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B I Ó L O G A

Presenta:

Tania Alonso Vásquez

Directora de Tesis:
Dra. Patricia Ramos Morales

Ciudad Universitaria, Cd. Mx.

2017



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Hoja de Datos del Jurado

1. Datos del alumno
Alonso

Vásquez
Tania

56 71 41 34
Universidad Nacional Autónoma de México
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López
Zepeda

7. Datos del trabajo escrito
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Resumen

El cáncer es una enfermedad caracterizada por el mal funcionamiento de las células de
cualquier parte del cuerpo y que se asocia con la exposición directa de personas ante
sustancias. Sin embargo, ésto no explica el aumento en la incidencia de cáncer infantil en
muchos páıses (NIH-NCI 2015). En la vida cotidiana estamos constantemente expuestos
a diversos compuestos que pueden surtir un efecto negativo en nuestro organismo, los
cuales pueden no ser observables sino hasta generaciones después. Es de suma importan-
cia estudiar compuestos cuyo efecto es a largo plazo, debido a la posibilidad de provocar
padecimientos hereditarios (Ostrosky Wegman y Gonsebatt 1997), aśı como tener cla-
ro si el efecto depende de qué progenitor haya sido expuesto. Por lo tanto, este trabajo
buscó establecer los biomarcadores de toxicidad y genotoxicidad que permitan medir el
daño causado por algún xenobiótico en machos de Drosophila melanogaster y el efecto
de éste en dos generaciones sucesivas. Para eso se utilizó el citostático colchicina, el cual
está clasificado como aneuploidógeno (Bishop y col. 1996), caracterizado por ser anti-
mitótico, inhibiendo la formación de microtúbulos para la formación del huso acromático
(D. Voet y J. Voet 2006). Diluciones sucesivas de colchicina (1.25E-01 a 1.86E-09 mM),
o agua destilada para el testigo negativo, fueron administradas de manera subcrónica a
larvas de D. melanogaster de 72± 4h de edad, con genotipo silvestre (ĺınea de referencia)
y a larvas macho con genotipo y2wa/BsY y+ (ĺınea experimental). Se calculó y comparó la
sobrevivencia y la proporción sexual de ambas ĺıneas de las series experimentales con
respecto al testigo. Los machos recobrados de la ĺınea experimental fueron cruzados in-
dividualmente con hembras yw/yw no tratadas para obtener la F1. Se contó el número
de hijos regulares y excepcionales, y se calculó la progenie promedio por pareja, la pro-
porción sexual y la fertilidad de los machos tratados. Hembras y machos de la progenie
regular fueron cruzados individualmente para obtener la F2, y se calcularon los mismos
biomarcadores que para la generación anterior. Por último, se compararon los biomarca-
dores de los hijos provenientes de machos tratados con respecto a su testigo, aśı como
entre generaciones. En la ĺınea experimental se encontraron diferencias significativas con
respecto a su testigo en la sobrevivencia a partir de la concentración 3.13E-02 mM, no
aśı en la proporción sexual. Los organismos provenientes de la progenie F1 regular fueron
fértiles en todas las concentraciones, aunque no con la misma magnitud. Se encontraron
diferencias significativas con respecto a su testigo en las concentraciones 1.56E-02 y 8.06E-
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03 mM, y de nuevo la proporción sexual se encontró estable. Los machos recuperados de
la exposición al citostático en la concentración 3.13E-02 mM no tuvieron hijos. Los hijos
provenientes de machos tratados a 1.56E-02 y 1.52E-05 mM tuvieron diferencias signifi-
cativas con respecto a su testigo, a diferencia de la proporción sexual, la cual se mantuvo
estable. La progenie excepcional recuperada corresponde principalmente a no-disyunción
paterna. El evento causante de progenie excepcional más frecuente fue la pérdida parcial
de BS. Comparando la progenie F1 y F2 excepcional podemos decir que el citostático
causó más no-disyunción en F1 en las concentraciones 1.56E-02 y 1.53E-05 mM, mientras
que no hubo diferencia de pérdidas parciales entre generaciones. La fertilidad se mantuvo
dependiente de la colchicina administrada a los machos, sin cambiar en las dos generacio-
nes posteriores. La proporción sexual se mantuvo estable en todas las generaciones, sin
embargo, siempre hubo más hembras que machos, indicando que los machos fueron más
sensibles al compuesto. Por último, la sobrevivencia y progenie F1 y F2 promedio se man-
tuvo asociada a la dosis de colchicina con la misma tendencia negativa. La alteración en
los biomarcadores indica que el daño encontrado fue reprotóxico y transgeneracional. El
tratamiento a machos tiene implicaciones a largo plazo que podŕıan, mediante mecanismos
de tipo epigenéticos asociarse con el aumento en alteraciones en las células somáticas de la
descendencia no expuesta. El uso de biomarcadores como progenie promedio, proporción
sexual, fertilidad y progenie excepcional es satisfactorio para determinar el daño hecho
por un determinado compuesto a través de las generaciones.
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1. Introducción

El cáncer es una enfermedad caracterizada por el mal funcionamiento de las células de

casi cualquier parte del cuerpo. Normalmente, las células crecen, se dividen, se diferencian

y tiempo después mueren. Sin embargo, una célula canceŕıgena no se comporta como

una célula diferenciada, por lo cual mantiene su capacidad de división y no muere. Este

proceso puede formar tumores sólidos, caracteŕıstica común en muchos tipos de cánceres,

con excepción de las leucemias, que son cánceres no sólidos en la sangre (NIH-NCI 2015).

Hoy en d́ıa aún no es posible saber con precisión por qué algunas personas desarrollan

cáncer y otras no, sin embargo, existen ciertos factores que incrementan el riesgo de

formación de células cancerosas (NIH-NCI 2015). Por ejemplo, el contacto con sustancias,

que se asocia con aproximadamente el 98-99 % de los casos de cáncer (Tortajada y col.

1999).

En general, el desarrollo de un proceso canceroso por exposición a factores ambientales

implica un largo periodo de latencia, el cual va desde tres años hasta tres o cuatro décadas,

por lo que la mayoŕıa de los cánceres se desarrollan durante el último tercio de vida

(Tortajada y col. 1999), sin embargo, cada vez es más frecuente el desarrollo de procesos

cancerosos en edades más tempranas.

El cáncer infantil es aquel que se presenta en menores de 15 años, y a pesar de que tiene

una incidencia baja en comparación con el cáncer en adultos, los casos de cáncer infantil

han ido aumentando en las últimas décadas en distintos páıses como Estados Unidos,

12



España, Colombia, Argentina, Japón y México, siendo la segunda causa de muerte en el

intervalo de 1 a 14 años. En niños, los cánceres más frecuentes son leucemias (más común

de todos, con hasta 36 % en algunos páıses), tumores en el sistema nervioso central y

linfomas (González Garćıa y col. 2010; Pujol y col. 2014; NIH-NCI 2015; Ishihara y col.

2017). En la mayor parte de los casos de cáncer infantil no se ubica una clara implicación

de factores ambientales, y a pesar de que puede haber exposición in utero, algunas veces

la edad en que se desarrollan no posibilita que ocurra un periodo de exposición ambiental

y latencia pertinente para que se desarrolle dicha enfermedad.

Debido a que en la vida cotidiana estamos expuestos a más de 70,000 sustancias diferentes,

es necesario estudiar los efectos adversos que podŕıan producir en nosotros, los cuales

no necesariamente se manifiestan de inmediato, sino que pueden tardar años o incluso

generaciones en aparecer (Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT) 1999). A esto

último se le conoce como daño transgeneracional, que es el efecto que responde a cambios

fenot́ıpicos presentes en generaciones sucesivas determinados por la exposición ambiental

de sus padres (Youngson y Whitelaw 2008; Valtonen y col. 2012), mientras que se le llama

efecto reprotóxico a las deficiencias biológicas en los sistemas reproductores que podŕıa

tener un organismo expuesto (Gilbert 2005; Cabrero Roura y Saldivar Rodriguez 2007).

El estudio de dichas sustancias puede enfocarse como la relación dosis-respuesta entre la

cantidad de compuesto y su efecto en el organismo, lo cual sigue una lógica creciente y

lineal, asumiendo que mientras mayor sea la dosis, mayor será la respuesta que se observe

(Klaassen y Watkins 2005). Sin embargo, es necesario prestar atención a lo que sucede

en dosis bajas, en donde la respuesta podŕıa ser diferente. Este aspecto es cŕıtico en la

determinación del daño al material genético hereditario de los sobrevivientes a la expo-

sición de genotóxicos (Ramos Morales, Herrera Bazán, Muñoz Moya, Muñoz Hernández,

Rivas Mart́ınez, Hernández Bernal, Garćıa Mart́ınez y Garćıa Niño 2006b).

Los agentes genotóxicos pueden alterar la integridad del material genético ya sea direc-

tamente o a través de sus metabolitos activos. Algunas modificaciones en el material

genético resultan estables y transmisibles a las células ya sea por mitosis o meiosis (mu-
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tagénesis) y las consecuencias en uno u otro caso son diferentes. Por ejemplo, las rupturas

del ADN aumentan la probabilidad de recombinación como parte de un proceso de re-

paración; pero también puede aumentar la probabilidad de mutagenicidad y dar lugar a

aberraciones cromosómicas estructurales (las cuales también se han asociado con carci-

nogénesis), o malformaciones estructurales o anatómicas, alterando el desarrollo normal

del embrión (teratogénesis) (Vogel y col. 1999; Bello Gutiérrez y Cerain Salsamendi 2001).

Aquellos genotóxicos denominados aneuploidógenos alteran la segregación cromosómica,

resultando en aberraciones cromosómicas numéricas (Klug y col. 2013).

1.1. Aneuploid́ıas y actividad clastogénica

Las aberraciones cromosómicas numéricas, causadas por aneuploid́ıas, implican la pérdida

o ganancia de cromosomas, resultando en un número irregular de éstos (Griffiths, Wessler,

Carrol y col. 2012). La pérdida o ganancia de cromosomas ocurre por un error durante

la división celular en la que los cromosomas homólogos (en la meiosis) o las cromátidas

hermanas (en la meiosis y en la mitosis) no se separan ni migran a los polos opuestos,

a esto se le conoce como no-disyunción (Griffiths, Wessler, Lewontin y col. 2008; Klug

y col. 2013) (Fig. 1.1).

La variación en el número de cromosomas de un organismo produce un desarrollo irregular,

resultando en enfermedades o inclusive en la inviabilidad del mismo. En humanos, la

falta de cualquier autosoma resulta letal en el desarrollo embrionario o fetal. Aśı, un

cigoto con alguna monosomı́a autosómica no es viable. Las trisomı́as autosómicas suelen

tener el mismo efecto; sólo tres trisomı́as autosómicas permiten la sobrevivencia, pero

sólo los individuos con trisomı́a del cromosoma 21, conocida como el Śındrome de Down,

sobreviven después de los primeros meses de edad, aunque presentan un riesgo alto de

padecer leucemia (Klug y col. 2013; Karp 2014). Personas que presenten el Śındrome de

Patau (trisomı́a del cromosoma 13) o el Śındrome de Edwards (trisomı́a del cromosoma

18) sobreviven únicamente unos pocos d́ıas después de nacer (Griffiths, Wessler, Lewontin
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Meiosis I

Meiosis II

Gametos

NO DISYUNCIÓN EN MEIOSIS I NO DISYUNCIÓN EN MITOSIS O MEIOSIS II

No disyunción:
Falla en la 
segregación de 
cromosomas 
homologos.

No disyunción:
Falla en la 
segregación 
de cromátidas 
hermanas.

Número de 
cromosomas

Gametos anormales Gametos anormales Gametos normales

Fig. 1.1 Diagrama para ejemplificar no-disyunción en meiosis I, meiosis II o en la mitosis.
Errores en la segregación producen gametos con trisomı́as, monosomı́as y regulares. Si éstos
ocurren en meiosis I afectan a todos los gametos formados a partir de esa célula; si ocurren en
meiosis II, afecta a la mitad (Imagen tomada de la editorial Pearson Education, 2010).

y col. 2008; Pérez Aytés 2010; Klug y col. 2013).

