UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FAcuLTAD DE CIENCIAS

Efecto reprotoxico de una muestra ambiental
externa a “Cromatos de México” en Drosophila
melanogaster.

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGO

P R E S E N T A:

Juan Alfredo Gabriel Vazquez

TUTORA:
Dra. Patricia Ramos Morales

Ciudad Universitaria, Cd. Mx., 2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION 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 imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1.

Datos del alumno
Gabriel

Vazquez

Juan Alfredo
5547951413

Universidad Nacional Auténoma de

México

Facultad de Ciencias
Biologia
30409268-6

Datos del tutor
Dra.

Ramos
Morales
Patricia

Datos de sinodal 1
Dra.

Ramos

Bello

Rosalia

Hoja de datos del jurado

4. Datos del sinodal 2

Dra.

Salcedo

Sacanelles

Rocio

Datos del sinodal 3
Dra.

Montero

Montoya

Regina Dorinda

Datos del sinodal 4
Bidl.

Hernandez

Bernal

Blanca Rosa

Datos del trabajo escrito

Efecto reprotdoxico de una muestra

ambiental externa a “Cromatos de

México” en
melanogaster.

75 pp.

2019

Drosophila



Agradecimientos

Agradezco a todo el personal del Laboratorio de Toxicologia Genética y al Banco de
Moscas de la Facultad de Ciencias, UNAM por todas las aportaciones tanto materiales asi
como por todo el apoyo moral que recibi para la elaboracién de esta tesis.

Muchas gracias a la Dra. Pati Ramos por el constante apoyo, empuje y comprensién de las
dificultades que se presentaron para la conclusion de esta parte importante en mi vida
profesional.

De igual forma agradezco a cada uno de los sinodales ya que permitieron el
enriquecimiento del escrito y analisis de la tesis.

A amigos del laboratorio y companferos de la carrera, muchas gracias porque a pesar de no
coincidir por nuestras actividades, la convivencia continua siendo la misma solo que con
unos anos mas.

En especial quiero agradecer a mis familiares, principalmente a mi mama por siempre
apoyarme en cada uno de los proyectos que se me han presentado a lo largo de los afios y
a mi pareja Kritzia por ser la persona en quien confio y obtengo la motivacion, la guia, el
apoyo y el amor para continuar en este camino de la vida y sabiendo que vale la pena
seguir luchando.



RESUMEN

La Fabrica de Cromatos de México, Tultitlan Edo. México se clausurd en 1978 debido a los
graves dafios a la salud en los trabajadores y habitantes de la zona ocasionados por los
residuos que contenian cromo VI. Tales desechos fueron confinados en una estructura de
concreto inadecuada, posteriormente fueron transportados a un contenedor de residuos
peligrosos en Nuevo Ledn. Los residuos externos a la zona confinada son poco téxicos,
pero inducen pérdida de cromosomas sexuales en células germinales y mutaciéon y
recombinacién somdtica en células de las alas de Drosophila melanogaster. El objetivo del
presente trabajo fue determinar si el contenido de las muestras de suelo externo a
Cromatos de México afecta la capacidad reproductiva en Drosophila melanogaster por lo
gue fue necesario recolectar 12 muestras de suelo superficial de Cromatos de México en
un transecto de 144 m, posteriormente se mezclaron para homogenizar el contenido. La
muestra de suelo homogénea a probar se hidratdé hasta anegar por 3 h y el filtrado se
considerd como la solucién al 100%. Se prepararon 14 disoluciones sucesivas adicionales
(tratamientos) utilizando agua destilada como disolvente y testigo negativo. Se colocaron
larvas silvestres de 72 + 4 horas en tubos homeopdticos de vidrio con 1g de medio
instantaneo e hidratados con 4.5 ml para cada disolucién. Se realizé un total de 8
repeticiones por cada concentracién. Para evaluar el efecto reprotdxico se realizaron las
siguientes cruzas: hembras no tratadas vs machos tratados, hembras tratadas vs machos
no tratados y hembras tratadas vs machos tratados. No se obtuvieron diferencias
significativas en la sobrevivencia (IS) ni en la proporciéon sexual (Psx). Se observaron
respuestas no lineares en la sobrevivencia, Fertilidad (FE) y Progenie Promedio por Familia
(PPF) lo que muestra un efecto de los componentes del suelo de Cromatos de México
(principalmente el cromo VI) en Drosophila melanogaster. La PPF obtenida al tratar solo a
los machos fue mayor en concentraciones bajas; en hembras tratadas resultaron valores
menores al lote testigo presentando diferencias significativas en las concentraciones mas
altas; cuando ambos progenitores fueron tratados se recobrd en general mas progenie y
solo se obtuvo diferencias significativas en una concentracién (3.13). Los contenidos
presentes en la muestra de suelo de Cromatos, tales como Cromo VI, pueden generar un
efecto reprotéxico en las poblaciones humanas en las areas cercanas por lo que es
necesario dar continuidad al estudio del drea y en las generaciones posteriores.
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1. MARCO TEORICO

1.1. Toxicidad y toxicologia
La toxicidad es la propiedad de una o varias sustancias de provocar efectos adversos en la
salud de los seres vivos o en los ecosistemas (NOM-052-SEMARNAT-2005).

La toxicologia es la ciencia que estudia los mecanismos, sintomas, deteccién, tratamientos
y medios para contrarrestar las alteraciones de los téxicos, especialmente los que afectan
a los seres humanos, ademds de estudiar los origenes y usos que dependen en gran parte
de sus cualidades nocivas. Un téxico es cualquier agente quimico, fisico y aun bioldgico
con capacidad de alterar los equilibrios dindmicos en los seres vivos que al penetrar o ser
absorbido a una dosis suficientemente alta, o tras generarse internamente, puede causar
un efecto nocivo. Cuando se genera externamente o no forma parte de la composicion del
organismo, se conoce como xenobidtico (Guitart, 2008; Lodola y Stadler, 2011; Repetto y
Repetto, 2009).

1.2. Cromo

El cromo conforma el 0.01% de la corteza terrestre, ocupando el sexto lugar en
abundancia. Este elemento forma parte de rocas, polvo y gas volcanico, ademas de ser un
elemento esencial para los seres vivos. En forma natural se encuentra principalmente en
el estado de valencia lll, sin embargo, los estados de valencia 0 y VI son generados
industrialmente (Agencia de Proteccién Ambiental, 2000; Cuamatzi y Melo, 2007). El
mineral principal que contiene al cromo es la Cromita (FeCr,04) que resulta de su
combinacidn con fierro y oxigeno (Lepora, 2006).

El cromo fue descubierto en el mineral Crocoita por Johann Gottlieb Lehmann en 1761
(Fig. 1), sin embargo, fue hasta 1797 cuando Nicolas-Lous Vauquelin mostré que se
trataba de un elemento metalico nuevo (Lepora, 2006). Su nombre proviene del griego
“chromos” que significa “color” debido a los vivos colores que presentan los compuestos
que lo contienen (Albert, 1997).

El cromo es un elemento de la primera serie de transicion (VI-B), metal duro, blanco-
plateado con un punto de fusidon de 1890°C, una densidad de 7140 kg/m3 y con numero
Cas: 7440-74-3. La solubilidad del cromo es de acuerdo a su estado de oxidacién y en el
compuesto que lo forme. En la mayoria de los compuestos de cromo Il son insolubles en
agua, por su parte el acido crémico es ligeramente soluble. En algunos compuestos de
cromo VI, tales como el acido cromico son solubles en agua. El cromo 0 no es soluble en
agua, es soluble en acido clorhidrico y sulfdrico. Es reactivo a temperaturas altas
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combinandose con oxigeno, haldégenos y otros elementos no metdlicos (Sharpe, 1996;
Jiménez, 2002; Cespdn, 2007).

Fig. 1. Cristales unidos de crocoita (Lepora, 2006).

1.3. Usos del Cromo

El cromo tiene diversos usos que van de acuerdo con las caracteristicas de los distintos
compuestos que forma, tales como el cromo VI y los dicromatos que se utilizan a nivel
industrial como agentes antioxidantes para recubrir y proteger el acero en el cromado de
piezas de automovil y equipos eléctricos. Entre otras aplicaciones en las que se utiliza el
cromo se encuentran: la conservacion de la madera (dicromato de cobre), la fabricacion
de vidrios, la manufactura de colorantes y pigmentos (éxidos de cromo Ill y cromato de
plomo), el proceso de curtido (hidroxisulfato de cromo), el estampado de telas, como
fungicida, como fertilizante, en el combustible fésil, en barrenas para la extraccidon de
petrdleo, en aleaciones con cobre, titanio, niobio, cobalto y cobre, entre otros. La materia
prima es la cromita (FeCr,04) obtenida de las minas subterrdneas o a cielo abierto, la cual
se reduce con carbdén en la produccidn de ferrocromo. Las particulas de polvo de cromo se
dispersan por el aire y viajan grandes distancias para ser depositadas en el suelo y en
cuerpos de agua donde una parte forma sedimentos y otra mas es disuelta. Los principales
productores de cromo a nivel mundial son Rusia, Sudafrica, Albania y Zimbawe, mientras
gue en América Latina el principal productor es Brasil seguido de Cuba. Para el caso de
México el cromo es importado de dichos paises (Sharpe, 1996; Albert, 1997; Agencia de
Protecciéon Ambiental, 2000; Rico, 2001; Cespdn 2007).



