sean
fértiles pueden ser poco prolificos y viceversa dependiendo de la alteracion de su
entorno. Las sefales quimicas y activacion metabdlica en respuesta al cambio en
el medio ambiente dependen del tipo de compuesto, duracion e intensidad de la
exposicion y son determinantes de la eficiencia reproductora de los organismos
expuestos (Marsall & Uller, 2007).



4.3 Efecto Materno: comparacion del genotipo de la progenie silvestre, mei
y FM7c

La comparacion del efecto de la concentracion en la progenie promedio con
respecto a su testigo correspondiente se hizo mediante la progenie corregida para

cada tipo de cepa.

4.3.1  Genotipo silvestre

La progenie de hembras w'/w y machos w'/Y, que proviene de hembras w'/w" y
hembras FM7c/w" mostré una gran similitud en la concentracion mas baja probada
y en las tres concentraciones mas elevadas de 4.9E™™, 3.05E® y 1.25E% mM,
pero en las concentraciones intermedias: 1.46E™"" a 3.81E mM se observo un

comportamiento diferente y significativo (excepto en 1.86E° mM).

Debido a que el genotipo materno es similar en cuanto a la presencia de un
cromosoma sin inversiones y con el gen silvestre (w") se esperaba que la progenie
recobrada con igual genotipo respondiera con tendencia similar por su condicién
pero recobramos en la concentracion 3.05E%° mM mayor numero de hembras y
machos respecto de su testigo correspondiente, como también ha sucedido en
otros trabajos donde se ha estudiado a la azida de sodio y el efecto de diversos

cromosomas balanceadores (Garcia, 2006; Arroyo, 2014; Trujillo, 2015).

El cambio en la posicion de los genes a lo largo de los cromosomas modifica la
interaccion que hay de un gen para la regulacion de su expresion. Como en el
caso del gen barra (B) en Drosophila (Lindslay & Zimm, 1992) que reduce el
nuamero de omatidias que forman el ojo de la mosca (Demerec 1994). El efecto de
este gen se determina por el numero de copias de secuencias del gen y de la

posicion sobre el mismo o diferente cromosoma.



4.3.2 Genotipo silvestre & mei9’mei41°°

Los genes mei9? y mei41°°

, SON recesivos, por lo que no se espera que confieran
desventaja a las hembras heterocigotas y efectivamente, este resultado se
confirmé al comparar la progenie w*/w y mei9? mei41°° /w, es decir, la presencia
de estos genes no afecta a las hembras heterocigotas. En contraste, cuando se
hizo la comparacion correspondiente entre machos, si se observaron diferencias

04 mM a las

significativas y se confirmaron en las concentraciones 3.81E° y 4.90E
que estuvieron expuestos los machos progenitores. Debido a que en este caso el
macho solo tiene un cromosoma X con estas mutaciones, se espera que se vea

mas afectado por su condicion hemicigota.

4.3.3 Genotipo con cromosoma balanceador FM7c

Finalmente, en la progenie FM7c/w, se observé un comportamiento comparable en
cuanto a la progenie recobrada para la primer concentracién y en las tres ultimas,
asi como una mayor diferencia en las concentraciones intermedias, aunque solo
se confirmaron diferencias significativas cuando los machos progenitores se

" 'mM de azida de sodio. El efecto fue aun mas evidente

expusieron a 1.46E
cuando se analizé por su origen a los machos FM7c/Y. Sélo se encontré una
respuesta similar en 3.05E%°Mm. En el resto de las concentraciones, se recobro
menos progenie cuando estos machos provenian de hembras FM7c/w™ y se
recobr6 mas progenie cuando las hembras progenitoras fueron y'mei9?
mei41°°IFM7c. Independientemente de que estos machos estén subrepresentados
en sus respectivas progenies, lo cual se relaciona directamente con la presencia
del cromosoma FM7c, la mayor cantidad de progenie se asociaria con la

presencia de los genes mei9® mei41°°

en la hembra progenitora. Este resultado es
muy interesante porque se ha descrito un efecto materno asociado a estos genes,
que corroboramos cuando se compard la progenie y’meiQa mei41°°1Y vs la

silvestre w'/Y.



Las hembras progenitoras comparten el cromosoma FM7c pero difieren en el
segundo X, sea mei9® mei41°° 6 w*, lo cual nuevamente sugiere que la diferencia
en los resultados se asocia a los genes mei9? mei41°°, no se ha encontrado

informacion acerca de este tipo de efecto.

Durante millones de afos, los procesos evolutivos han dotado a los organismos
de estrategias a nivel molecular para la reparacion del dafio al DNA, asi como
conductuales para sobrevivir y reproducirse. La transmisién de estos genes es la
evidencia de la evolucion para que los organismos adquieran la capacidad de
adaptacion a su entorno y a posibles barreras que se originen por la alteracion de
su ambiente.

Por tanto, la exposicion de la azida de sodio en los machos white fue modulado de
distinta manera dependiendo de la constitucidon genética de las hembras con las

que se les cruzé (Mendelson & Sobel, 1974).

Los organismos silvestres pueden ser mas eficientes para a la excrecion de
xenobidticos por los tubulos de Malpighi (Yang, et.al, 2007; Chahine et.al, 2012) o
los cuerpos grasos de las larvas de tercer estadio con mayor actividad excretora
(Baars, et.al, 1980; Halmstrom & Grafstrom, 1981; Clarck, 1982; Burn et.al, 1996;
Yang, et.al, 2007) de promutagenos como la azida de sodio (Owais et.al, 1979),
por lo que constituyen la referencia natural acerca del efecto del progenitor macho
en la progenie producida. Resalta después el efecto detrimental de multiples
inversiones en un cromosoma de la hembra, lo cual puede explicarse porqué éstas
pueden tener consecuencias a nivel de la expresion y regulacion de genes (efecto
cis) (Baker et.al, 1976). Adicionalmente, se pueden recobrar diferencias por genes
que, como los mei9? mei41°° pueden conferir sensibilidad al dafio inducido en los
organismos hemicigoticos y homocigoticos, pero de los que se desconoce con qué
otras funciones podrian estar asociados (Baker & Carpenter, 1972; Carpenter &
Sandler, 1974; Baker et.al, 1976; Osgood & Zimmering, 1979), aunque se ha
establecido que participa en el complejo proteico que censa la integridad del DNA
en la blastula (Hari et.al, 1995; Sibon et.al, 1999).



CONCLUSIONES

El tratamiento con azida de sodio soélo afectd la sobrevivencia de los

machos progenitores en las concentraciones bajas.

La fertilidad de los machos progenitores tratados aumentdé cuando se

cruzaron con hembras: mei9°mei41°°/FM7¢c y FM7c/w*

La cantidad de la progenie recobra de las hembras progenitoras mei9®
mei41°°IFM7¢ disminuyo.

Los machos FM7c/Y que se recobran de las hembras mei9°meid41°°/FM7c y

FM7c/w"* tienen menor viabilidad que el resto de los genotipos.

La viabilidad de los machos FM7c/Y es mayor cuando la hembra

1D5

progenitora lleva los genes mei9? mei41~° en el otro cromosoma.
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