En humanos, la presencia de un número de cromosomas sexuales diferente al habitual (XX

para mujer y XY para hombre) es viable, pero resulta en un desarrollo sexual alterado

(Klug y col. 2013; Karp 2014). Existen cuatro condiciones posibles, que son el Śındrome

de Klinefelter (XXY), Śındrome de Turner (X0), Śındrome triplo-X (XXX) y la condición

XYY, en donde todos tienen caracteŕısticas fenot́ıpicas diferentes a las de un hombre XY

o mujer XX, algunos muestran deficiencia cognitiva o retraso mental y en algunos casos,

esterilidad (Griffiths, Wessler, Lewontin y col. 2008; Klug y col. 2013; Karp 2014).

Aśı mismo, algunos genotóxicos pueden tener también la capacidad de provocar rompi-

15



mientos sencillos o dobles en la cadena de ADN, y las sustancias que lo hacen son llamadas

clastógenos. De esta manera, la clastogenia es el suceso en el que se producen fragmentos

de cromosomas.

Ahora bien, para estudiar espećıficamente los efectos adversos que causan los agentes

tóxicos sobre el material genético (ADN) in vivo, aśı como la alteración de procesos

genéticos de las células (Seguridad e Higiene en el Trabajo (INSHT) 1999), es necesario

tener sistemas de prueba que evalúen la interacción de genotóxicos con los organismos y

que permitan el análisis de la relación con la exposición, mecanismos de acción y expresión

de los efectos genéticos en sus células (Brusick 1987).

Estos estudios pueden ser in vitro e in vivo. Los primeros son utilizados para evaluar

al genotóxico de manera preliminar, ya que tienen un costo relativamente bajo y no

toman demasiado tiempo. Los segundos brindan mayor información biológica acerca de

la evaluación del genotóxico in vivo, debido a que se mantiene intacto el metabolismo del

organismo y a que éste muestra un mayor potencial de respuesta, pero suelen requerir

más tiempo y costo (Derelanko y Auletta 2014).

1.2. Drosophila melanogaster como modelo biológico

El sistema experimental in vivo más intensamente estudiado en bioloǵıa en los últimos 100

años es Drosophila melanogaster, sirviendo como organismo modelo para la investigación

de procesos celulares y de desarrollo que tienen en común los eucariontes (Garesse 1988;

Adams y col. 2000; Beckingham y col. 2005).

En el año 2000, Mark D. Adams y colaboradores determinaron la secuencia nucleot́ıdica de

las 180 megabases que componen todo el genoma de D. melanogaster con base en: su im-

portancia histórica, el tamaño modesto de genoma y por la gran comunidad cient́ıfica que

estaba interesada en este organismo modelo (Adams y col. 2000). Este hecho confirmó a

D. melanogaster como uno de los modelos con mayor potencial para brindar información
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acerca de procesos biológicos complejos (Beckingham y col. 2005).

El corto ciclo de desarrollo de Drosophila melanogaster es una ventaja, ya que presenta

un periodo de embriogénesis dentro del huevo, tres estadios larvales y una pupa en la que

ocurre una metamorfosis completa (caracteŕıstica de los organismos holometábolos) y de

la que emerge un adulto (Ramos Morales 1993). La duración aproximada de cada estadio

es: huevo, 1 d́ıa; larva de primer estadio, 1 d́ıa; de segundo, 1 d́ıa; de tercero, 1 d́ıa, y pupa,

de 4.5 a 5 d́ıas, dando un total de 9.5 a 10 d́ıas (Fig. 1.2) a 25oC y 60 % de humedad. Esta

duración depende de condiciones controladas de temperatura y humedad relativa (Ramos

Morales 1993). La corta duración del ciclo de vida ha hecho posible detectar el espectro

completo de daño genético, ya sea por deleciones, translocaciones, pérdida cromosómica,

mutaciones letales dominantes y aneuploid́ıas (Vogel y col. 1999).

0    24    48     72    96   120     144    168    192    216    240 h

Fig. 1.2 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. De izquierda a derecha: huevo, larvas de
primer, segundo y tercer estadio, pupa e imago (o adulto).

Además de la corta duración del ciclo de desarrollo, la mosca del vinagre presenta como

ventaja un mantenimiento de bajo costo, requiere de un espacio reducido y la progenie

promedio por hembra son 500 huevos (Valencia y col. 1984). El hecho de que el genoma de

Drosophila melanogaster esté compuesto únicamente por cuatro cromosomas, en donde

uno de ellos es muy pequeño (cromosoma 4), facilita experimentos genéticos (Valencia

y col. 1984) (Fig. 1.3).
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Heterocromatina
Eucromatina
Centrómero

Cromosoma    2L           2R                            3L                3R
40.9

X y Y

X

Y
3.1

4

Mb      23.0                       21.4             24.4                         28.0                 21.8         20.0            1.2

Mb                   5.4  11.0                                     8.2   8.2

Fig. 1.3 Cromosomas mitóticos de Drosophila melanogaster, mostrando regiones eucromáticas,
heterocromáticas y centrómeros (Imagen tomada de Adams y col. 2000).

1.3. Diferenciación sexual de Drosophila melanogaster

El estudio de la diferenciación sexual en Drosophila melanogaster se remonta a 1916,

cuando Calvin Bridges encontró que el cromosoma Y no teńıa un papel activo en el

proceso de determinación sexual, sino que el sexo estaba determinado por determinantes

presentes en el cromosoma X y en los autosomas, de manera que se establećıa un equilibrio

entre el número de cromosomas X y el número de series de autosomas. A este tipo de

determinación sexual se le llama sistema de equilibrio génico (Pierce 2009; Salz y Erickson

2010).

En el sistema de equilibrio génico, un número determinado de genes influyen en el desa-

rrollo sexual. En el cromosoma X se encuentran los genes responsables de efectos femini-

zantes mientras que, en los autosomas, los de la masculinización; en consecuencia, el sexo

de la mosca del vinagre está determinado por la proporción de cromosomas X respecto

del número de dotaciones autosómicas haploides (A) presentes (Pierce 2009; Klug y col.

2013).

Para hembras, dicho cociente es igual a 1, es decir, hay la misma cantidad de cromosomas

X que de autosomas, mientras que para machos el cociente es igual a 0.5. Proporciones

entre 0.5 y 1 dan como resultado individuos intersexuales, es decir, expresan caracteres

morfológicos tanto masculinos como femeninos; y proporciones distintas a alguno de estos
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números, dan como resultado moscas que tienen problemas en el desarrollo o moscas

macho estériles, metahembras y metamachos, respectivamente (Pierce 2009; Klug y col.

2013) (Cuadro 1.1).

Fórmula cromosómica Proporción X:A Fenotipo sexual

3X / 2A 1.5 Metahembra

3X / 3A 1.0 Hembra

2X / 2A 1.0 Hembra

3X / 4A 0.75 Intersexo

2X / 3A 0.67 Intersexo

X / 2A 0.5 Macho

XY / 2A 0.5 Macho

XY / 3A 0.33 Metamacho

Cuadro 1.1 Composiciones cromosómicas, proporciones X:A y fenotipo de Drosophila mela-
nogaster, para la determinación sexual por equilibrio génico. En verde, hembras y machos de
caracteŕısticas normales (Tabla tomada de Klug y col. 2013).

El sistema de equilibrio génico y la cascada de señalización para la diferenciación sexual se

encuentran en el conteo de elementos numeradores, que son protéınas reguladoras produ-

cidas por los genes del cromosoma X (sisterless-a, sisterless-b, sisterless-c, runt, deadpan),

y elementos denominadores, que son protéınas reguladoras producidas en los autosomas

(daughterless, hermaphrodite, extramacrochaetae, groucho) (Gilbert 2000).

La cascada de señalización comienza con la activación (desarrollo femenino) o no activa-

ción (desarrollo masculino) del gen “Sex-lethal” (Sxl). Este gen codifica para 21 diferentes

productos, los cuales se dividen en tres grupos: productos tempranos para hembras, pro-

ductos tard́ıos para hembras y productos tard́ıos para machos (Salz y Erickson 2010; Klug

y col. 2013) (Fig. 1.4).

El promotor de establecimiento, SxlPe (Pe en la figura 1.4), es espećıfico y el producto

transcrito maduro solo mantiene a los exones 1-4, formando el producto temprano para

hembras. El promotor de mantenimiento, SxlPm (Pm en la figura 1.4) es diferente al

anterior y genera un transcrito que al ser madurado conserva a los exones L1, 2 y 4. En

machos, la maduración del transcrito contiene a los exones L1, 2, 3 y 4. Para el caso de
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Sxl

Proteína SXL

Proteína SXL

No hay proteína

Tempranos-hembras

Tardíos-hembras

Tardíos-machos

Pm                    Pe

L1                     E1      2           3        4

E1-4

L1-2-4

L1-2-3-4

Fig. 1.4 mRNA del gen Sxl, los promotores de establecimiento (E1) y de mantenimiento (L1)
y los exones que forman los productos tempranos para hembras y los tard́ıos para hembras y
machos (Imagen tomada de Salz y Erickson 2010).

los productos tempranos y tard́ıos para hembras se obtiene la protéına SXL, y debido a

que el exón 3 tiene un codón de “stop”, no se obtiene la protéına SXL para el producto

tard́ıo de machos (Salz y Erickson 2010).
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Inicio

Cariocinesis Celularización

Elementos XSE

SxlPe SxlPm

pre-mRNA pre-mRNA

mRNA (temprano) mRNA (tardío)

SXL SXL

Mantenimiento

Gastrulación a 
adulto

mRNA (tardío)

SXL

SxlPm

pre-mRNA

Fig. 1.5 Diagrama de la regulación de la expresión de la protéına Sxl en hembras de Drosophila
melanogaster (Imagen tomada de Salz y Erickson 2010).

La activación del gen Sxl depende de las protéınas codificadas del cromosoma X, llama-

das elementos señal ligados al cromosoma X (XSE, por sus siglas en inglés), en donde

la regulación del represor Deadpan (Dpn) y su correpresor Groucho (Gro) activan la so-

breexpresión de XSE, las cuales a su vez activan la transcripción de SxlPe, en donde el

producto (protéınas SXL) lleva al “splicing” de nuevo RNA transcrito por el promotor

SxlPm. En esta etapa de mantenimiento, el promotor SxlPe se apaga y SxlPm se mantie-

ne expresado gracias a la producción de protéınas SXL, activando el gen Sxl de manera

irreversible (Salz y Erickson 2010) (Fig. 1.5).

La protéına SXL induce la producción de la protéına Transformer (tra), que junto con

Transformer-2 (tra2 ), forman un d́ımero que dirige el “splicing” del transcrito de Double-

sex para traducir a la protéına Doublesex (dsx ) para hembras, induciendo la diferenciación

femenina. Aśı mismo, la protéına SXL inhibe la producción de la protéına male-specific-

lethal-2 (msl-2 ), responsable de la diferenciación masculina. De esta manera, si el gen Sxl

no es activado, no hay protéına SXL que inhiba la producción de msl-2 ni que induzca

21



la producción de tra, permitiendo que la protéına dsx para machos se forme y se dé una

diferenciación masculina (Gilbert 2000) (Fig. 1.6).

1.4. Mosaicos sexuales

En Drosophila, la expresión de los genes es independiente en cada célula, de manera que

cada célula expresará el sexo como respuesta a la regulación interna de ésta.

Aśı, debido a la manera en la que se genera la diferenciación sexual y el mantenimiento

de ésta, se pueden observar mosaicos sexuales en D. melanogaster. Los mosaicos genéticos

son aquellos organismos compuestos de dos o más poblaciones de células con al menos dos

genotipos diferentes provenientes del mismo cigoto (Gersen y Keagle 2013). En muchas

especies los mosaicos han funcionado como herramientas para el estudio de fenómenos

producidos genéticamente, como la determinación de patrones durante el desarrollo o la

autonomı́a y especificidad de tejidos para la expresión génica (Hall y col. 1976).