1.4. Fuentes de Exposicion del cromo

De manera natural, las fuentes de cromo provienen del aire (por fendmenos como los
incendios forestales), el agua potable y los alimentos (las cadenas tréficas), la
descomposicién de la materia orgdnica, entre otras. Sin embargo, dichas concentraciones
son bajas, a nivel atmosférico en zonas remotas el cromo se encuentra en un rango de
0.005a 2.6 ng/m3, en zonas rurales la concentracién es menor a los 10 ng/m3 y hasta 30
ng/m? en zonas urbanas, empero algunas actividades antropogénicas han sobrepasado la
concentracion de 500 ng/m3. En cuanto al agua, se ha encontrado en concentraciones
menores a 2 pg/L (2 ppb) cuando es potable y 5 pug/L en lagos, no obstante, los paises
industrializados como los Estados Unidos llegan a los 30 pg/L y especificamente en sitios
de descargas de curtidoras alcanza los 40 mg/L (Albert, 1997; Santonen et al., 2009).

Las mayores cantidades de cromo que entran al ambiente, en sus valencias Il y VI,
provienen principalmente de las actividades antropogénicas, principalmente actividades
industriales como: producciéon de acero y quimicos, quema de combustibles, en el
recubrimiento de torres de enfriamiento, en el polvo de cemento, en rellenos sanitarios,
en confinamientos industriales que resguardan desechos con cromo, en los efluentes de
industrias de cromado, curtido y textiles; en menor medida existen otras fuentes como el
desgaste de los convertidores cataliticos y de las balatas de los frenos de automaviles, asi
como el humo del tabaco. En general, el destino de los efluentes industriales con cromo
son los cuerpos de agua, alcanzando mantos freaticos, rios, lagos, lagunas y el océano. El
estado de valencia con el que llegue el cromo depende de la presencia de materia
organica con la que pueda reaccionar, asi entre mayor cantidad de materia organica
exista, mas facilmente podrd ser reducido de cromo VI a cromo Il y entonces ser
adsorbido por componentes del suelo como el hierro, 6xidos de manganeso, minerales de
arcilla y arena. En caso de no ser asi, se formaran largos complejos polinucleares de cromo
(Fig. 2), los cuales son cadenas moleculares con varios iones de cromo centrales que se
unen por ligandos de otros iones como el hidroxido para formar puentes, volviendo al
cromo sumamente insoluble. En consecuencia, estos complejos sedimentan en las
profundidades de los cuerpos de agua (Albert, 1997; Gray y Gilbert, 2003; Santonen et al,
2009).
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Fig. 2. Complejo polinuclear que contiene iones Cr Il unido por puentes de iones de hidréxido
(Gray y Gilbert, 2003).

1.5. Estados de oxidacidn y especies acuosas del cromo

El cromo forma parte de diversos compuestos de acuerdo con sus estados de oxidacion
entre los que se encuentran: las valencias -2 y 2 los cuales son los estados basicos o
cromosos y son los menos importantes bioldgicamente; la valencia 0 (metalico) o estado
inerte; la valencia lll o anfétero (crémico) y el estado de valencia VI o 4cido (cromato y
dicromato). Los mas utilizados son: el cromo Il por su gran estabilidad, entre los que
destacan el 6xido cromico y el sulfato bdsico de cromo; el cromo VI por sus propiedades
acidas y oxidantes, entre los mas importantes estan el dicromato sddico, el dicromato
potasico y el triéxido de cromo.

El cromo Il es el estado termodinamicamente mas estable (Cespdn, 2007; Santonen et al,
2009). Las especies de cromo lll presentes en soluciones acuosas también dependen del
pH y de Eh. Para valores de pH menores a 3 se presenta como ion, mientras que en
valores mayores a 3.5 da lugar a los hidréxidos como Cr**, CrOH?**, Cr(OH)5° y Cr(OH) 4
(Palmer y Wittbrodt, 1991).

En solucién acuosa el cromo VI puede estar como hidrocromato (HCrO’,), cromato (CrO4?),
y dicromato dependiendo del pH y Eh (Potencial Redox) (Fig. 3), de tal manera que en
solucion alcalina predomina el cromato mientras en solucion acida aumenta el
hidrocromato (Agencia de Proteccién Ambiental, 2000).
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Fig. 3. Diagrama de pH-Eh para las especies acuosas de Cromo (Palmer y Wittbrodt, 1991).

1.6. Absorcion del cromo
El cromo 1l sélo atraviesa a la membrana celular cuando forma complejos con ligandos
hidrofdbicos o cuando es fagocitado (Agencia de Proteccidn Ambiental, 2000).

En humanos, el cromo VI se absorbe con mayor eficiencia que el cromo 1l debido a que se
presenta como un tetraedro (CrO4%) siendo analogo del fosfato (PO4?) y del sulfato (SO4?),
de tal manera que atraviesa la membrana celular mediante transporte activo impulsado
por la bomba ATPasa y en cotransporte acompafiado de 3H’, por ende, actia como un
inhibidor competitivo de tales transportadores (Borst-Pauwels, 1981, Banfalvi, 2011).

1.7. Reduccion del cromo VI

En el ambiente, el cromo VI es reducido a cromo Ill por donadores de electrones
inorganicos como el Fe, y S, (Losi et al, 1994). La reduccién ocurre rapidamente en
condiciones anaerobias, siendo las profundidades de las aguas subterraneas los sitios mas
adecuados. Los compuestos resultantes son las especies acuosas de cromo lll (Santonen et
al., 2009).

La reduccién del cromo VI en los seres vivos se lleva a cabo por un metabolismo reductor
intracelular (EPA, 2000). En el ambiente, los microorganismos reductores del cromo lo
llevan a cabo por medio de reacciones enzimaticas o por la excrecién de un compuesto
reductor. Entre las bacterias reductoras de este elemento se encuentran los géneros:



Alcaligenes,  Bacillus, Corynebacterium, Enterobacter, Escherichia, = Micrococus,
Pseudomonas y Vibrio (Otiniano et al, 2007).

En los humanos, el cromo VI que es ingerido se reduce a su forma trivalente en los jugos
gastricos (Anderson et al, 1983; DeFlora et al, 1987).

1.8. Importancia del cromo lll en el metabolismo

En los seres humanos, el cromo lll es requerido en cantidades minimas ya que se
encuentra asociado a procesos como: el metabolismo de la glucosa, proteinas y lipidos; en
el entrecruzamiento (cross-linking) de ADN-ADN, en la interaccion ADN-proteina y en la
condensacién del ADN (EPA, 2000; Banfalvi, 2011). Una vez asimilado, el cromo es captado
por los huesos, pero también puede almacenarse en bazo, higado y rifidn (Cuamatzi y
Melo, 2007). El cromo se elimina por via renal (60%), por heces (via biliar), cabello, ufias,
leche y sudor (Cuberos et al, 2009). En la orina, se presenta el cromo Il que forma un
complejo con el glutation. El limite semanal permitido de cromo en la orina para el
personal expuesto es de 30 ug/g de creatinina (Albiano, 2016).

El cromo lll forma parte del Factor de Tolerancia a la Glucosa (GTF por sus siglas en inglés
Glucosa Tolerance Factor), un compuesto que incrementa la tolerancia a la glucosa al
actuar como potenciador de la insulina.

El aumento de la concentracién de insulina en la sangre permite su unién con el receptor
presente en las células sensibles a la insulina, ocasionando la entrada del cromo Il
proveniente del torrente sanguineo hacia su interior utilizando como transportador a la
proteina transferrina. Una vez dentro de la célula, el cromo se une a la apocromodulina
(oligopéptido de 1500 Da constituido por glicina, cisteina, glutamato y aspartato)
convirtiéndose en cromodulina, la cual se une al receptor de insulina y activa la region
tirosina cinasa con lo que se genera una cascada de cinasas que modifica la captura de
glucosa y el metabolismo de los lipidos, favoreciendo el crecimiento. Una vez disminuida
la concentracion de insulina, la cromodulina es liberada del receptor por lo que se
revierten los efectos (Fig. 4) (Vincent, 2000).