En Drosophila, los mosaicos brindan información acerca de la autonomı́a de genes ligados

al cromosoma X, ya que éstos pueden surgir por la pérdida o inactivación somática de

uno de los cromosomas X en embriones que comenzaron su desarrollo siendo hembras XX.

Este tipo de mosaicismos suceden espontáneamente en frecuencias muy bajas, aproxima-

damente un individuo de cada dos mil moscas son ginandromorfos (Crew 2015; Hall y col.

1976).

En los mosaicos bilaterales, las moscas muestran la mitad del cuerpo con fenotipo mas-

culino, y la otra mitad con fenotipo femenino, a estos se les llaman ginandromorfos bila-

terales. Aśı mismo, éstos pueden presentar otras fracciones del cuerpo con caracteŕısticas

masculinas (Crew 2015).

Este trabajo tiene como objetivo establecer la relación que hay entre los biomarcadores de

toxicidad (sobrevivencia, progenie promedio por familia y proporción sexual) y genotoxi-
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cidad (progenie excepcional) de machos expuestos a un aneuploidógeno y los marcadores

expresados de dos progenies sucesivas no tratadas. Para lo cual se utilizó una metodo-

loǵıa, conocida como Sex Chromosome Loss Test (SCLT), útil para detectar compuestos

capaces de alterar tanto la integridad numérica (por no-disyunción y pérdida total), como

la integridad estructural (pérdida parcial de cromosomas), es decir, actividad clastogénica

y aneuploidogénica, y también para estudiar los posibles mecanismos de acción de los

mutágenos sobre la integridad cromosómica y el aparato mitótico (Ramos Morales 1994).

SCLT se basa en la alteración de los fenotipos esperados en una cruza dada, en la cual

los parentales tienen genotipo conocido, para aśı servir como indicadores in vivo de even-

tos de pérdida parcial o total de cromosomas producidos por sustancias con actividad

aneuploidogénica o clastogénica (Valencia y col. 1984; Mason y col. 1987; Ledezma Vaca

2006).

1.5. Colchicina

La colchicina es un citostático clasificado como aneuploidógeno (Bishop y col. 1996),

el cual presenta carácter antimitótico ya que interfiere el ciclo celular impidiendo que los

cromosomas se separen en la metafase, resultando en una división incorrecta. Este error se

debe a que la colchicina presenta un efecto de inhibición de la formación de microtúbulos,

despolimerizando la tubulina, impidiendo la correcta formación del huso acromático y la

migración de las cromátidas hermanas hacia los polos de la célula (D. Voet y J. Voet

2006; Lacadena 1996) (Fig. 1.7); es por eso que es un compuesto ideal para establecer la

relación entre machos expuestos y progenies no expuestas.

La colchicina se ha utilizado en la medicina para el tratamiento de diferentes enferme-

dades, aunque aún no se sabe exactamente el mecanismo de acción para cada una de

ellas. Principalmente se utiliza para enfermedades relacionadas con articulaciones, como

gota, en donde la colchicina aparentemente interrumpe la formación de cristales de urato

(DrugBank 2016), aśı como la inhibición de la migración de leucocitos y otras células
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inflamatorias, reduciendo la respuesta inflamatoria a dichos cristales (NIH-NCI 2016).

También es conocida por su potencial como droga “anti-cáncer”, ya que al inhibir a la

tubulina, la célula queda arrestada en metafase, sin posibilidad de seguir dividiéndose

(PubChem 2016; Kuo y col. 2004).

Fig. 1.7 Microfotograf́ıa electrónica de la despolimerización de un microtúbulo causada por
colchicina (izquierda) y su representación gráfica (derecha) (Imagen tomada de D. Voet y J.
Voet 2006).
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2. Justificación

En la actualidad la exposición ante agentes tóxicos es cada vez más frecuente, debido al

constante desarrollo de productos aún no evaluados, y la manera de estudiar los efectos

que éstos conllevan ha estado limitado a la primera generación, principalmente por el

tiempo que tomaŕıa estudiar generaciones en humanos. Aunado a esto, se habla de que el

efecto provocado tiene más posibilidad de heredarse a la descendencia sobretodo cuando

la madre es la que ha estado expuesta ante ciertos xenobióticos durante la gestación,

siendo menor cuando el macho fue el expuesto previo a la cópula, por lo que ha sido poco

estudiado si el impacto al macho por un compuesto puede alcanzar más de una generación.

Es por estas razones que es importante desarrollar metodoloǵıas que permitan establecer

si un compuesto tóxico al que se expone a un macho, es capaz de dañar a la primera

generación, y a las siguientes.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Establecer la relación de biomarcadores de toxicidad y genotoxicidad entre machos

de Drosophila melanogaster expuestos al citostático colchicina, y dos progenies su-

cesivas no expuestas.

3.2. Objetivos particulares

Comparar la sobrevivencia de machos y2wa/BsY y+ entre tratados y no tratados

con colchicina, aśı como la proporción sexual.

Comparar los biomarcadores de progenie promedio, proporción sexual y fertilidad

de la F1 y la F2 no expuestas.

Identificar progenie excepcional versus progenie regular de la F1 y la F2 no expuestas.

27



4. Hipótesis

El tratamiento de machos y2wa/BSY y+ con el aneuploidógeno colchicina (CO) modifi-

cará la frecuencia de pérdida cromosómica en dos generaciones sucesivas (F1 y F2).
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5. Metodoloǵıa

5.1. Cruzas y marcadores

Se utilizó un sistema de cruzas que permitió detectar la no-disyunción y la pérdida parcial

y/o total de cromosomas sexuales de Drosophila melanogaster. De esta manera, se distin-

guió entre la progenie regular de la progenie excepcional (aquella con fenotipo resultante

de algún evento de no-disyunción, pérdida parcial o total de cromosomas sexuales) en

la primera y segunda generación filial. Para distinguir entre los fenotipos, se utilizaron

marcadores morfológicos para el color del cuerpo y el color y la forma de los ojos de la

mosca, y de acuerdo a las relaciones alélicas de dichos marcadores, se observó la presencia

o ausencia de los mismos.

Los marcadores morfológicos fueron los siguientes:

y : El locus yellow está ubicado en el cromosoma X (1-0.0; Lindsley y Zimm 1992).

Este locus controla el patrón de pigmentación de la cut́ıcula del adulto y de las partes

bucales de la cut́ıcula larvaria. Las mutaciones del locus y pertenecen a dos clases

de fenotipos, y1 presenta una total pérdida de pigmentación de todas las piezas de

la cut́ıcula (Chia y col. 1986), observándose el cuerpo amarillo, sedas pardas con

puntas amarillas, venas y tricomas de las alas amarillos (Ledezma Vaca 2006) (Fig.

5.1, A).

y2 : Es un alelo del locus y, la segunda clase de fenotipo, que muestra un patrón
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de pigmentación espećıfico (Chia y col. 1986). Se observa el cuerpo amarillo, sedas

silvestres, es decir, oscuras, y venas de las alas grisáceas (Lindsley y Zimm 1992)

(Fig. 5.1, B).

y+ : Es el fenotipo silvestre. Muestra un cuerpo café oscuro, distinguible de los otros

dos alelos. La relación de dominancia entre alelos es: y+ > y2 > y (Fig. 5.1, C).

w : El locus white está ubicado en el cromosoma X (1-1.5; Lindsley y Zimm 1992).

El alelo w muestra la total ausencia de pigmentación en ojos, ocelos, vaina testicular

y túbulos de Malpighi (Miyashita y Langley 1988), observándose los ojos totalmente

blancos (Fig. 5.1, D).

wa : Es un alelo del locus w llamado white-apricot, que muestra un color durazno

(naranja-amarillo) (Mount y col. 1988). La pigmentación intermedia se debe al

número de cargas y a la compensación de éstas (Lindsley y Zimm 1992). La relación

de dominancia entre alelos es: w+ > wa, siendo el primero el fenotipo silvestre con

ojos rojos (Fig. 5.1, E).

BS : El locus BS, llamado Bar of Stone está ubicado en el cromosoma X (1-57.0).

Es totalmente dominante sobre el alelo silvestre y modifica la forma del ojo a una

barra vertical formada de aproximadamente 90 omatidias en los machos y 70 en las

hembras (Ledezma Vaca 2006) (Fig. 5.1, F).

f : El locus f , llamado forked se encuentra en el cromosoma X (1-56.7). Las sedas

o tricomas silvestres se presentan en forma recta, sin embargo, la presencia del alelo

forked las afecta, haciendo que se presenten de forma curvada. La magnitud de la

curvatura depende del alelo que se presente, habiendo más de 35 alelos descritos.

Estos alelos son recesivos ante el silvestre: f+ > f (Ledezma Vaca 2006) (Fig. 5.1,

G).
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A B C

D E F G

Fig. 5.1 Fenotipo de marcadores utilizados en la prueba de clastogenia SCLT modificada.
A: yellow. B: yellow 2. C: yellow +. D: white. E: white-apricot. F: Barra de Stone. G: forked
(Fotograf́ıas proporcionadas por el Banco de Moscas de la Facultad de Ciencias).

5.1.1. Ĺıneas de moscas

Se utilizaron cuatro tipos de ĺıneas:

Hembras : Las hembras presentan homocigosis para los genes yw/yw, y no tienen nin-

guna alteración en los cromosomas. Su fenotipo es cuerpo amarillo, sedas pardas con

puntas amarillas, venas y tricomas de las alas amarillos, y ojos totalmente blancos

(Fig. 5.2 y 5.3). De esta ĺınea se utilizaron las hembras para la cruza experimental.

Machos : La ĺınea de machos utilizados en la cruza experimental se construyó a partir

de las hembras de la ĺınea y2wa/y2wa y de los machos de la ĺınea ♀♀ =·yf/BSY y+

X ♂♂ XC2yf/BSY y+. El genotipo objetivo es el cromosoma Y compuesto con dos

translocaciones del X, una en el brazo corto (y+) y otra en el brazo largo (BS), y el

cromosoma X con los alelos y2 y wa. El genotipo final de los machos es: y2wa/BSY y+

y para construirlo se utilizaron dos ĺıneas diferentes (Fig. 5.3) (Anexo 1):

• Linea y2wa/y2wa: Presentan los genes y2 y wa. Las hembras son homocigóti-

cas (y2wa/y2wa) y los machos hemicigóticos (y2wa/Y ). Su fenotipo es cuerpo
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amarillo, sedas silvestres, venas de las alas grisáceas y ojos color durazno (Fig.

5.2 y 5.3).

• Ĺınea ♀♀ =·yf/BSY y+ X ♂♂ XC2yf/BSY y+: En esta ĺınea los machos portan

el cromosoma Y compuesto con dos translocaciones del X, una en el brazo corto

(y+) y otra en el brazo largo (BS), y el cromosoma X en anillo, portando los

alelos y y f . Su genotipo es XC2yf/BSY y+. Y las hembras de esta ĺınea tienen

dos cromosomas X unidos en forma reversa y con un solo centrómero, y son

homocigóticas para los genes y y f . Mientras que el cromosoma Y es como el de

los machos. Su genotipo es XXY =·yf/BSY y+. Tanto hembras como machos

presentan el mismo fenotipo, que es el cuerpo color silvestre, sedas en horquilla

y ojos en barra y rojos (Fig. 5.2 y 5.3).

Ĺınea de referencia: Se utilizó como ĺınea de referencia a Canton-S, cuyo fenotipo

es el silvestre para todos los caracteres (Fig. 5.2).

5.2. Sincronización de cultivos y obtención de larvas

Se utilizó como base el procedimiento de la prueba de pérdida total o parcial de cromoso-

mas sexuales, SCLT (Sex chromosome loss test) para Drosophila melanogaster, el cual se

modificó para poder observar la diferencia entre progenie regular de progenie excepcional

hasta la segunda generación filial.