Debido a la importancia del cromo Ill en el metabolismo, se recomienda la ingesta de 50 a
200 pg/dia obtenida de alimentos como las frutas y verduras frescas, carne y cereales
(DeFlora, 1988; Agencia de Proteccién Ambiental, 2000; Santonen et al., 2009). La
deficiencia de este elemento provoca alteraciones en el metabolismo de la glucosa y la
insulina, lo que conlleva a enfermedades como la diabetes mellitus, aterosclerosis y
enfermedades cardiovasculares (Gomez y Magaiia, 2003).
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Fig. 4. Activacién de la regidn tirosina-cinasa del receptor de insulina (Rl) por accion de la
cromodulina debido a un aumento en la concentracién de insulina (1). Rl se activa por la unién de
Insulina ocasionando la entrada del cromo proveniente de la sangre siendo transportado por
Transferrina (Tr-Cr). El cromo se une a la apocromodulina convirtiéndose en cromodulina la cual es
activada por lo que se une a Rl activando la regidn tirosina-cinasa. Al disminuir la concentracion de
insulina en la sangre se libera la cromodulina (modificado de Gdmez y Magafia, 2003).

En D. melanogaster, un gen nombrado “CHICO” codifica para un sustrato receptor de la
insulina y funciona como el factor de crecimiento tipo Insulina. Se ha encontrado que al
presentarse mutaciones en dicho gen se induce longevidad en los organismos (Martinez et
al., 2018).

1.9. Toxicidad del cromo y efectos en la reproduccién y el desarrollo

1.9.1. Cromo O

El tratamiento de cromo O por distintas vias de administracién (intratraqueal,
intramuscular, intrafemoral, intrapleural, intraperitoneal e intravenosa) en ratones y ratas
no han sido los adecuados para evidenciar que sea considerado carcindgeno para
animales (Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer, 1997).



1.9.2. Cromol lll

La toxicidad del cromo Il es minima, se caracteriza por su baja solubilidad y su alta
tendencia a ser adsorbido por carbdn orgdnico cuando estd disuelto (Banfalvi, 2011). Sin
embargo, se ha registrado en animales y en modelos in vitro que el exceso de cromo |lI
puede ocasionar su acumulacién en los tejidos y a su vez causar dafio al ADN (Stearns, et
al., 1995).

El cromo Il es clasificado dentro del grupo D, considerado como no carcinégeno para
humanos (Agencia de Proteccion Ambiental, 2000). Experimentos con acetato crémico,
Oxido de cromo, cloruro crémico y mineral de cromita no muestran evidencia de actividad
carcinogénica en ratones y ratas. Asimismo, la exposicidon a bajas concentraciones no
ocasiona irritacion (Agencia Internacional para la Investigacion del cancer, 1997). Pruebas
de exposicién aguda en animales han mostrado que el cromo Il produce toxicidad
moderada (Agencia de Proteccidn Ambiental, 2000).

En Drosophila melanogaster, el cromo Ill no aumentd la frecuencia de manchas mutantes
en la prueba de las alas (Amrani et al., 1999).

No existe informacién sobre los efectos del cromo Il en el desarrollo o en la reproduccién.
Sélo se sugiere que la exposicién de mamiferos a altos niveles de cromo Il pueden
repercutir en la reproduccién (Agencia de Proteccion Ambiental, 2000).

1.9.3. Cromo VI
La presencia del cromo VI en el suelo altera a las comunidades microbianas, afectando por
tanto sus reacciones enzimaticas y la degradacidn de la materia organica (Zhou et al, 2002;
Shi et al., 2002).

Es mutagénico en bacterias (Losi et al, 1994). En animales de laboratorio como el ratén
(Mus musculus), afecta el sistema respiratorio y reduce la capacidad de combatir
enfermedades (Agencia para Sustancias Téxicas y el Registro de Enfermedades, 2016).

En humanos se ha reportado que respirar cantidades mayores a 2 pg/m3 de cromo VI
puede producir estornudos, comezén, irritacién, hemorragias, Ulceras y perforaciones en
el tabique nasal; asi como bronquitis, disminuciéon de la funcidén pulmonar, neumonia,
asma y efectos neuroldgicos. El contacto del cromo VI sobre la piel puede provocar
guemaduras, Ulceras, erupciones y dermatitis. La ingesta de altos niveles de este tipo de
cromo puede producir malestar y Ulceras estomacales, vémito, hemorragias,
convulsiones, dafio en higado, rifidn y sistema inmune, ocasionando incluso la muerte
(Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades, 2016; Agencia de
Proteccién Ambiental, 2000).



El cromo VI esta clasificado dentro del Grupo A como carcindégeno para humanos por
inhalacidn. Se clasifica en el grupo | de la IARC ya que es considerado cancerigeno para
humanos. Esta clasificacion se realizé debido a la gran cantidad de evidencia obtenida en
estudios epidemioldgicos con trabajadores de las industrias de produccion de cromo en
paises como Estados Unidos, Alemania, Italia y Japdn (Agencia Internacional para la
Investigacion del Cancer, 1997; Agencia de Proteccién Ambiental, 2000). La exposicidén
prolongada al cromo se asocia con el cancer de pulmdn en personas expuestas a niveles
de 100 a 1000 veces mas de lo recomendado. En trabajadores expuestos al cromo VI, se
encontré mayor frecuencia de intercambio de cromdtidas hermanas (ICH) y de
aneuploidias (Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer, 1997).

El potencial carcinogénico del cromo VI se ha relacionado también con el estrés oxidante
producido durante su reduccién a cromo lll. Las especies reactivas de oxigeno (EROs)
afectan al material genético dejando lesiones como rompimientos de la cadena de ADN,
aductos Cr-ADN, entrecruzamiento ADN-ADN y ADN-proteina, formacion de sitios alcali
labiles (sensibles a la accién de agentes alcalinos) asi como alteran los procesos de
reparacion del ADN, lo que conlleva a errores durante la replicacidn, transcripcion y
traduccién del material genético. La reduccién intracelular del cromo VI a cromo lll se lleva
a cabo por antioxidantes enzimaticos y de pequefia masa molecular como Glutation,
ascorbato, vitamina E, cisteina y NADPH, entre otras, que forman complejos de cromo
VI/V y radicales organicos como peréxido de hidrégeno (H,0,), anidn superdxido 0, vy el
radical hidroxilo ‘OH, los cuales son sumamente agresivos para el ADN. Ya dentro de la
célula, el cromo Il resultante puede quedar ligado a macromoléculas como ADN o a
micromoléculas como el glutatién y la cisteina (Fig. 5). Las especies reactivas de oxigeno
afectan a los lipidos al inducir su peroxidacion, alterar las vias de sefializacién celular y la
homeostasis del calcio (Connett y Wetterhahn, 1985; Hamilton y Wetterhahn, 1989;
Banfalvi, 2011).
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Fig. 5. Toxicidad del Cromo VI en mamiferos: captacion, reduccién y dafio celular (modificado de
Sala et al., 1995).

El cromo VI afecta la integridad de las membranas celulares e inhibe la cadena de
transporte de electrones en las mitocondrias (Codd et al, 2001; Francisco et al,2010).

Al suministrar cromo VI por via oral a animales (mamiferos), se registré disminucién en el
numero de espermatozoides, degeneracidon de la capa celular externa de los tubulos
seminiferos, menor nimero de camada y anomalias en el desarrollo de la progenie y en
humanos, también provoca complicaciones durante el embarazo y el parto. (Agencia para
Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades, 1998; Agencia de Proteccion Ambiental,
2000).
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1.10. Limites maximos permisibles de cromo VI
NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004

Las concentraciones de remediacion de suelos contaminados con cromo hexavalente que
se encuentran en la categoria de dreas contaminadas con una extension mayor a los
1000m? de suelo no debe superar los 510 mg/kg de cromo hexavalente para suelos de uso
industrial y 280 mg/kg para uso agricola, residencial y comercial.

En paises como Polonia y Holanda se tienen un limite maximo permisible de 100 mg/kg de
cromo en suelos agricolas, en Alemania el limite es de 200 mg/kg, en Gran Bretafia el
limite es de 50 mg/kg, mientras que en Canada es de 75 mg/kg (Belmonte et al., 2010).

En México, el limite de cromo total permitido en el agua potable es de 0.05mg/L (NOM-
127-SSA1-1994).

La ATSDR (Agencia para Sustancias Téxicas y Registro de Enfermedades, 2016) establece
un nivel maximo permisible de 100 pg/L de Cr lll y Cr VI en el agua potable.

De acuerdo con la EPA (Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos), el limite
de cromo total presente en el agua potable es 0.1mg/L de agua (Agencia de Proteccion
Ambiental, 2000; Agencia para Sustancias Toxicas y Registro de Enfermedades, 2016).

En el aire se describe para particulas de cromo VI una concentracién de referencia por
inhalacién de 1x 10” mg/m? para medir los efectos potenciales (Agencia de Proteccién
Ambiental, 2012).

La dosis de referencia en la exposicién oral para el cromo VI es de 3x10° mg/kg/dia. Para
el Cromo Ill se tiene como Dosis de Referencia de ingesta 1.5 mg/kg/dia (Agencia de
Proteccién Ambiental, 1999).