Hembras v́ırgenes y2wa/y2wa se cruzaron con machos XC2yf/BSY y+. A los cinco d́ıas, el

cultivo se trasvasó a recipientes con medio fresco enriquecido con levadura por un peŕıodo

de 8 h para obtener huevos con una diferencia de edad de ±4 h para producir machos con

genotipo y2wa/BSY y+ (machos de interés para tratamiento). A los tres d́ıas se extrajeron

larvas de tercer estadio (72 ± 4 horas) por el método de Nöthiger 1970, que consiste en

generar un gradiente de densidad con una solución de sacarosa al 20 % permitiendo aśı que

las larvas se separen del medio de cultivo, con un mı́nimo de estrés. Se realizó el mismo
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Machos: Xc2yf / BSYy+

Hembras: =·yf / BSYy+

Silvestre
(Canton-S)

Fig. 5.2 Ĺıneas de Drosophila melanogaster utilizadas para la prueba de clastogenia SCLT
modificada.
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Fig. 5.3 Procedimiento experimental. En verde la ĺınea de hembras(yw/yw); en morado la ĺınea
y2wa/y2wa; en naranja con negro la ĺınea ♀♀ =·yf/BSY y+ X ♂♂ XC2yf/BSY y+.
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procedimiento con la ĺınea de referencia.

Grupos de aproximadamente 100 larvas se colocaron en tubos de vidrio con fondo plano

conteniendo 1 g de medio instantáneo para mosca (Carolina Biological Supply) hidratado

con 4.5 mL de la solución a probar o de agua destilada.

5.2.1. Tratamiento

A partir de una solución 0.2 mM de colchicina se obtuvieron 10 diluciones sucesivas que

han mostrado actividad tóxica en Drosophila melanogaster : 1.25E-01, 4.69E-02, 3.13E-02,

1.56E-02, 8.06E-03, 4.88E-04, 2.52E-04, 1.53E-05, 1.19E-07 y 1.86E-09 mM (concentra-

ciones tomadas del trabajo Muñoz-Hernández 2011) (Cuadro 5.1). El diluyente y testigo

negativo fue agua destilada.

[Colchicina]

mM µM nM pM

1.86E-09 0.00000186 0.00186 1.86

1.19E-07 0.000119 0.119 119

1.53E-05 0.0153 15.3 15 300

2.52E-04 0.252 252 252 000

4.88E-04 0.488 488 488 000

8.06E-03 8.06 8 060 8 060 000

1.56E-02 15.6 15 600 15 600 000

3.13E-02 31.3 31 300 31 300 000

4.69E-02 46.9 46 900 46 900 000

1.25E-01 125 125 000 125 000 000

0.2 200 200 000 200 000 000

Cuadro 5.1 Comparación de escalas de concentraciones de colchicina utilizadas.

Se realizaron 4 réplicas por concentración para la ĺınea experimental y 3 para la ĺınea

de referencia. Las larvas permanecieron alimentándose del medio hasta el periodo de

pupación, en donde se adhieren a las paredes del tubo y dejan de alimentarse del medio,

por lo que fueron sometidas a un tratamiento subcrónico v́ıa alimentación en larvas de 72
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h de edad por un periodo de 48 h (72x48 h).

5.2.2. Desarrollo de la prueba SCLT modificada

Al emerger los adultos o imagos se cuantificó el número de hembras y machos para obtener

la sobreviviencia promedio y la proporción sexual, tanto de la ĺınea de referencia como

de la ĺınea experimental, separando a los machos de esta última (y2wa/BSY y+) para

realizar la cruza progenitora con hembras v́ırgenes de la ĺınea yw/yw no tratadas en

una proporción 1:1 en tubos de plástico con fondo plano con medio estándar. Para cada

concentración se analizaron al menos 40 parejas y su progenie.

Obtención de los resultados de la prueba SCLT modificada:

Se cuantificó el número de parejas que tuvieron hijos (fertilidad), y de éstas, la cantidad

de progenie obtenida, registrando sexo y fenotipo para distinguir progenie excepcional de

progenie regular, detectando los eventos de pérdida parcial de los marcadores en el cromo-

soma Y, principalmente, y la pérdida total del cromosoma X o Y. Además, se registraron

moscas con alteraciones morfológicas. La progenie regular y excepcional esperada para la

primera generación filial (F1) se muestra en la figura 5.4.

Para la obtención de la segunda generación filial (F2) se cruzaron hembras y machos de la

progenie regular F1 x F1. Se cuantificó la fertilidad de F1, la progenie obtenida, proporción

sexual y se distinguió progenie excepcional de progenie regular, detectando los eventos de

pérdida parcial y pérdida total de cromosomas X o Y. La progenie F2 regular y excepcional

esperada se muestran en la figura 5.5, mientras que la progenie F2 recombinante regular

y excepcional esperada se muestran en la figura 5.6.

Los eventos genéticos terminales implican la pérdida de cromosomas, básicamente por

efectos clastogénicos y aneuploid́ıas provocadas por pérdida y/o no-disyunción de los

cromosomas (Ramos Morales 1994). Estos posibles fenotipos permiten un seguimiento en

la primera y segunda generación filial (F1 y F2).
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Fig. 5.4 Genotipo, sexo y fenotipo de la progenie F1 regular y excepcional. ND: No-disyunción.
PT: Pérdida total. PP: Pérdida parcial.
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5.3. Análisis estad́ıstico

Para establecer la toxicidad del tratamiento se obtuvo el promedio de la sobrevivencia

por tubo:

Sobrevivencia promedio =

∑n
i=1 # total de moscas recobradas por tuboi

n

La fertilidad, que es la capacidad de un organismo para tener o no hijos, se calculó divi-

diendo el número de tubos sembrados que tuvieron hijos entre el número total de tubos

sembrados. Para comparar la fertilidad de moscas provenientes de cada concentración

con respecto a su testigo se utilizó una prueba de Z para proporciones (α=0.05), y para

establecer si existe asociación entre la fertilidad de machos tratados con la fertilidad de

su descendencia se realizó una prueba de X2 (α=0.05).

Fertilidad =
Tubos sembrados con hijos

Total de tubos sembrados

Se calculó el promedio de progenie por familia, tanto de los machos tratados como de

la F1, sumando el total de la progenie de las familias y dividiéndolo entre el número de

familias:

Progenie promedio =

∑n
i=1 # total de progenie por tuboi

n

Para determinar si el tratamiento a los machos progenitores alteró el número de hembras

y de machos recobrados, tanto en el tratamiento como en la F1 y la F2, se calculó la

proporción sexual. Ésta se obtuvo dividiendo el número total de hembras o machos re-

cobrados por tubo, entre el número total de hembras y machos recobrados en ese tubo,

para cada concentración de colchicina y su testigo:
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Proporción sexual =

∑n
i=1 # total de ♀ o ♂ por tuboi
# total de ♀ y ♂ por tuboi

Para detectar diferencias significativas entre la sobrevivencia promedio, la progenie prome-

dio y la proporción sexual con respecto a su propio testigo se utilizó un ANOVA (α=0.05).

Sin embargo, se realizó la prueba de igualdad de medias de grupos de Brown-Forsythe para

saber si la prueba de ANOVA podŕıa ser de una o de dos v́ıas. Una vez realizada la prueba

de ANOVA correspondiente, en caso de salir diferencias significativas, se realizó una prue-

ba de Dunnett para poder comparar todas las concentraciones con respecto a su propio

testigo, y aśı determinar si las diferencias estaban relacionadas con el tratamiento.

La frecuencia de eventos excepcionales se obtuvo dividiendo el número total de organismos

con fenotipo excepcional entre el número total de organismos recobrados:

Frecuencia de eventos excepcionales =

∑
organismos excepcionales

total de organismos

Para comparar los eventos excepcionales de las progenies F1 y F2 se obtuvo la frecuencia

de progenie excepcional (FPE) corregida, restando a la frecuencia de eventos excepcionales

(FEE) de cada concentración, la frecuencia de eventos excepcionales (FEE) del testigo:

FPE = FEE por [CO] − FEE del testigo

Para determinar si exist́ıan diferencias significativas en la frecuencia de eventos excep-

cionales entre los lotes experimentales y su testigo correspondiente para cada una de las

generaciones, se aplicó una prueba de Z para proporciones (α=0.05).
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6. Resultados

Los resultados se analizaron conforme al orden en el que se fueron llevando a cabo las

pruebas. Aśı, primero se evaluó la sobrevivencia al tratamiento de ambas ĺıneas. Después

se analizó el comportamiento de las dos generaciones consecutivas del macho tratado. A

continuación, se analizó la fertilidad de la cruza de la que se obtuvo la primera generación

en comparación con la fertilidad de la cruza de la que se obtuvo la segunda generación. Y

para finalizar se analizó la progenie excepcional, las proporciones de sexo y la sobrevivencia

en comparación con la progenie promedio de cada generación.

6.1. Toxicidad del tratamiento

La respuesta de los organismos al tratamiento con colchicina puede establecerse de dife-

rentes maneras. Para evaluar si el compuesto tiene un efecto tóxico sobre los organismos

se calculó el promedio de la sobrevivencia de las moscas por tubo (S).

La colchicina fue tóxica, tanto para las moscas silvestres como para la progenie de la

cruza de ♀♀y2wa/y2waX♂♂XC2yf/BSY y+ (para producir a los machos y2wa/BSY y+),

en las concentraciones mayores a 3.13E-02 mM (Cuadros 6.1, 6.2 y Figs. 6.1a y 6.2a,

respectivamente). Se encontraron diferencias significativas en el promedio de sobrevivencia

de las moscas tratadas con colchicina (F9,44=5.49; p <0.0001 para moscas Canton-S;

F9,66=5.09; p <0.0001 para las moscas de la cruza). La comparación de la proporciónsexual

de la ĺınea de referencia y la experimental no presentó diferencias significativas.
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CO [mM] N S ± ee α PS ♀ ± ee α PS ♂ ± ee α

Testigo 429 61.29±5.64 - 0.50±0.03 - 0.50±0.03 -

1.86E-09 370 52.86±4.33 - 0.50±0.02 - 0.50±0.02 -

1.19E-07 467 66.71±8.26 - 0.52±0.03 - 0.48±0.03 -

1.53E-05 434 62.00±5.77 - 0.51±0.03 - 0.49±0.03 -

2.52E-04 226 75.33±10.17 - 0.50±0.02 - 0.50±0.02 -

4.88E-04 458 65.43±8.41 - 0.52±0.02 - 0.48±0.02 -

8.06E-03 199 66.33±9.74 - 0.52±0.02 - 0.48±0.02 -

1.56E-02 360 51.43±3.29 - 0.50±0.05 - 0.50±0.05 -

3.13E-02 89 29.67±7.62 * 0.46±0.07 - 0.54±0.07 -

4.69E-02 19 6.33±5.84 * 0.22±0.22 * 0.78±0.22 *

1.25E-01 0

Cuadro 6.1 Sobrevivencia promedio y proporción sexual de moscas Canton-S tratadas con
colchicina. CO, Colchicina; N, Número de moscas; S, Sobrevivencia promedio; PS, Proporción
sexual promedio; ee, Error estándar; α, Pruebas de ANOVA y Dunnett. El * indica diferencias
significativas p <0.05.

CO [mM] N S ± ee α PS ♀ ± ee α PS ♂ ± ee α

Testigo 845 84.50±9.23 - 0.57±0.02 - 0.43±0.02 -

1.86E-09 815 81.50±9.69 - 0.56±0.03 - 0.44±0.03 -

1.19E-07 705 70.50±5.81 - 0.51±0.02 - 0.49±0.02 -

1.53E-05 792 79.20±11.78 - 0.55±0.02 - 0.45±0.02 -

2.52E-04 284 71.00±12.09 - 0.60±0.03 - 0.40±0.03 -

4.88E-04 803 80.30±8.78 - 0.55±0.01 - 0.45±0.01 -

8.06E-03 215 53.75±9.59 - 0.63±0.08 - 0.37±0.08 -

1.56E-02 770 77.00±12.71 - 0.55±0.02 - 0.45±0.02 -

3.13E-02 50 12.50±5.69 * 0.45±0.17 - 0.55±0.17 -

4.69E-02 1 0.25±0.25 *

1.25E-01 0

Cuadro 6.2 Sobrevivencia promedio y proporción sexual de la progenie de la cruza
(♀♀y2wa/y2wa X ♂♂XC2yf/BSY y+) tratada con colchicina. CO, Colchicina; N, Número de
moscas; S, Sobrevivencia promedio; PS, Proporción sexual promedio; ee, Error estándar; α,
Pruebas de ANOVA y Dunnett. El * indica diferencias significativas p <0.05.
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Fig. 6.1 a) Promedio de sobrevivencia de moscas Canton-S tratadas con colchicina durante
el desarrollo larvario. b) Promedio de la proporción sexual de moscas Canton-S tratadas con
colchicina durante el desarrollo larvario. El * indica diferencias significativas respecto al testigo
(p <0.05).
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Fig. 6.2 Progenie de la cruza (♀♀y2wa/y2wa X ♂♂XC2yf/BSY y+) tratada con colchicina
durante el desarrollo larvario. a) Promedio de sobrevivencia. b) Promedio de la proporción
sexual. El * indica diferencias significativas respecto al testigo (p <0.05).
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Fig. 6.3 Comparación de sobrevivencias al tratamiento con colchicina de moscas Canton-S y la
cruza (♀♀y2wa/y2wa X ♂♂XC2yf/BSY y+).

Para comparar el efecto del tratamiento en los dos grupos de moscas se obtuvo la diferencia

de sobrevivencia de cada concentración con respecto a su propio testigo e incluyendo al

testigo (el cual tendrá un valor de cero). En el caso de las moscas silvestres Canton S,

en cinco de las concentraciones se recuperó un número de moscas similar o ligeramente

mayor que el del testigo, mientras que para la progenie de la cruza (♀♀y2wa/y2wa X

♂♂XC2yf/BSY y+) en todas las concentraciones se obtuvieron menos moscas que las

obtenidas en el testigo (Fig. 6.3).

Por último, se obtuvieron individuos con fenotipo excepcional en la sobrevivencia de

moscas al tratamiento con colchicina de la ĺınea de machos y2wa/BSY y+. Estos fenotipos

fueron machos y2wa y y2, ginandromorfos y hembras wa y BS (Cuadro 6.3), sin embargo,

éstos no fueron significativos en número (Z0,05=1.96, p <0.05).
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CO [mM] N FE
Fenotipo de individuos

♀BS ♀wa G ♂y2wa ♂y2

Testigo
845 0.009 - - - 0.0095 -

(8) (8)

1.86E-09
815 0.017 - 0.0012 0.0012 0.0123 0.0025

(14) (1) (1) (10) (2)

1.19E-07
705 0.020 0.0028 - 0.0028 0.0142 -

(14) (2) (2) (10)

1.53E-05
792 0.019 - - - 0.0177 0.0013

(15) (14) (1)

2.52E-04
284 0.014 - - 0.0035 0.0106 -

(4) (1) (3)

4.88E-04
803 0.019 0.0025 - 0.0025 0.0112 0.0025

(15) (2) (2) (9) (2)

8.06E-03
215 0.014 - - - 0.0139 -

(3) (3)

1.56E-02
770 0.008 0.0013 - - 0.0065 -

(6) (1) (5)

3.13E-02
50 0.020 - - - 0.0200 -

(1) (1)

4.69E-02
1 0

1.25E-01
0

Cuadro 6.3 Frecuencia y número de moscas con fenotipo excepcional en la progenie de la cruza
(♀♀y2wa/y2wa X ♂♂XC2yf/BSY y+). CO, Colchicina; N, Número de moscas; FE, Frecuencia
y total de organismos con fenotipo excepcional; G, Ginandromorfo.
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CO [mM] N P ± ee α PS ♀ ± ee α PS ♂ ± ee α

Testigo 5452 92.41±6.81 - 0.52±0.01 - 0.48±0.01 -

1.86E-09 4238 81.50±6.35 - 0.57±0.02 - 0.43±0.02 -

1.19E-07 4067 71.35±5.42 - 0.56±0.01 - 0.44±0.01 -

1.53E-05 3290 58.75±4.99 * 0.54±0.01 - 0.46±0.01 -

2.52E-04 3811 95.28±5.83 - 0.53±0.01 - 0.47±0.01 -

4.88E-04 5021 91.29±7.59 - 0.51±0.01 - 0.49±0.01 -

8.06E-03 2225 76.72±10.06 - 0.51±0.03 - 0.49±0.03 -

1.56E-02 1090 57.37±10.06 * 0.49±0.02 - 0.51±0.02 -

Cuadro 6.4 Progenie F1 promedio por familia y proporción sexual recobrada de la cruza de
machos tratados y2wa/BSY y+, con hembras v́ırgenes yw/yw. CO, Colchicina; N, Número de
moscas; P, Progenie promedio por familia; PS, Proporción sexual promedio; ee, Error estándar;
α, Pruebas de ANOVA y Dunnett. El * indica diferencias significativas p <0.05.

6.2. Primera generación

Una vez tratadas las larvas, los machos y2wa/BSY y+ fueron cruzados con hembras v́ırge-

nes de la ĺınea de hembras yw/yw. Los machos tratados con colchicina a una concentración

de 0.0313 mM no tuvieron progenie, presentando un efecto de esterilidad. Para el resto, se

calculó la progenie promedio por tubo y la proporción sexual. Se encontraron diferencias

significativas en la progenie promedio en las concentraciones 1.52E-05 y 1.56E-02 mM con

respecto a la del testigo (F7,359=4.38; p <0.001), no aśı para la proporción sexual (Cuadro

6.4 y Fig. 6.4).

La figura 6.5 y el cuadro 6.5 muestran la frecuencia de progenie excepcional por tipo

de evento. Se confirmaron diferencias significativas con respecto a su testigo en eventos

producidos por la no-disyunción de machos (hembras waBS) en las concentraciones 1.19E-

07 y 1.56E-02 mM, y en la concentración 1.56E-02 mM (machos yw) (Z0,05=1.96; p <0.05).
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Fig. 6.4 Cruza de machos tratados y2wa/BSY y+, con hembras v́ırgenes yw/yw. a) Progenie
F1 promedio por familia recobrada. b) Promedio de la Proporción sexual. El * indica diferencias
significativas respecto al testigo (p <0.05).
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Fig. 6.5 Frecuencia de fenotipos excepcionales observados provenientes de eventos de no-
disyunción o pérdida parcial de cromosomas en la cruza de machos tratados y2wa/BSY y+,
con hembras v́ırgenes yw/yw. El * indica diferencias significativas respecto a su propio testigo
(p <0.05).

6.3. Segunda generación

Machos yw/BSY y+ fueron cruzados con hembras v́ırgenes yw/y2wa, ambos provenientes

de la progenie F1 regular para obtener la F2. Al comparar la progenie promedio por tubo,

se encontraron diferencias significativas en las concentraciones 8.06E-03 y 1.56E-02 mM

con respecto a la del testigo (F7,394=7.73; p < 0,0001). No se detectaron diferencias en la

proporción sexual promedio (PS) (Cuadro 6.6 y Fig. 6.6).
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CO [mM] N P ± ee α PS ♀ ± ee α PS ♂ ± ee α

Testigo 6319 111.04±6.02 - 0.54±0.01 - 0.46±0.01 -

1.86E-09 6234 103.90±4.86 - 0.55±0.01 - 0.45±0.01 -

1.19E-07 6161 104.42±6.21 - 0.54±0.01 - 0.46±0.01 -

1.53E-05 5322 88.70±7.47 - 0.54±0.01 - 0.46±0.01 -

2.52E-04 4745 121.67±8.48 - 0.57±0.01 - 0.43±0.01 -

4.88E-04 5470 92.71±5.00 - 0.53±0.01 - 0.47±0.01 -

8.06E-03 3098 79.44±8.42 * 0.56±0.02 - 0.44±0.02 -

1.56E-02 1438 49.59±9.45 * 0.55±0.03 - 0.45±0.03 -

Cuadro 6.6 Progenie F2 promedio y proporción sexual promedio recobradas de la cruza de pro-
genie regular de la primer generación (F1). CO, Colchicina; N, Número de moscas; P, Progenie
promedio por tubo; PS, Proporción sexual promedio; ee, Error estándar; α, Pruebas de ANOVA
y Dunnett. El * indica diferencias significativas p <0.05.

El cuadro 6.7 muestra los cuatro fenotipos que corresponden a la progenie regular, los dos

fenotipos producidos por eventos de recombinación catalogados como progenie excepcional

(debido a que un evento recombinante puede responder a una reparación de ruptura de

la doble hélice del ADN), además muestra el total de la frecuencia de todos los posibles

fenotipos excepcionales. El cuadro 6.8 muestra el resto de los posibles fenotipos (doce)

correspondientes a la categoŕıa de progenie excepcional, entre los que se encuentran no-

disyunción en hembras o en machos y pérdida parcial en machos.
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Fig. 6.6 a) Progenie F2 promedio recobrada de la cruza de progenie regular de la F1. b)
Promedio de la Proporción sexual de moscas recobradas de la cruza de progenie regular de la
F1. El * indica diferencias significativas respecto al testigo (p <0.05).
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CO [mM]

Progenie regular Progenie excepcional

PTRecombinantes
PET

♀♀ ♀♀ ♂♂ ♂♂ ♀♀ ♀♀

yw y2wa wBS waBS ywa y2w

Testigo 1746 1695 1423 1438 0.00032 (2) 0.00127 (8) 0.0027 (17) 6319

1.86E-09 1691 1705 1413 1412 0.00016 (1) 0.00032 (2) 0.0021 (13) 6234

1.19E-07 1587 1679 1454 1415 0.00016 (1) 0.00162 (10) 0.0042 (26) 6161

1.53E-05 1368 1432 1298 1208 0.00038 (2) 0.00150 (8) 0.0030 (16) 5322

2.52E-04 1323 1328 1037 1046 0.00042 (2) 0.00063 (3) 0.0023 (11) 4745

4.88E-04 1395 1443 1285 1331 0.00018 (1) 0.00165 (9) 0.0029 (16) 5470

8.06E-03 815 841 695 738 0.00032 (1) 0.00065 (2) 0.0029 (9) 3098

1.56E-02 368 409 348 309 0.00070 (1) 0 0.0028 (4) 1438

Cuadro 6.7 Progenie F2 regular y recombinante recobrada de la cruza de progenie regular de
la F1. CO, Colchicina; PT, Progenie total; PET, Progenie excepcional total.
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Fig. 6.7 Frecuencia de fenotipos F2 observados de progenie excepcional provenientes de eventos
de recombinación, no-disyunción o pérdida parcial de cromosomas en la cruza de progenie regular
de la F1. El * indica diferencias significativas respecto al testigo (p <0.05). Nótese la diferencia
en escala respecto a la figura 6.5.

No se encontraron diferencias significativas entre la progenie excepcional recuperada en el

testigo con respecto a las demás concentraciones (Z0,05=1.96; p > 0,05). Sin embargo, al

desglosar la progenie excepcional por el tipo de evento genético, se encontraron diferencias

significativas con respecto a su testigo en la frecuencia de machos wa, que se originan por

la pérdida parcial de BS en el brazo largo del cromosoma Y, en la concentración 1.56E-02

mM (Z0,05=1.96; p < 0,05) (Fig. 6.7).
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6.4. Progenie excepcional entre F1 y F2

Para poder hacer la comparación de progenie excepcional tanto de la primera como de

la segunda generación, se agruparon los fenotipos por tipo de evento, resultando en la

comparación de la frecuencia de no-disyunción y la comparación de pérdidas parciales

entre F1 y F2. Dado que siempre hay eventos que ocurren por azar, se le restó el valor de

los eventos ocurridos en el testigo al valor de eventos ocurridos por las concentraciones.