Para los limites de los compuestos de cromo VI se tienen normas especificas para la
industria en general, el empleo de astilleros, para terminales maritimas y en la industria
de la construccion definiendo limites de 5x107 mg/m3 y 2.5x107° mg/m3 (Administracion
de Salud y Seguridad Ocupacional, 2006). La OSHA (Occupational Safety and Health
Administration) establece que los limites de exposiciéon permisibles en el aire del trabajo
son de 0.005 mg/m3 para cromo VI, 0.5 mg/ m> para cromo lll'y 1.0 mg/ m> para cromo 0
durante una jornada diaria de 8 horas (Agencia para Sustancias Tdxicas y Registro de
Enfermedades, 2016).
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2. ZONA DE ESTUDIO: CROMATOS DE MEXICO

2.1. Caracteristicas especificas de la zona de estudio

La empresa Cromatos de México SA de CV (Cromatos) se establecié en 1958 en la calle de
Francisco |. Madero de la colonia Lecheria, Tultitlan, Estado de México. El predio de
Cromatos contaba con un area de 4.5 hectareas = 45 000 m*. Dicha empresa se dedicaba a
la produccién de compuestos de cromo a cielo abierto. Contaba con una produccidn diaria
de 21 toneladas distribuidas en los siguientes compuestos: 12 toneladas de cromato
sddico, 1 tonelada de cromato de potasio, 2 toneladas de sulfato de sodio y 6 toneladas
de hidréxido de aluminio. Cromatos de México estuvo activa durante 20 afos generando
alrededor de 75 mil toneladas de residuos de cromo que se descargaban en el suelo y en
el aire, incluso tales residuos se utilizaron para relleno de las calles aledafas. A principios
de la década de 1970 la poblacién denuncié ante las autoridades los efectos negativos en
la salud de los habitantes y en el ambiente, ocasionado por los desechos de la fabrica,
exigiendo por tanto su cierre junto con el de la Escuela Primaria Reforma ubicada a un
costado de la empresa. Entre los efectos presentes en la salud de los habitantes se
encuentran enfermedades respiratorias, perforacion del tabique nasal, dafio en la piel y
aumento en el numero de casos de cancer. La fabrica fue clausurada en 1978 por los
Servicios Coordinados de Salud (Gutiérrez et al., 1985; Gonzalez y Rodriguez, 1989; Castro,
2006; Cruz-Gonzalez, 2009; Velazco-Trejo y Ramirez, 2009).
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Fig. 6 Mapa de ubicacién del terreno de Cromatos de México en la colonia Lecheria, Tultitlan,
Estado de México.
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En 1983 se construyd un cementerio industrial que albergd entre 75 y 120 mil toneladas
de residuos de la fabrica Cromatos. Dicho confinamiento de 30,000 m> contaba con
paredes de concreto reforzado de 25 cm de espesor cubierto por una capa de tepetate y
asfalto, sin embargo, no tenia proteccion en la parte inferior. Poco tiempo después de la
construccion, el confinamiento comenzd a presentar fisuras, las cuales se intentaron
reparar sin obtener éxito (Gutierrez et al., 1985; Tristan, 1984).

En el 2000 se declaré el terreno de Cromatos como Zona de Contingencia Ambiental. En
2005 la SEMARNAT lo designa como el tercer sitio de mayor contaminacién quimica
nacional. Del 2004 al 2007 el Gobierno Federal junto con la Agencia Alemana de
Cooperaciéon la “Deutsche Gesellschaft fiir Internationale Zusammenarbeit” (GTZ)
caracterizo el sitio para determinar el grado de afectacidon del ambiente. Posteriormente
la GTZ y SEMARNAT buscaron alternativas de remediacidon de suelos y acuiferos. La
SEMARNAT aprobd la instalacion de una planta piloto dentro del ex predio de Cromatos
de México utilizando Sulfuro de Sodio como agente reductor (Velasco y Ramirez, 2009).

Varias Secretarias del gobierno Federal en conjunto con la GTZ proponen en 2007 un
saneamiento el cual consiste en la remocién de los residuos generados por la extinta
empresa Cromatos de México (Fig. 6) con destino a un confinamiento de mina en Nuevo
Ledn sin que haya una orden de resguardo del drea (Semarnat, 2004; Castro, 2009).

Fig. 6. Terreno de la ex fabrica de Cromatos de México. A y B: periferia del terreno cubierta solo
por maya de acero; C: suelo con color amarillo debido a la presencia del Cromo; D: extraccion de
los residuos; E: perspectiva de la profundidad de la extraccién de los residuos y el tipo de
transporte utilizado; F: escuela Reforma separada por una barda del terreno de Cromatos.
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2.2. Condiciones actuales de la zona

Actualmente la colonia Lecheria tiene una poblacidon aproximada de 2000 habitantes,
cuenta con 400 casas con 200 establecimientos comerciales. La edad promedio de los
habitantes es de 29 afios cuya principal actividad econdmica es el trabajo en las industrias
de la zona.

En la dltima inspeccion del terreno donde se ubicaba la fabrica de Cromatos de México,
realizada el 11 de marzo de 2017, éste se encuentra delimitado a su alrededor por una
barda y letreros que prohiben el acceso a dicho predio, ademas de contar con una caseta
de vigilancia. No obstante, aln se encuentra un pasillo con libre acceso que lleva a la
antigua escuela Reforma. Se encuentran actualmente las ruinas de la escuela primaria, asi
como el pasillo de tierra con el caracteristico color amarillento debido a la presencia de
cromo, por lo que las condiciones actuales contindian representando un riesgo ambiental
latente.

Fig. 7. Condiciones del terreno de Cromatos y la escuela Reforma (Alfredo Gabriel, 2017). Se
observa que estd prohibido el paso al terreno de lo que fue la empresa Cromatos de México y se
encuentra bardeado, sin embargo auln se encuentran los salones de la escuela Reforma.
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2.3. Caracteristicas del suelo de Cromatos de México
El terreno donde se encontraba la empresa Cromatos de México forma parte de la cuenca
de México, la cual es una cuenca endorreica asentada sobre una planicie aluvial.

Antes de la formacién de la cuenca de México, la zona formaba parte del mar somero,
después formd una planicie costera, posteriormente fue una zona de subduccién que
pasaria a formar una cuenca lacustre.

La cuenca de México se limita en el norte por las Sierra de Pachuca y Tezontlalpan y en el
sur por la Sierra de Chichinautzin.

El suelo de la zona se formd por la actividad tectdnica y volcanica, por lo que se compone
de sedimentos arcillosos lagunares con intercalaciones de arenas y gravas arrastradas por
la actividad fluvial, asimismo se presentan cenizas, tobas, materiales piroclasticos y lava
(Gonzélez y Rodriguez, 1989).

SIMBOLOGIA
Depésitos lacustres del cuaternario
Depésitos aluviales del cuaternario
Vulcanitas del cuaternario (formacién Tarango)
Tobas en Depésitos de flancos del cuaternario
Vulcanitas del cuaternario superior
Vulcanitas del cuaternario inferior
Conos vulcaniticos del cuaternario inferior
Depésitos lacustres del Plioceno medio
Vulcanitas del Plioceno
B Tpd Domos vulcaniticos del Plioceno
TpG  Estrato-volcanes andesiticos y daciticos de la sierra de Guadalupe
TpT  Estrato-volcanes andesiticos y daciticos de la sierra de Tepotzotlar
B Ty Vulcanitas del Mioceno

Fig. 8. Geologia de la zona del terreno de Cromatos de México (Juarez y Auvinet, 2011).
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3. MODELO BIOLOGICO DE ESTUDIO: Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster o también nombrada “la mosca de la fruta” o “mosca del
vinagre” pertenece al orden Diptera. Esta mosca es originaria de la zona tropical del oeste
de Africa, aunque el género Drosophila es cosmopolita. Fue descrita primeramente por
Meigen en 1830, pero fue hasta la primera década del siglo XX cuando Thomas Hunt
Morgan utilizé a la mosca para estudiar los principios de la herencia, aportando evidencias
experimentales para la teoria cromosémica. En 1901, W E Castle desarrollé muchas de las
técnicas que se utilizan actualmente, sin embargo, el grupo de Morgan fue el que lo utilizé
en investigacion. Entre las caracteristicas que la hacen un organismo modelo se
encuentran el ser facil de cultivar, ser prolifica (400 a 500 huevos en 10 dias), ser
resistente y tolerante a diversas condiciones, tener un bajo nimero cromosémico (2n=8) y
la facil observaciéon de sus cromosomas gigantes (politénicos) en las larvas, ademas de
facilitar la aplicacién de técnicas de manipulacién genética y reconocimiento de mutantes.
En el afio 2000 se secuencié el genoma completo de D. melanogaster (175 millones de
pares de bases) (Adams et al., 2000), y en 2005 el de D. pseudooscura (Richards et al.,
2005).