A este valor le llamamos frecuencia de progenie excepcional corregida (Cuadro 6.9 y Fig.

6.8). Se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de no-disyunción entre F1

y F2 en las concentraciones 1.53E-05 y 1.56E-02 mM, mientras que en pérdidas parciales

únicamente hubo diferencias significativas en la concentración 1.56E-02 mM de la segunda

generación con respecto a su testigo (Z0,05=1.96, p <0.05).

[Colchicina]
Frecuencia de Progenie Excepcional Corregida

ND F1 ND F2 α PP F1 PP F2 α

Testigo 0 0 - 0 0

1.86E-09 -5.16E-05 1.51E-05 - 0 4.81E-04 -

1.19E-07 1.24E-03 1.16E-03 - 2.46E-04 1.62E-04 -

1.53E-05 1.57E-03 -3.56E-04 * 3.04E-04 3.76E-04 -

2.52E-04 -1.55E-04 -2.65E-04 - 0 4.21E-04 -

4.88E-04 -4.72E-04 -1.94E-04 - 5.97E-04 1.83E-04 -

8.06E-03 -5.68E-04 8.29E-04 - 0 0 -

1.56E-02 4.95E-03 -4.12E-04 * 0 1.39E-03 +

Cuadro 6.9 Frecuencia de progenie excepcional corregida correspondiente a no-disyunción y
pérdidas parciales recuperadas en la primera y segunda generación, después de haber tratado
al macho progenitor con colchicina. ND, No-disyunción; PP, Pérdida parcial; α, Prueba de Z;
*, diferencias significativas entre F1 y F2; +, diferencias significativas de F2 con respecto a su
testigo, p <0.05.
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Fig. 6.8 Comparación de la frecuencia de progenie excepcional corregida inducida por eventos
de no-disyunción (ND) y pérdida parcial (PP) en la F1 y la F2, después de haber tratado
al macho progenitor con colchicina. Los asteriscos negros indican diferencia significativa entre
generaciones, mientras que el asterisco gris con respecto al testigo de su misma generación
(p <0.05).

6.5. Fertilidad

La fertilidad es la capacidad de un organismo de tener o no hijos. Para medir la fertilidad

de las moscas tratadas y de su progenie, se hicieron cruzas individuales, y se contaron

cuántas parejas tuvieron hijos con respecto al total de parejas colocado. Aquellas parejas

que no tuvieron hijos también son tomadas en cuenta, para saber qué proporción de éstas

no fueron fértiles. El tratamiento afectó la fertilidad de los machos expuestos a partir de

3.13E-02 mM (Cuadro 6.10 y Fig. 6.9). No se encontraron diferencias significativas entre

la fertilidad de machos expuestos y la fertilidad de su progenie F1 regular (X2
(7,N=18)=2.72;

p =0.91), sin embargo, se encontraron diferencias significativas en la fertilidad de machos

expuestos con respecto a su testigo en 8.06E-03 y 1.56E-02 mM, y en la fertilidad de la

progenie F1 regular con respecto a su testigo correspondiente en 1.56E-02 mM (Z0,05=1.96;
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p <0.05).

[Colchicina] FME FF/FS α FPF1 FF/FS α

Testigo 0.938 59/60 - 0.950 57/60 -

1.86E-09 0.867 52/60 - 1.000 60/60 -

1.19E-07 0.950 57/60 - 0.938 59/60 -

1.53E-05 0.933 56/60 - 1.000 60/60 -

2.52E-04 1.000 40/40 - 0.975 39/40 -

4.88E-04 0.917 55/60 - 0.983 59/60 -

8.06E-03 0.725 29/40 * 0.950 38/40 -

1.56E-02 0.317 19/60 * 0.438 29/60 *

3.13E-02 0 0/40

Cuadro 6.10 Fertilidad de machos expuestos a colchicina (♀♀yw/yw X y2wa/BSY y+ E) y
de su progenie F1. FME, Fertilidad de machos expuestos a colchicina; FPF1, Fertilidad de la
progenie F1 regular; FF/FS, Familias fértiles/Familias sembradas; α, Prueba de Z; *, diferencias
significativas p <0.05.
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Fig. 6.9 Fertilidad de machos expuestos y2wa/BSY y+ cruzados con hembras v́ırgenes yw/yw
y de la cruza entre progenie F1 X F1 regular. El * indica diferencias significativas con respecto
a su testigo (p <0.05).
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6.6. Proporción sexual

No hubo diferencias significativas entre las proporciones sexuales de los organismos tra-

tados con respecto a su testigo; misma situación con la proporción sexual de la primera y

la segunda generación; tampoco se encontraron diferencias significativas entre la propor-

ción de machos en las tres generaciones (F2,22=1.03; p >0.05). Sin embargo, en las tres

generaciones el número de machos siempre es menor que el de hembras (W=38, 32, 36

respectivamente; p <0.05), salvo en la sobrevivencia del tratamiento en la concentración

3.13E-02 mM y en la primera generación en la concentración 1.56E-02 mM (marcadas con

una flecha en la figura 6.10). En la figura 6.10 están graficadas únicamente las proporcio-

nes de machos (dado que la suma de las proporciones de hembras y machos siempre es 1,

no es necesario graficar ambas).
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Fig. 6.10 Proporción sexual de machos en los sobrevivientes recobrados después del tratamiento
con colchicina y las progenies F1 y F2.
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6.7. Sobrevivencia y progenies promedio

Para determinar si existe efecto de la colchicina en las tres generaciones analizadas, se

comparó la curva de sobrevivencia de las moscas al tratamiento, y la progenie prome-

dio tanto de la primera como de la segunda generación. Para hacer la comparación se

corrigieron los valores, llevando el testigo a uno (es decir, cada dato se dividió entre el

valor del testigo). En la figura 6.11 se muestra que no hay diferencias significativas entre

ellas, es decir, hay una gran similitud entre las curvas a pesar de que la colchicina sólo se

administró en una ocasión (a la progenie de la cruza ♀♀y2wa/y2wa X ♂♂XC2yf/BSY y+)

(ANOVA, F2,30=0.34; p >0.05).
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Fig. 6.11 Índice de sobrevivencia e ı́ndice de progenie promedio por familia correspondiente a
la F1 y a la F2.
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7. Discusión

Debido a que los seres vivos están constantemente expuestos a sustancias potencialmente

dañinas, capaces de poner en riesgo la integridad de los organismos, es necesario hacer

evaluaciones y establecer los lineamientos para realizar diagnósticos de toxicidad y geno-

toxicidad. Estos estudios suelen basarse en resultados obtenidos a partir del tratamiento

a especies no humanas con dosis relativamente altas y durante una exposición inten-

sa (Ramos Morales, Herrera Bazán, Muñoz Moya, Muñoz Hernández, Rivas Mart́ınez,

Hernández Bernal y Garćıa Mart́ınez 2006a).

El modelo clásico de estudio de genotoxicidad dosis-respuesta, plantea que la relación entre

la cantidad de compuesto y el efecto de éste sobre el organismo sigue una lógica creciente

y lineal, es decir que mientras mayor sea la dosis, mayor será la respuesta observable

(Klaassen y Watkins 2005). Sin embargo, este modelo no presta atención a lo que sucede

con las concentraciones bajas, en donde la respuesta puede incluso ser contraria que a dosis

altas. Este aspecto es cŕıtico en la determinación del daño al material genético hereditario

de los sobrevivientes a la exposición de ciertas sustancias (Ramos Morales, Herrera Bazán,

Muñoz Moya, Muñoz Hernández, Rivas Mart́ınez, Hernández Bernal y Garćıa Mart́ınez

2006a).

En este trabajo se evaluó el cambio de diferentes biomarcadores: Sobrevivencia (S), Pro-

porción Sexual (PS), Fertilidad (Fe), Progenie por Familia (PPF) y Eventos Excepcionales

(E) relacionados con la no disyunción de las células germinales durante la formación de

óvulo y espermatozoide, aśı como la pérdida parcial o total de cromosomas sexuales;
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además de dar seguimiento al impacto de la exposición de uno de los progenitores en dos

generaciones sucesivas no expuestas al tratamiento con colchicina.

7.1. Sobrevivencia al tratamiento

Con base en la sobrevivencia, que es el biomarcador que evalúa de manera global la toxi-

cidad (Ramos Morales, Herrera Bazán, Muñoz Moya, Muñoz Hernández, Rivas Mart́ınez,

Hernández Bernal y Garćıa Mart́ınez 2006a), a partir de 0.031 mM de colchicina el efecto

del tratamiento fue tóxico de manera similar para ambos tipos de ĺıneas de moscas expues-

tas; esto implica que la baja sobrevivencia en las concentraciones más altas probadas no

es consecuencia de los marcadores del sistema de cruzas utilizado en esta tesis (Lindsley

y Zimm 1992).

La proporción sexual de las moscas silvestres se mantuvo estable, oscilando alrededor de

0.5, por lo que fue poco informativa. También para la progenie de la cruza ♀♀y2wa/y2wa

X ♂♂XC2yf/BSY y+ (para producir a los machos y2wa/BSY y+), la proporción sexual se

mantuvo sin diferencias significativas con respecto a su testigo, sin embargo, es notorio que,

para todas las concentraciones con excepción de la más alta, hay más hembras que machos.

Lo anterior llama la atención debido a que de acuerdo con el mecanismo de determinación

del sexo en Drosophila melanogaster, la probabilidad de hembra o macho es de 0.5, por

lo que, si este biomarcador no es afectado por el tratamiento, se esperan fluctuaciones

aleatorias alrededor de este valor, lo cual no ocurrió para la ĺınea experimental. Se ha

reportado que la toxicidad de algunos compuestos puede comprometer la sobrevivencia y la

proporción sexual de los organismos, además de que pueden provocar deficiencias a nivel de

maduración sexual, producción de gametos, fertilización y cambios fisiológicos aunados a lo

mismo, presentando finalmente alteración en la reproducción (Repetto Jiménez y Repetto

Kuhn 2009) tal como se observa en la fertilidad de machos tratados.
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Gracias al uso de marcadores morfológicos en la mosca del vinagre, podemos evaluar la

pérdida parcial o total de cromosomas, mas no la inducción de mutaciones puntuales. En

el 2011, Muñoz-Hernández encontró en la colchicina propiedades de clastógeno, además de

aneuploidógeno, volviéndose importante distinguir estos eventos. Aśı mismo, las pertur-

baciones numéricas y estructurales de los cromosomas más los daños ambientales pueden

inducir cambios en la meiosis, provocando mutantes meióticos (Baker y Hall 1976).

En la cruza ♀♀y2wa/y2wa X ♂♂XC2yf/BSY y+ (para producir a los machos y2wa/BSY y+)

se encontraron fenotipos excepcionales, no obstante no fue posible establecer una relación

de causalidad ya que no se encontró relación con la concentración de colchicina adminis-

trada, y no hubo diferencias significativas con respecto a su testigo. Aunque las diferencias

no fueron significativas, es importante analizar con qué tipo de evento genético se rela-

cionan los individuos de la progenie excepcional. Primero se explicarán las hembras BS,

las hembras wa, los machos y2wa y los machos y2, y por último los ginandromorfos (Fig.

7.1):

♀BS: Este fenotipo es provocado por una no-disyunción de los cromosomas sexuales

del macho, quedando una hembra XXY. Por la relación de dominancia de los alelos

implicados se hace evidente el fenotipo BS, debido a que con respecto a y y y2 se

expresa morfológicamente el alelo y+ del cromosoma Y, wa no es evidente por el

alelo w+ del cromosoma en anillo y finalmente, f es recesivo ante el alelo f+ del

cromosoma en varilla de la hembra.

♀wa: Este fenotipo puede tener dos procedencias, una menos probable que la otra.

La primera y menos probable es la ocurrencia simultánea de dos eventos: una no-

disyunción de los cromosomas sexuales de la hembra y la pérdida parcial del gen

BS del cromosoma Y. Solo se manifiesta fenot́ıpicamente el alelo wa debido a que

los alelos y2 de los cromosomas de la hembra son recesivos ante el alelo y+ del cro-

mosoma Y. La segunda opción podŕıa ser por un individuo con un cromosoma X en

varilla proveniente de la hembra y un cromosoma X en anillo proveniente del macho

que pudo haberse abierto por ejemplo por un evento de recombinación y debido a su
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inestabilidad estructural (Novitski y D. 1976) se perdió la región distal involucrando

el locus y y el alelo w+, lo que produciŕıa una hembra (y2)−waf/(y+)−(w+)−f+.

♂y2wa: Este fenotipo también puede tener varios oŕıgenes. Una opción es una

no disyunción en machos, quedando un cromosoma X de la hembra solo (macho

X0 y2wa/0), expresando los alelos y2wa. Otra opción es que se hayan perdido si-

multáneamente los fragmentos traslocados del X en el cromosoma Y que llevan los

alelos BS y y+. Una tercera opción es, como en el caso anterior, que el cromosoma

X en anillo se rompa con la consecuente pérdida de función (Novitski y D. 1976),

quedando únicamente el cromosoma X en varilla, el cual expresaŕıa los alelos y2wa.

♂y2: Aśı como el fenotipo wa para hembras, éste podŕıa originarse por la apertura del

cromosoma X en anillo proveniente del macho y la recombinación con el cromosoma

X en varilla proveniente de la hembra. Al momento de la recombinación de los dos

cromosomas, se intercambian los alelos de w (w+ por wa), y debido a la inestabilidad

estructural del cromosoma proveniente del macho, éste pudo no haberse conservado,

formando un individuo y2w+f+/0.

Los cromosomas mitóticos en anillo no se han descrito en poblaciones silvestres de Drosop-

hila melanogaster, sino que son formados por medio de radiación y pueden ser mantenidos

en bancos de moscas, ya que a pesar de mostrar mosaicos genéticos o no-disyunción de

manera espontánea, no se pierden con una frecuencia alta. El primer anillo fue descrito

en 1922, y a partir de ah́ı se mantuvieron y estudiaron estas estructuras cromosómicas,

siendo interesantes debido a su comportamiento espontáneo y respuesta ante la radiación

a diferencia de los cromosomas en barra (Leigh 1976; Novitski y D. 1976). Se ha sugerido

que los eventos que conducen a la pérdida del cromosoma X en anillo se asocian con alte-

raciones del tipo de intercambio de cromátidas hermanas, y de acuerdo a un estudio hecho

por Ramos Morales 1994, la frecuencia de pérdida del cromosoma X es más alta cuando

éste está en anillo que cuando está en varilla. Debido a esto, la presencia de no-disyunción,

o de pérdida total de cromosomas en anillo son esperadas.
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Un ginandromorfo es aquel individuo que expresa un mosaico sexual, que se pueden pre-

sentar aproximadamente en una de cada dos mil moscas del vinagre. Morgan y Bridges

describieron en 1919 distintos tipos de mosaicismo sexual en D. melanogaster. Pueden

ser bilaterales, con caracteŕısticas femeninas de un lado, y masculinas del otro. En otros

casos, en lugar de la mitad, sólo un cuarto del cuerpo o menos presenta caracteŕısticas

masculinas (Crew 2015).

Los ginandromorfos encontrados en el tratamiento de la cruza ♀♀y2wa/y2wa X ♂♂XC2yf/

BSY y+ presentan menos de un cuarto del cuerpo con una caracteŕıstica masculina, que

es el ojo wa. Provienen de hembras con un cromosoma X en varilla y otro cromosoma

X en anillo y2waf+/yw+f . Esta pérdida ocurre a nivel de células somáticas, y se debe

a la pérdida de heterocigosidad del alelo w, lo cual puede suceder seguido, debido a una

mala segregación del cromosoma X a nivel mitótico, o debido a que la región en donde se

encuentra el gen white es altamente cambiante. El tratamiento con diversos compuestos

puede incrementar significativamente la frecuencia de aparición de mosaicismos (Miyashita

y Langley 1988; Ledezma Vaca 2006; Crew 2015; Palermo y Mudry 2015) (Fig. 7.2).

Fig. 7.2 Mosca y2waf+/yw+f mostrando un mosaicismo a nivel del color del ojo recuperada
del tratamiento con colchicina de la cruza ♀♀y2wa/y2wa X ♂♂XC2yf/BSY y+. El ojo derecho
expresa w+ mientras que el izquierdo manifiesta fenot́ıpicamente el alelo recesivo wa.
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7.2. Efecto de la colchicina en dos generaciones sucesivas no

tratadas

La prueba de no disyunción y pérdida parcial de cromosomas sexuales (SCLT), ha sido

utilizada en mutagénesis con la finalidad de determinar la capacidad de compuestos con

riesgo potencial de causar alteraciones en el material genético (Ramos Morales 1994).

Gracias a que todas las cruzas fueron individuales, lo cual es una modificación al protocolo

escrito por Mason y col. 1987, fue más fácil observar el efecto del tratamiento sobre los

machos tratados y su descendencia, además de poder medir la fertilidad diferencial entre

machos, la fertilidad de la primera generación y la progenie por familia.

La biotransformación está definida como el conjunto de procesos que introducen cambios

en las estructuras de los xenobióticos, con la finalidad de favorecer su eliminación. Dicha

eliminación se da a través de reacciones qúımicas y sistemas enzimáticos; a esto se le llama

desintoxicación (Bello Gutiérrez y Cerain Salsamendi 2001; Repetto Jiménez y Repetto

Kuhn 2009).

Como lo indican los resultados en la prueba de ANOVA/Dunnett, se encontraron di-

ferencias significativas en la progenie F1 recuperada de la cruza de machos tratados

y2wa/BSY y+, con hembras v́ırgenes yw/yw, correspondientes a los machos resultantes

de las concentraciones 1.52E-05 y 1.56E-02 mM. En la figura 6.4a se observa que la curva

que va desde la progenie promedio del testigo hasta la de la concentración 1.52E-05 mM

tiene una pendiente negativa y que, en la concentración siguiente, 2.52E-04 mM, la pro-

genie promedio es similar a la del testigo. Este comportamiento podŕıa explicarse por la

respuesta de desintoxicación de machos expuestos ante el compuesto que se hace evidente

en 2.52E-04 mM, y conforme la concentración sigue aumentando, los organismos ya no

son capaces de procesarla, llegando a ser estériles, como es el caso de la concentración más

alta, 3.13E-02 mM. La razón por la que este efecto no está presente en la sobrevivencia de

los organismos expuestos es por un posible trade-off entre la sobrevivencia y el éxito re-
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productivo, como sucede para el caso de Anastrepha (Harwood y col. 2015), resultando en

una primera generación deficiente. Otra posible explicación al comportamiento observado

de la progenie F1 podŕıa estar relacionada con la viabilidad del daño genético ocurrido.

Por otro lado, las diferencias significativas encontradas en la progenie F2 recuperada de la

cruza de progenie F1 regular, corresponden a las provenientes de machos expuestos a las

concentraciones más altas, 8.06E-03 y 1.56E-02 mM (Fig. 6.6a). En este caso, un efecto

de desintoxicación no es suficiente para explicar estos eventos, de manera que la pérdida

de organismos, aneuploid́ıas y la actividad clastogénica en la F2 podŕıan ser el resultado

de efectos epigenéticos. Aśı, el efecto tóxico sigue presente como muestran las notorias

deficiencias en la reproducción y la presencia de progenie excepcional.

La proporción sexual de la progenie F1 y de la progenie F2, muestran la misma tendencia

de la proporción sexual de la sobrevivencia al tratamiento. La diferencia entre las pro-

porciones sexuales de ambas generaciones (aunque no significativa) radica en la última

concentración, 1.56E-02 mM, ya que en la progenie F1 hay un mayor número de ma-

chos, mientras que en la progenie F2 se mantiene arriba el número de hembras. El error

estándar de ambas proporciones sexuales es mı́nimo, lo cual indica que el efecto que pro-

voca que la distribución de sexos siempre esté más sesgada hacia el lado de las hembras

es contundente, ya que no se encontraron variaciones importantes en las mediciones.

Estos resultados indican que el compuesto no solo tiene la posibilidad de alterar los cromo-

somas sexuales y la determinación sexual de organismos tratados, sino que también logra

afectar a los organismos de las siguientes generaciones (F1 y F2). Es decir, el citostático

colchicina presenta un efecto transgeneracional.

7.2.1. Progenie excepcional: primera generación

Los resultados de la progenie F1 excepcional mostraron diferencias significativas en las

concentraciones 1.19E-07 y 1.56E-02 mM con respecto a su testigo, únicamente para los

eventos provenientes de no-disyunción en machos (♀♀waBS y ♂♂yw). Este fue un resul-
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tado esperado debido a que los machos fueron los organismos expuestos a la colchicina,

la cual está catalogada como un aneuploidógeno, cuya caracteŕıstica principal es la de

interferir en el ciclo celular impidiendo que los cromosomas se separen en la metafase

(Bishop y col. 1996). Uno de los valores significativos coincide con la concentración a la

que los niveles de colchicina fueron cŕıticos para la progenie promedio (1.56E-02 mM), sin

embargo, el otro valor significativo está presente en una concentración anterior al primer

nivel cŕıtico y no en 1.52E-05 mM, lo cual puede deberse a la pérdida de organismos por

la toxicidad de la concentración debido a la viabilidad del daño genético ocurrido (Ramos

Morales 1994).

7.2.2. Progenie excepcional: segunda generación

La progenie F2 proviene de organismos regulares hijos de machos tratados, por lo que

tanto machos como hembras presentan la contribución de éstos. De esta manera, no es in-

dispensable saber si los eventos de no-disyunción provienen de hembras o de machos, dado

que ambos padres recibieron la dosis cromosómica correspondiente al abuelo tratado. A

pesar de esto, se separaron las categoŕıas fenot́ıpicas hasta donde los marcadores fenot́ıpi-

cos lo permitieron, obteniendo cuatro fenotipos provenientes de no-disyunción de machos,

y dos fenotipos provenientes tanto de no-disyunción de machos como de hembras. Ninguno

de estos fenotipos presentó diferencias significativas con respecto a su testigo, resultado

esperado dado que al momento de retirar la colchicina, su carácter como aneuploidógeno

se limita y se restaura el huso mitótico (Klug y col. 2013).

El entrecruzamiento de cromosomas es un evento que puede presentarse antes, durante o

después de la duplicación de los cromosomas (Avers 1983), y es resultado del apareamiento

de cromosomas homólogos, dando lugar a una recombinación de alelos. De acuerdo con

Morgan, la frecuencia de recombinación depende directamente de la distancia a la que

estén dos genes. En el caso de los genes yellow y white, la distancia es de 1.5 unidades de

mapa, por lo que la frecuencia de recombinación seŕıa de 0.015. Este evento no pudo ser
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observado para la primera generación, debido a que la hembra presentaba heterocigosidad

para yw, y sus gametos parentales son exactamente iguales a los recombinantes. Para el

caso de la segunda generación, este evento pudo ser observado únicamente en hembras,

ya que en machos no hubo distinción fenot́ıpica (Fig. 7.3) (Lefevre 1976; Ramos Morales

1993; Klug y col. 2013). Aśı mismo, la recombinación homóloga, es un mecanismo de

reparación de ADN que restaura de manera exitosa la integridad del material genético

después de una ruptura de la doble cadena (Barzel y Kupiec 2008). De esta manera, el

hallazgo de fenotipos recombinantes está asociado con la frecuencia de recombinación y

con la reparación de rupturas de la doble hebra de ADN (pérdidas parciales), sin embargo,

al momento de analizar la procedencia del evento de recombinación no podemos distinguir

las provenientes de recombinación de las provenientes de reparación. Sin embargo, en los

fenotipos en los que no se pudo reparar por falta de homoloǵıa, hubo pérdidas parciales del

cromosoma Y. Estos eventos de pérdidas parciales fueron recuperados en la progenie F2,

con una mayor frecuencia para los provenientes de la pérdida del gen BS, que mostraron

diferencias significativas en la concentración más alta, 1.56E-02 mM con respecto a su

testigo.
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7.2.3. Progenie excepcional: primera y segunda generación

La frecuencia de no-disyunción fue mayor en la progenie F1 que en la progenie F2, espećıfi-

camente en las concentraciones 1.53E-05 y 1.56E-05 mM, en las cuales no hubo un proceso

de desintoxicación exitosa por parte de los machos tratados o la viabilidad del daño genéti-

co ocurrido fue baja. Sin embargo, el hecho de que la frecuencia de no-disyunción haya

disminuido en la progenie F2 podŕıa implicar un proceso de restablecimiento del funcio-

namiento del huso acromático, favoreciendo la adecuada separación de los cromosomas,

comportamiento esperado debido a que la colchicina tiene una vida media de aproxima-

damente 9 horas (DrugBank 2016; PubChem 2016), y no es un compuesto bioacumulable.