D. melanogaster se utiliza como modelo experimental en mutagénesis ya que tiene la
capacidad a nivel metabdlico de activar o inactivar promutagenos y sus metabolitos.
Asimismo, posee complejos enzimaticos con funciones muy similares a las presentes en la
fraccién S9 del higado de mamiferos. Por tanto, a nivel del material hereditario, los
cambios genéticos inducidos son similares. El porcentaje de genes en comun con el ser
humano es aproximadamente del 60% (Ramos et al., 1993; Vincent, 2000; Gilbert, 2005;
Pierce, 2009).

3.1. Ciclo de vida

El tiempo de desarrollo de la mosca D. melanogaster es variable, sin embargo, en los
laboratorios al mantener una temperatura entre los 18 y 25°C la duracién del ciclo de vida
es de 10 a 12 dias. Las etapas de desarrollo son: desarrollo embrionario que tiene
duraciéon de 1 dia y se realiza dentro del huevo; etapa larvaria, la cual presenta tres
estadios con duracién de 24 horas por estadio; etapa de pupa en la que ocurre la
metamorfosis completa (holometabola) para convertirse en imago o adulto (Fig. 9)
(Vincent, 2000; Wolpert et al., 2010).
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Fig. 9. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster a 25° C (Wolpert et al., 2010).

3.1.1. Huevo

El huevo de D. melanogaster es de color blanco con una longitud aproximada de 420 um,
presenta un par de filamentos en la regidén anterodorsal que evitan que el huevo se hunda
en el medio semiliquido donde es depositado. Presenta un micrépilo el cual es una
abertura ubicada en el extremo anterior del évulo y es por donde penetra el
espermatozoide. El évulo se desarrolla en el ovario femenino y se encuentra rodeado por
células nodrizas y foliculares las que, a través de puentes citoplasmaticos proporcionan
sustancias como nutrientes, proteinas y mRNA (Ramos et al., 1993, Campbell y Reece,
2007; Curtis et al., 2008).

3.1.2. larva

La larva emerge del huevo después de 24 horas de la fertilizacién, presenta color blanco y
varios segmentos aparentes visibles, tres de la cabeza, tres del térax y ocho del abdomen.
Su mandibula es retractil y de color negro. El cuerpo estd cubierto por dos capas, la
endocuticula y la exocuticula. Al término de cada estadio, la larva muda de cuticula para
quedar cubierta con una de mayor tamafio (Ramos et al., 1993; Slack, 2013).

La larva posee dos tipos celulares somaticos: las células larvarias y las células imagales.
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Las células larvarias conforman el cuerpo de la larva. En ciertos tejidos secretores como
los tubulos de Malpighi, recto, intestino y gldndulas salivales se pueden encontrar
cromosomas gigantes formados mediante el proceso de endomitosis en el cual los
homdlogos se aparean y el DNA se duplica, pero no se segregan, las cromatidas recién
formadas se mantienen juntas lo que gradualmente provoca el engrosamiento de los
cromosomas por lo que se aprecian de gran tamafio; una vez diferenciadas, estas células
pierden la capacidad para realizar mitosis. El nivel de poliploidia varia, ya que se pueden
encontrar desde 64 copias en los tubos de Malpighi hasta 1024 en las células de las
glandulas salivales. Los centrdmeros de cada uno de los cromosomas se asocian formando
el cromocentro. Asi, en cada célula los cromosomas engrosados forman una estructura
caracteristica con 5 brazos: X(1), 2L (brazo izquierdo del cromosoma 2) 2R (brazo derecho
del cromosoma 2), 3L, 3Ry el cromosoma 4, que es puntual, se encuentra en el centro de
la estructura (Ramos et al., 1993)

Las células imagales se encuentran en los denominados discos imagales, los cuales son
sacos compuestos de l[dminas de epitelio, que durante la etapa larvaria aln se mantienen
indiferenciadas, sin embargo, estdn determinadas genéticamente, aumentan en nimero
por mitosis y se diferencian durante la metamorfosis (Curtis et al., 2008; Ramos et al.,
1993).

El sexo de las larvas de D. melanogaster puede distinguirse poco después de la eclosién.
Las gdénadas son transparentes y se localizan en el tercio posterior de la cavidad del
cuerpo de la larva, estdn rodeadas de grasa y conectadas por ramas traqueales muy
delgadas. Se distingue el ovario por presentar un menor tamafio, una forma esférica y por
encontrarse cubierto de tejido graso. El testiculo es mas grande, se observa transparente
por estar unido a menor cantidad de grasa corporal. Durante la etapa de pupa, las
gbénadas contintan creciendo y diferencidandose sin interrupcion (Kerkis, 1930; Demerec,
1994).

3.1.3. Pupa

Al final del tercer estadio larvario, la larva se retira a un lugar con menor humedad vy
secreta un nuevo tipo de cuticula externa para encapsularse y quedar inmévil, es entonces
cuando se convierte en pupa. Dentro del pupario la mayoria de las células larvarias son
degradadas para dar paso a la formacion de los tejidos y drganos que constituiran al
individuo adulto, la hormona ecdisona es la que desencadena tales cambios. Los discos
imagales aumentan de tamafio casi mil veces y cambian de forma plegandose y
extendiéndose, es el momento cuando las células alcanzan su diferenciacion. Se lleva a
cabo la histogénesis en donde a partir de cada uno de los discos imagales se originan
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estructuras del imago: ojos, patas, antenas, alas, aparato bucal, aparato genital (Curtis et
al., 2008; Ramos et al., 1993).

3.1.4. Adulto

Una vez concluida la metamorfosis, el imago surge del pupario por el extremo anterior.
Este organismo no esta totalmente maduro ya que es alargado, despigmentado vy tiene las
alas plegadas por lo que les inyecta linfa, lo que provoca su extensién. Una vez que
extiende y seca las alas, el adulto puede alimentarse y copular (Ramos et al., 1993).

3.2. Morfologia del adulto

El cuerpo de la mosca adulta mide entre 2 y 3 mm de longitud y se compone de tres
partes basicas: |la cabeza, el térax y el abdomen (Campbell y Reece, 2007; Wolpert et al.,
2010).

La cabeza es movil y se compone de los siguientes sensores y drganos para cada funcidn:
los ojos compuestos y los ocelos para la visidén, antena y palpo maxilar para el olfato, la
proboscis (compuesta por clipeus, labrum, maxila y labium) para el gusto, la antena para
la audicién y cerdas sensoriales para el tacto (Chyb y Gompel, 2013).

3.2.1. Térax

El térax a su vez se divide en tres segmentos: el protérax situado en la parte anterior
donde se presenta un par de patas, que en el caso del macho presenta los peines
sexuales; el mesotdrax que es la parte media y lleva un par de patas y un par de alas; el
metatdrax en la parte posterior que lleva un par de patas y los halterios (alas modificadas
en organos de equilibrio). En la parte dorsal se encuentra el notum, que se divide en
escutum y escutelo. Las paredes de los segmentos presentan una placa dorsal (terguito),
una placa lateral (pleurito) y una placa ventral (esternito). A lo largo del térax también se
presentan sedas (Chyb y Gompel, 2013; Ramos et al., 1993).

3.2.2. Abdomen

El abdomen se divide en segmentos visibles que dependen del sexo, la hembra presenta 7
u 8 segmentos, mientras que el macho de 5 a 6 segmentos ya que se encuentran
fusionados y melanizados. En las hembras, la placa anal y la placa genital con un
ovopositor se encuentran en posicién lateroterminal, mientras que en los machos se
presenta el pene, el arco genital y la placa anal en posicién ventral (Ramos et al., 1993).
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3.3. Desarrollo embrionario de D. melanogaster

En la reproduccion de D. melanogaster, tras la fecundacion y la unién de los pronucleos, el
nucleo diploide presenta divisiones mitéticas rapidas, una cada nueve minutos, sin
embargo, sélo se presentan las fases celulares S y M, sin haber citocinesis, por lo que la
cantidad de citoplasma no aumenta. Tales divisiones generan una célula multinucleada
llamada sincicio en la que los materiales citoplasmaticos se difunden por todo el embridn.
Después de nueve divisiones los nucleos se desplazan a la periferia para formar el
blastodermo temprano o blastodermo sincicial en donde nuevamente se dividen. En la
region posterior llegan cinco nucleos que formaran las células polares y a su vez originaran
a las células germinales. Después de 13 divisiones la membrana se invagina y rodea a los
nucleos para formar alrededor de 6 000 células que conforman al blastodermo celular o
tardio (Gilbert, 2005; Pierce, 2009; Wolpert et al., 2010).

3.3.1. Formacion de ejes

La posicidn del huevo dentro del ovario de la madre establece los ejes anteroposterior y
dorsoventral. Tales ejes se establecen mediante genes de polaridad del huevo los cuales
son de herencia materna y actuan mediante los gradientes de concentracion de los
morfégenos (proteinas que afectan el destino ontogenético de la regién afectada) (Pierce,
2009). Para la determinacidon del eje anteroposterior se encuentran los genes bicoid
sintetizando una mayor cantidad de proteina Bicoid en la parte anterior. Para el eje
dorsoventral se encuentran 12 genes siendo el mds importante el gen dorsal, que al
sintetizarse en proteina se distribuye uniformemente en un inicio y después se ubica en el
lado dorsal (Pierce, 2009).