Otra posibilidad es la pérdida de organismos afectados. Aśı, el daño en el huso acromático

únicamente se podŕıa observar hasta la primera generación después del tratamiento con

un aneuploidógeno.

Por otro lado, a pesar de que no hubo diferencias significativas en la relación de pérdidas

parciales entre F1 y F2, en esta última hubo un incremento con respecto a su testigo en

la concentración 1.56E-02 mM, evento no esperado. Esto podŕıa implicar dos cosas, la

primera es que el tóxico causó un efecto transgeneracional, capaz de redireccionar el daño

de la colchicina y expresarse como un clastógeno, sin embargo este daño podŕıa estar cau-

sado no directamente por la interacción con la colchicina (la cual le fue administrada a sus

abuelos), sino por la interacción con alguno de sus metabolitos, como 3-dimetilcolchicina

y 2-dimetilcolchicina (Tateishi y col. 1997).

Otra posible respuesta a un redireccionamiento del daño es el efecto epigenético. Ha sido

sugerido que las aneuploid́ıas pueden ser la explicación a los cambios epigenéticos, tales

como el aumento o incremento de metilación de ADN (Huettel y col. 2008). Aśı, los efectos

observados en la F2, podŕıan explicarse con posibles cambios de metilación, inclusive si

éste suele ser bajo en Drosophila (Dunwell y Pfeifer 2014).
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7.3. Efecto de la colchicina en la sobreviencia de machos trata-

dos y su descendencia

7.3.1. Fertilidad

La fertilidad es uno de los biomarcadores centrales para describir la toxicidad de una

sustancia, ya que es en donde el daño a nivel de reproducción, causado por un compuesto

puede ser evaluado (Ramos Morales, Herrera Bazán, Muñoz Moya, Muñoz Hernández, Ri-

vas Mart́ınez, Hernández Bernal, Garćıa Mart́ınez y Garćıa Niño 2006b; Repetto Jiménez

y Repetto Kuhn 2009). Gracias a que se realizaron cruzas individuales, este biomarcador

puede relacionar el número de parejas que tuvieron hijos con el total de ellas.

Los machos tratados con colchicina presentaron una fertilidad que fue disminuyendo con-

forme la concentración del compuesto aumentó, hasta que la concentración 3.13E-02 mM

provocó esterilidad de machos expuestos. Las dos concentraciones más altas en donde

śı hubo progenie produjeron diferencias significativas con respecto a su testigo. A su vez,

estos organismos, tanto hembras como machos, los cuales no estuvieron expuestos al tra-

tamiento, presentaron una fertilidad con la misma tendencia que la anterior, mostrando

únicamente diferencias con respecto a su testigo en la concentración 1.56E-02 mM. Por lo

que dicha concentración no indujo esterilidad, pero śı alteró la actividad reproductiva de

su progenie, dado el bajo número de parejas que tuvieron descendencia (Fig. 6.9).

El hecho de que la fertilidad de los organismos expuestos y de la progenie F1 hayan

mostrado una tendencia similar indica que el efecto del compuesto permanece más de

una generación, ya sea por las posibles metilaciones provocadas en el ADN o por posibles

cambios en transcritos de ARNm en el esperma, alterando este parámetro por generaciones

(Campion y col. 2013), por lo que el daño producido por el citostático colchicina es

transgeneracional.
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7.3.2. Proporción sexual

La proporción sexual de hembras y machos de una población de Drosophila melanogaster

no tratada oscila alrededor del 0.5, sin embargo, esta proporción se puede ver alterada por

la exposición a compuestos (Markow y Hocutt 1998; Matzkin y col. 2007; Repetto Jiménez

y Repetto Kuhn 2009), tal como es el caso de la colchicina.

En general, la proporción sexual no tuvo diferencias significativas con respecto a su testigo

o a las demás proporciones, sin embargo, llama la atención que no se presenten fluctua-

ciones aleatorias en la proporción de hembras y machos por lo que se aplicó la prueba

de Wilcoxon para evaluar la probabilidad de que la aparición de hembras en todas las

concentraciones sea un evento estocástico o no. La prueba de Wilcoxon salió positiva, lo

cual nos hace ver que hay un sesgo de la proporción de hembras sobre la de machos en

los machos tratados y su descendencia, y que el sesgo no puede ser explicado por el azar.

En la figura 6.10 se muestra esta tendencia sin importar la generación, indicando que la

colchicina podŕıa tener un efecto similar a la N - nitrosodimetilamina, en donde se asume

que hay un efecto preferencial del tóxico hacia un género espećıfico (Ramos Morales, He-

rrera Bazán, Muñoz Moya, Muñoz Hernández, Rivas Mart́ınez, Hernández Bernal, Garćıa

Mart́ınez y Garćıa Niño 2006b). Sin embargo, analizando el comportamiento de machos

respecto a su testigo podemos notar que la sobrevivencia de machos al tratamiento con

colchicina incrementó en la concentración más alta, indicando que ésta podŕıa interferir

con la producción de hembras, probablemente debido a la pérdida de función de uno de los

cromosomas, lo que llevaŕıa a la formación de machos. En el caso de la primera generación

hay una tendencia creciente más marcada, en donde hay más machos conforme la dosis

aumenta, haciendo evidente un efecto de pérdida de función de uno de los cromosomas,

tendencia que se pierde para la segunda generación.
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7.3.3. Efecto transgeneracional del tratamiento con colchicina al macho pro-

genitor

Una vez medidos los biomarcadores indicadores de toxicidad en los machos expuestos a

tratamiento y sus dos generaciones sucesivas, aśı como analizado algunos de ellos en rela-

ción a la generación siguiente, hay evidencias contundentes de un daño transgeneracional.

Por esta razón, se hizo la comparación de la sobrevivencia promedio con las progenies

promedio F1 y F2, buscando información que apoyara dicho resultado.

En la figura 6.11 podemos observar que la tendencia de las tres distribuciones no pre-

senta diferencias significativas (analizado con una prueba ANOVA/Tukey), es decir, las

tres presentan una pendiente negativa. Esto hace notar que a concentraciones bajas de

cierto compuesto los organismos pueden sobrevivir, sin embargo, llevan alteraciones no

observables fenot́ıpicamente, que provoca que tengan descendencia alterada o que ésta a

su vez presente problemas de fertilidad o un comportamiento irregular en la proporción

sexual.

Efectos transgeneracionales son t́ıpicamente considerados por daño materno, ya que la

hembra invierte más recursos en la producción de óvulos. Sin embargo, se han hecho

varios estudios en donde se muestra que el aporte genético del macho tratado puede

provocar un efecto transgeneracional. Un posible mecanismo para que la variación en la

descendencia sea causada directamente por machos tratados de Drosophila melanogaster

con colchicina es la reactividad alta de este compuesto para biomoléculas como ĺıpidos

(Muñoz-Hernández 2011), incidiendo la variación en las protéınas y ĺıpidos contenidos en el

fluido seminal, ya que el esperma completo es incorporado al huevo durante la fertilización,

junto con el fluido espermático, el cual contiene las protéınas seminales, pudiendo tener

una función relevante durante el desarrollo (Pischedda y col. 2011; Valtonen y col. 2012).

El cáncer es una enfermedad que podŕıa originarse por la presencia de efectos transgene-

racionales. Una posible explicación a que la incidencia de cáncer infantil esté aumentando

en las últimas décadas sin haber existido un largo periodo de latencia después de la ex-
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posición de niños ante agentes genotóxicos, es la exposición de sus padres o abuelos ante

éstos. El daño provocado por sustancias a las que estamos expuestos d́ıa con d́ıa no ne-

cesariamente se expresa morfológicamente o sintomáticamente durante nuestra vida, en

algunos casos, dado que el daño puede llegar a nivel de células germinales (Pischedda

y col. 2011; Valtonen y col. 2012), se observaŕıa hasta una o incluso dos generaciones

después.

Gracias al uso de biomarcadores como fertilidad, progenie promedio, proporción sexual y

progenie excepcional, en este trabajo se obtuvieron las evidencias de un daño reprotóxico

y transgeneracional proveniente de la exposición de machos al citostático colchicina.
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8. Conclusiones

Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten obtener las siguientes conclusio-

nes:

El tratamiento con colchicina a machos de Drosophila melanogaster afecta a sus dos

generaciones sucesivas, por lo que el efecto de ésta es transgeneracional.

El tratamiento con colchicina provocó efectos en la fertilidad de los organismos

tratados, es decir, es causante de daño reprotóxico.

La actividad citostática de la colchicina fue evidente en la concentración más alta

probada y en la primera generación en las que por pérdida de función asociada con

los cromosomas X se recobraron más machos.

La actividad citostática de la colchicina no indujo pérdida de función asociada con

los cromosomas X en la segunda generación.

Los biomarcadores: sobrevivencia, progenie promedio por familia, proporción sexual

y fertilidad, en conjunto con los marcadores fenot́ıpicos para progenie excepcional,

son capaces de evidenciar el efecto de un compuesto y mostrar si éste es tóxico y si

produce un efecto reprotóxico y transgeneracional.

El daño causado por un compuesto debe ser evaluado a lo largo de las generaciones

para entender de manera integral su efecto sobre los organismos tratados.
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A. ANEXO

Ĺınea ♀♀ =·yf/BSY y+ X ♂♂ Xc2yf/BSY y+

Está constituida por hembras XXY con dos cromosomas X unidos en forma reversa con un

solo centrómero y por un cromosoma Y compuesto con dos translocaciones del X, una en

el brazo corto (y+) y otra en el brazo largo (BS). Los machos tienen el mismo cromosoma

Y que las hembras y un cromosoma X en anillo. Los machos heredan el cromosoma X del

macho progenitor y el cromosoma Y de la hembra progenitora (Fig. A.1).

Ĺınea de machos

La ĺınea de machos está formada por la cruza de hembras y2wa/y2wa y por machos de la

ĺınea ♀♀ =·yf/BSY y+ X ♂♂ Xc2yf/BSY y+. Están formados por el cromosoma X de la

hembra y el cromosoma Y del macho, el cual porta dos translocaciones del cromosoma X,

una en el brazo corto (y+) y otra en el brazo largo (BS). El fenotipo final de los machos

es white apricot, Bar of Stone (Fig. A.2).
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//gravitationalandspacebiology.org/index.php/journal/article/view/343/

344.

Bello Gutiérrez, J.B. y A.L. de Cerain Salsamendi (2001). Fundamentos de Ciencia Toxi-

cológica. Dı́az de Santos. url: https://books.google.com.mx/books?id=EwQk094%

5C_lKcC.

Bishop, J. B., V. L. Dellarco, T. Hassold, L. R. Ferguson, A. J. Wyrobek y J. M. Friedman

(1996). ((Aneuploidy in germ cells: Etiologies and risk factors)). En: Environmental and
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Toxicology 189.2, págs. 93-102. doi: 10.1016/0165-1218(87)90015-2.

Matzkin, L., T. D. Watts y T. A. Markow (2007). ((Desiccation Resistance in Four Dro-

sophila Species: Sex and Population Effects)). En: Fly 1.5, págs. 268-273. doi: 10.
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