3.3.2. Gastrulacién

La gastrulacién inicia a las 3 h de la fecundacién e inicia con la invaginacion del futuro
mesodermo (cerca de 1 000 células) formando el surco ventral en la regién media que se
convertird en un tubo ventral internalizado, posteriormente se aplanan y migran debajo
del ectodermo. El sistema nervioso se forma a partir de células originarias del
blastodermo ventral situandose entre el ectodermo ventral y el mesodermo. El
endodermo se origina de la invaginacidn de los extremos anteroposterior del surco ventral
para formar el surco cefalico (Gilbert, 2005; Wolpert et al., 2010).

El ectodermo y el mesodermo migran para formar la banda germinal que dara origen al
tronco del embridén. El surco cefalico formara la cabeza, mientras que la banda germinal
originard el torax y el abdomen. Otros eventos importantes que inician en esta etapa son
la segmentacidn, la organogénesis y la segregacién de los discos imagales que originaran
todas las partes del adulto (Fig. 9) (Gilbert, 2005).
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Fig. 9. El plan corporal de D. melanogaster ya se encuentra diferenciado en el embrién. Los colores
muestran las regiones del embridn y las estructuras del adulto que formaran (Wolpert et al.,
2010).

3.4. Morfologia y desarrollo del testiculo

El testiculo de D. melanogaster es un saco que presenta lumen, contiene células
germinales empaquetadas, elementos celulares somaticos, desechos celulares y fluidos
dependientes de la edad del individuo.

En la larva ocurre una polarizacién del testiculo en donde se resguarda a los tres tipos
celulares que intervendran en el desarrollo de los espermatozoides los cuales son: células
apicales, células terminales y células intersticiales. Las células terminales transforman el
epitelio terminal de los testiculos adultos.

En la pupacidén, después de 11 h, el testiculo crece de manera lineal vinculdndose con los
gonoductos y adquiere una forma elipsoidal. Una vez formados los testiculos
completamente, contienen espermatozoides maduros a diferencia de los ovarios que se
encuentran en estado juvenil los cuales crecerdn en la etapa adulta.

En el adulto, el testiculo es enroscado, tubular y abierto a la vesicula seminal, ademas se
encuentra recubierto por dos capas de epitelios de entre 1.5-2 u de grosor, donde la capa
externa se compone de células escamosas con abultados nucleos y cuyo citoplasma
contiene el pigmento que colorea la pared del testiculo. La capa interna es poco visible y
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contiene nucleos dispersos, sin embargo, ésta proporciona la forma de elipse (Demerec,
1994).

3.5. Espermatogénesis en D. melanogaster

Al ser un insecto, D. melanogaster presenta espermatogénesis longitudinal. Este proceso
ocurre en la etapa de larva, se realiza en la pupa y continla en la etapa adulta. El tiempo
requerido es de 10 dias y se inicia cada 10 horas. Las condiciones hormonales que
controlan la espermatogénesis varian en cada etapa (Cuervo, 2009; Demerec, 1994;
Gilbert, 2005; Schowalter, 2009).

La espermatogénesis inicia con la formacién del espermatogonio, conformado por células
germinales primordiales, que son las precursoras de los gametos y provienen de las
células polares que migraron durante el desarrollo embrionario hacia las génadas a través
de distintas formas: translocacion pasiva, repulsién del endodermo y atraccion hacia las
génadas (Demerec, 1994; Gilbert, 2005).

Las células germinales o espermatogonias estdn en constante division. Estas células se
encuentran en la region cefdlica del testiculo junto a un tipo de células somaticas
nombradas células apicales. El desarrollo de las células que originardn a los
espermatozoides se lleva a cabo de manera organizada en compartimentos o cistos,
separados por septos los cuales son |ldminas de protoplasma originadas por las células
intersticiales de origen somatico (Cuervo, 2009; Demerec, 1994).

En la larva de primer estadio sélo se encuentran espermatogonias que van acompaiiadas
de dos células, a partir de éstas se generan 16 células por mitosis y cada una aumenta su
tamafio hasta 25 veces por lo que es nombrada espermatocito primario y esta presente
hasta el segundo estadio larvario. En el testiculo de la larva ocurre un arresto de la
espermatogénesis. El espermatocito primario pasa por la meiosis |, resultando dos
espermatocitos secundarios (n, 2c) por cada una, este evento ocurre en la pupa y en el
adulto. Posteriormente pasan por la meiosis Il, de donde se obtienen las espermatidas (n,
c). Tales células pasan por un proceso de maduracién denominado espermiogénesis.
Debido a la organizacién en cistos, las células germinales se encuentran separadas por
generaciones por lo que se presentan progresivos estados de maduracion. En la
membrana interna se producen los espermatocitos y las espermatidas, mientras que en el
lumen y en las regiones en espiral del testiculo se lleva a cabo la maduracion de los
espermatozoides que una vez concluida pasardn hacia la parte posterior de la vesicula
seminal. Las células nutritivas, andlogas a las células de Sertoli, se ubican en el segundo
medio del testiculo y se dispersan a lo largo de la pared, en ellas las espermatidas avanzan
en grandes grupos y realizan su maduracién (Demerec, 1994; Dye, 2012).
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Durante la espermiogénesis es esencial la reorganizacién de la cromatina. Este proceso
conlleva en el caso de mamiferos el reemplazamiento de histonas por proteinas de
transicién y a su vez por las protaminas para alcanzar el estado de condensacién
adecuado. En el caso de Drosophila se han encontrado secuencias de genes muy similares
(hasta 94% de similitud) a las secuencias de los genes que codifican para las protaminas y
proteinas de transicién. La transcripcion de dichos genes se lleva a cabo en el
espermatocito primario. Una mutacidon en algin gen que intervenga en este proceso
puede provocar arresto en el desarrollo de la espermiogenesis o esterilidad. El gen
materno sesame interviene en la remocién de las protaminas durante la fertilizacién por
lo que una mutacién en dicho gen materno ocasiona infertilidad (Jayaramaiah vy
Renkawitz-Pohl, 2005).

3.6. Importancia del esperma en la actividad reproductiva de la hembra

En la seleccidn sexual los individuos mas competitivos son los mas exitosos. Existen dos
tipos de seleccién sexual: precopulatoria en donde la competencia es por conseguir una
pareja con la finalidad de copular; postcopulatoria cuando las hembras son promiscuas y
pueden almacenar a los espermatozoides de distintos machos, de tal manera que la
competencia es entre los espermatozoides por fecundar al évulo (Hurtado, 2014).

Drosophila guarda esperma en un érgano tubular llamado receptdculo seminal y en
organos esféricos llamados espermatecas (Pitnick et al., 1999). La reduccidon de la cantidad
de esperma almacenado depende de la tasa de ovulacién y la cantidad de esperma
liberado por cada ovulacion (Hurtado, 2014).

Las proteinas presentes en el liquido seminal son generadas en las glandulas accesorias
del trato reproductor masculino y producen cambios fisiolégicos en las hembras como la
estimulacion en la produccion de huevos, reduccién de la receptividad para
reapareamiento y liberacién de esperma del receptdculo (Ravi-Ram y Wolfner, 2007). Se
ha reconocido que las proteinas que participan en estas modificaciones son las Acps
(Accesory gland proteins). Existen Acps responsables de las respuestas a corto plazo en la
hembra, como es el caso de la Ovulina la cual es responsable del aumento de la
produccién de huevos. La presencia del esperma y otras Acps generan respuestas a largo
plazo como por ejemplo el almacenamiento y eficiente uso de los espermatozoides para la
fertilizacion de los huevos (Hurtado, 2014; Ravi-Ram y Wolfner, 2007).
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3.7. Determinacion Sexual en Drosophila

La determinacién del sexo es el programa de desarrollo que conlleva al embrién a la via
masculina o femenina, mientras que la diferenciacién sexual es la expresién de los genes
de determinacion del sexo que forman las estructuras sexuales para hembras y machos.
La determinacion del sexo fue establecida por Bridges en 1921, como la relacidn entre el
numero de cromosomas X y el nUmero de conjuntos de autosomas. Las relaciones X/A de
proporcion 1 (2X;2A) se desarrollan como hembras, las proporciones 0,5 (X;2A) como
machos y la proporcidon 0,67 son intersexos. Los machos X0 son estériles ya que el
cromosoma Y tiene genes que participan en la formacién de espermatozoides.

El gen Sex lethal (Sxl) controla la determinacion sexual en Drosophila melanogaster, regula
las vias de desarrollo sexual somatico y solo se activa en las hembras resultando la
proteina Sx| Temprana (Sanchez, 2008), la cual induce la expresidon del gen transformer
(tra). La proteina TRA, junto con la proteina TRA2 (codificada por transformer2, tra2)
forman un dimero que modifica el reconocimiento de exones en el RNA del gen.

En Drosophila, cada célula expresa su genotipo de manera independiente. Se ha
comprobado que el sexo de las células somaticas puede modificar la determinacion sexual
de las células germinales. Cuando se colocan células germinales femeninas en un
ambiente masculino, se generan células masculinas (esperma) en poca cantidad, por el
contrario, al colocar células germinales de macho en ambiente somatico femenino es
insuficiente para formar células femeninas debido a la ausencia de un cromosoma
(compensacion de dosis) (Andrews y Oliver 2001).

Durante el desarrollo embrionario existen errores cuantitativos donde se eliminan
cromosomas lo que resulta en un organismo con partes del cuerpo de macho y de
hembra, o mosaicos donde se presenta una mezcla de tejidos de ambos sexos (Sanchez,
2008).

3.8. Proteinas de estrés

El estrés es un estado de desequilibrio fisiolégico (perturbacién de la homeostasis)
provocado por un agente estresante que pone en marcha las respuestas de estrés. Existen
clasificaciones de estrés, entre las cuales se denota el estrés agudo o letal cuya duracién
es corta y por otra parte el estrés crénico o subletal, cuyo tiempo de exposicién es mayor
pero su intensidad es baja. Asimismo, el efecto que producen es distinto por lo que
Breazile (1988) menciona tres grados de estrés: euestrés, el cual produce una respuesta
benéfica para el individuo, pero al intensificarse puede causar dafios; el neutralestrés,
como su nombre lo indica, genera respuestas neutras; el disestrés, el cual puede ocasionar
alteraciones en la homeostasis o en el comportamiento. Este ultimo tipo es el que puede
afectar a los drganos, tejidos o sistemas.
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Cambios en las condiciones ambientales pueden alterar la fisiologia y por ende producir
estrés. En la industria piscicola se ha encontrado que la manipulacion, la seleccidn,
transporte y vacunacion afectan negativamente el crecimiento y la reproduccién de los
peces. La respuesta inmediata al estrés es la activacién de los sistemas nervioso vy
endocrino cuya consecuencia es la liberacidn hormonal, primero de las catecolaminas y
posteriormente del cortisol. Estas hormonas afectan a sistemas como el circulatorio o el
respiratorio, sin embargo, incrementa los niveles de glucosa para una posible demanda
energética. La intensidad y el tiempo de exposicidn al agente estresante repercutirdn en el
individuo, cuyos efectos se veran reflejados en la disminucion de funciones basicas como
el crecimiento y la madurez sexual (efecto del cortisol), incluso puede ocasionar la muerte.
Se ha reportado que el cortisol, ocasionado por el estrés, afecta los gametos al reducir el
tamafio de los ovocitos, disminuir la cantidad de esperma y se asocia con baja calidad de
las larvas, lo que conlleva a que no lleguen a la etapa adulta (Weber, 2007).

En respuesta al estrés originado por distintos factores ambientales, las células presentan
mecanismos de respuesta, que tienen la finalidad de evitar un posible dafio o repararlo. A
nivel genético, las células modifican la expresién de genes que sintetizan proteinas de
estrés las cuales se clasifican en tres grupos: proteinas de choque térmico (HsPs),
proteinas reguladas por glucosa (GRPs) asi como las proteinas hemo-oxigenasas y
metalotioneinas que son inducidas bajo ciertas condiciones fisicas y quimicas. La hemo-
oxigenasa protege del dano ocasionado por peroxiradicales al participar en la
desintoxicacion, se induce por metales y sustancias que producen dafio oxidativo como la
radiacion UV, arsenito de sodio y H,0,; (Blasco, 1999).

Las metalotioneinas ejercen una funcion de desintoxicaciéon de metales pesados, capturay
eliminacidn de radicales libres e intervienen en la modulacidn y expresion genética. En el
genoma de Drosophila melanogaster se encuentran cuatro genes de metalotioneinas:
MtnA, MtnB, MtnC y MtnD. El factor de transcripcion MTF-1 detecta los metales pesados
como el cromo, por lo que induce la transcripcién de tales genes para prevenir la
intoxicacidon y mantener la homeostasis. La forma en que actdan las MTS es mediante la
unién y secuestro de los iones metalicos (Atrian et al, 2006).

3.9. Desintoxicacion

En los humanos el higado realiza un proceso de desintoxicacién para neutralizar sustancias
téxicas producidas en el ambiente o dentro del organismo. En los insectos, ocurren
reacciones a nivel celular que metabolizan y eliminan el toxico. Este proceso se lleva a
cabo en dos fases. La fase | implica reacciones de oxidacion, reduccidon e hidrdlisis
volviendo a la sustancia a un estado mas activo quimicamente y en ocasiones mas téxico
generando sustancias que afectan al material genético tales como radicales libres. En esta
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fase interviene un sistema de enzimas denominada citocromo p450. Las moléculas de la
segunda fase, tales como el glutation o el acido glucurdnico, se conjugan con las moléculas
del téxico o con moléculas activadas en la fase 1. Esta fase estd mediada por transferasas.
Existen otras vias en la fase dos tales como la sulfatacién, metilacion y acetilacién. Las
enzimas de la fase Il intervienen en la reduccion de los radicales libres para proteger los
tejidos del dafio oxidativo. En los insectos se presenta la familia de las glutatién-S-
transferasas principalmente la Delta y Epsilon (Roy et al, 2005).

3.10. Disruptores endocrinos

Los disruptores endocrinos son sustancias o mezcla de sustancias del ambiente que
provocan alteraciones en el equilibrio del cuerpo, especificamente en el sistema
endocrino ya que pueden mimetizar, antagonizar los efectos, actuar como receptores de
las hormonas, modificar las vias de sefializacidn celular, alterar la producciéon, degradacién
y transporte de las hormonas en diferentes especies. Estos pueden ingresar al cuerpo por
contacto, respiracion, ingesta de alimentos y agua. Presentan efectos adversos sobre la
salud del individuo, en su descendencia o en la poblacién. En tratamientos experimentales
se relaciona la presencia de disruptores endocrinos con las respuestas no mondtonas o
lineales las cuales cambian de positivas a negativas y viceversa, con la subsecuente
activacion de genes y vias metabdlicas distintas ocasionadas por los quimicos a dosis bajas
(Colomina, 2007; Fagin, 2012).
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4. JUSTIFICACION

A pesar de la creacion de un confinamiento destinado para los residuos generados por la
extinta fabrica de Cromatos de México, asi como su posterior traslado, actualmente
continla observandose el polvo amarillo, cuyo color es caracteristico de suelos con
presencia de cromo en sus distintos estados de oxidacién (Ill a VI). Se ha encontrado
presencia de cromo hexavalente en los mantos fredticos de la zona de la cuales las
industrias extraen agua mediante pozos. En el agua potable el contenido de cromo no
rebasa los limites maximos permitidos por la Norma Oficial Mexicana ya que proviene del
sistema Cutzamala siendo ajeno a los mantos freaticos de la zona (Cruz, 2009).

Debido a las diferentes fuentes de exposicion al cromo hexavalente, los habitantes y el
ambiente se encuentran expuestos a un grave riesgo toxicoldgico, lo que hace necesario el
estudio consecuente sobre sus efectos en las poblaciones, con el fin de enriquecer la
informacidn para orientar acerca de los posibles dafios en tiempo presente y a futuro.

En estudios anteriores (Ledezma, 2006) se encontrd que los lixiviados de la zona de
Cromatos de México pueden dafar a las células reproductoras de los organismos
expuestos, y también se mostré que los residuos presentaron actividad mutagénica en
células somaticas (Muiioz, 2007), por lo que es importante estudiar con mayor
profundidad el efecto reprotéxico hacia la progenie.

5. HIPOTESIS

Los componentes de la muestra de suelo de Cromatos de México interfieren en la
actividad reproductiva de los individuos expuestos.

Si se expone a D. melanogaster con los componentes de la muestra de suelo de Cromatos
de Meéxico, principalmente el cromo hexavalente, entonces se afectard la actividad
reproductiva de los organismos.
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6. OBIJETIVOS

6.1. Objetivo general

Evaluar el efecto toxico de una muestra ambiental externa a Cromatos de México en la
actividad reproductiva de Drosophila melanogaster.
6.2. Objetivos particulares
e Determinar el efecto de la exposicién subcrdnica de Drosophila melanogaster ante
diferentes concentraciones de la muestra de suelo, utilizando como indicadores a

la Sobrevivencia (S) y la Proporcion Sexual (PSx) de las moscas recobradas.

e Establecer el impacto de la exposicién de la hembra, el macho y/o ambos en la
descendencia.
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7.1.

7. MATERIALES Y METODOS

Obtencion de la muestra de suelo de Cromatos de México

Los puntos de muestreo de suelo se ubicaron en el pasillo exterior de Cromatos de México

el cual lleva hacia la escuela Reforma. Se recolectaron 12 muestras de la superficie del

suelo con una distancia promedio de 11.78 m, abarcando una longitud total de 141.41 m

lineales (Fig. 10). Se colocd una capa de suelo por cada muestra, una encima de la

anterior.
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Fig. 10. Esquema del sitio de Cromatos de donde se obtuvieron las muestras de suelo.

Calle Francisco | Madero

Una vez colocadas las capas de suelo en una bolsa de plastico se extrajeron 7 submuestras

de manera vertical utilizando un tubo de pvc de 2 pulgadas de didametro y 30 centimetros

de longitud, con lo cual se obtuvo una columna que incluyera a todas las capas de suelo

(Fig. 11) la cual se utilizé para realizar las dilusiones y el andlisis de cromo total.

Tubo de pve

Bolsa con muestras

Fig. 11. Esquema de extraccion de las muestras donde se muestra que el tubo de pvc atraviesa por

cada capa de tierra.
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7.2. Analisis de cromo total y cromo hexavalente

Para analizar la cantidad de cromo total y cromo hexavalente se enviaron muestras de
todas las capas de suelo de Cromatos de México al laboratorio de “Estudios y Analisis
Ambientales SA. de C.V.” con domicilio en calle Valenciana No. 37, Col. Valle Gémez,
Venustiano Carranza, Cd. de México.

7.3. Modelo biolégico utilizado y cepa

Se utilizé la cepa silvestre Canton-s (C-S) de Drosophila melanogaster para la obtencién de
la Sobrevivencia, la Proporcién Sexual de los organismos expuesto y para obtener su
progenie. El material y los organismos fueron proporcionados por el Banco de Moscas de
la facultad de Ciencias, UNAM.

7.4. Procedimiento experimental

Se obtuvo un cultivo maduro de la cepa silvestre de Drosophila melanogaster, la cual se
transfirié a un frasco con medio fresco manteniéndose por un periodo de 8 horas con la
finalidad de que las hembras ovopositaran. A los 3 dias se extrajeron las larvas de 72 £+ 4 h
por el método de No6thiger (1970) el cual se basa en el uso de un gradiente de densidad de
una mezcla de sacarosa al 20% para separar las larvas del medio.

7.5. Disoluciones y tratamiento

Las muestras de suelo obtenidas con el tubo de pvc se dejaron remojar en agua destilada
durante 4 h para posteriormente filtrarlas hasta obtener un volumen de 100 ml. Para
realizar la filtracion se utilizé papel filtro de velocidad lenta con poro de 2 a 4 um y 160
mm de espesor.

El filtrado de 100 ml se le considerd como una concentracién al 100 %, a partir de la cual
se fueron realizando diluciones sucesivas (1:1) hasta obtener 14 diluciones, es decir hasta
tener una concentracion de 0.0122 %. Se utilizé agua destilada como disolvente y como
testigo negativo.

Se colocaron un promedio de 75 larvas en tubos homeopaticos de vidrio esterilizados y
conteniendo 1g de medio instantaneo (Carolina Biological Supply) hidratado con 4.5 ml de
la disolucién de la muestra de suelo. Las larvas permanecieron en el medio durante 48 h o
hasta la pupacién por tratarse de una exposicion subcrénica de 72 h x 48 h. Para cada
concentracion se realizaron un total de 8 repeticiones.

Los adultos emergidos fueron cuantificados y separados por sexo para obtener la
Sobrevivencia y la Proporcion Sexual.
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7.6.  Sobrevivencia e indice de Sobrevivencia

En Drosophila melanogaster se utiliza a la Sobrevivencia (S) promedio como indicador de
toxicidad de los tratamientos de muestras ambientales. El indice de Sobrevivencia
compara el niumero de individuos recobrados en las diferentes concentraciones con
respecto a los recobrados en el lote testigo. Valores significativamente menores al
promedio del testigo indican que el tratamiento interfiere con la sobrevivencia de los
individuos (Arellano, 2002).

En este trabajo se compard la sobrevivencia obtenida en cada repeticidén al someter a D.
melanogaster a las diferentes diluciones de la muestra de suelo. Para el analisis de
sobrevivenica se integraron los resultados obtenidos en las repeticiones para obtener un
promedio por cada concentracién. La grafica se realizé en una escala logaritmica para una
mejor observacion de los resultados.

7.7. Proporcion Sexual

La Proporciéon de Sexos (PSx) permite identificar si los tratamientos aplicados a los
individuos de D. melanogaster afectan a un sexo en particular. La Proporcién Sexual (PSx)
se calculd mediante el cociente de la suma de todos los individuos de un sexo recobrados
en un tubo entre el total de individuos de ambos sexos por tubo. Finalmente se realizé el
promedio de la PSx de los resultados por cada concentracién de todas las repeticiones. .
La grafica se realizd en una escala logaritmica para una mejor observacién de los
resultados.

7.8. Tipos de cruzas realizados para evaluar el efecto reprotdéxico
Para conocer si las diluciones empleadas durante la cruza de hembras y machos expuestos
tienen un efecto tdxico en la reproduccion, se realizaron las siguientes cruzas:

- Hembra no tratada vs Macho tratado (NT x T)
- Hembra tratada vs Macho no tratado (T x NT)
- Hembra tratada vs Macho tratado (T x T)

En cada tipo de cruza se mantuvo una relacién de sexos de 1:1 y se siguidé a 20 familias
para cada concentracién y por cada tipo de cruza. Es decir, para las 15 concentraciones de
la cruza de NT x T se obtuvieron un total de 300 repeticiones, asimismo para cada una de
las otras cruzas, haciendo un total de 900 repeticiones.
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7.9. Fertilidad y Fertilidad corregida

La Fertilidad se calculd realizando el cociente del nimero de familias que presentd
descendencia entre el nimero total de familias sometidas a tratamiento, en esta caso
fueron 20 familias por concentracion y para cada tipo de cruza.

Para calcular la Fertilidad Corregida se dividio la fertilidad obtenida en cada concentracidn
(incluso el testigo [0%]) entre la de su testigo correspondiente, de esta manera la
fertilidad del testigo de las cruzas NTxT, TxNT, TxT = 1. Este valor permite comparar el
efecto del tratamiento a los progenitores seglin el esquema de cruza realizado.

7.10. Progenie Promedio por Familia (PPF) y Progenie Promedio por Familia Corregida
La Progenie Promedio por Familia se calculé mediante el cociente del nimero de progenie
total de una concentraciéon entre el numero de familias que tuvieron descendencia en esa
misma concentracion. Esto se realiz6 para cada tipo de cruza.

La Progenie Promedio por Familia Corregida se calculé mediante los cocientes de la PPF de
cada concentracion entre la de su testigo correspondiente por cada tipo de cruza.

7.11. Estimacidn del Estado Fisico y la Capacidad Reproductiva

La estimacion del Estado Fisico y la Capacidad Reproductiva de moscas expuestas a cromo
durante el desarrollo larvario se calculé multiplicando para cada tipo de cruza los valores
del indice de Sobrevivencia, Fertilidad y Progenie por familia corregida, obteniendo un
valor por cada concentracidon de la muestra y para cada tipo de cruza. Mediante este
analisis, se conjuntan los efectos en la sobrevivencia y reproduccion (fertilidad y progenie)
por cada tipo de cruza, haciendo mds evidente las diferentes repuestas de las moscas
sometidas a los tratamientos.

7.12. Analisis estadistico
Para el andlisis de la Sobrevivencia se realizé la prueba de ANOVA de un factor para
determinar el efecto de las concentraciones.

Para la Proporcion sexual se realizé un ANOVA de dos factores tomando en cuenta el sexo
y la concentracidn. Posteriormente se realizé la prueba de ANOVA de una via para cada
concentracion tomando en cuenta el tipo de sexo.

Para determinar el efecto de la concentracién en la Fertilidad se utilizé z para
proporciones con a=0.05.

Para el andlisis de Fecundidad promedio de los individuos tratados con las disoluciones de
la muestra de suelo, se realizé la prueba ANOVA de un factor tomando en cuenta sdlo las
concentraciones, por lo que se hizo una para cada tipo de cruza. Asimismo, se aplicé la
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prueba tomando como factor el tipo de cruza. Para el andlisis conjunto del tipo de cruzay
la concentracion se realizd una prueba de ANOVA de dos factores. Finalmente se realizé la
prueba de Tukey tomando como factor solo las cruzas con el fin de identificar
especificamente donde existian diferencias significativas. Todos los ensayos se realizaron a
dos colas y con un nivel de significancia a=0.05.

Para realizar la Estimacién del Estado Fisico y la Capacidad reproductiva de las moscas
expuestas a las disoluciones de la muestra de suelo se tomaron en cuenta los valores
obtenidos de los demas indicadores. Se realizé la multiplicacion de los valores de la
Sobrevivencia, Fertilidad y Progenie Promedio por Familia corregida. Con este andlisis se
conjuntan los efectos de todos los indicadores por cada tipo de cruza y para cada
concentracion con la finalidad de hacer evidente las diferentes respuestas de los
tratamientos en D. melanogaster.
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8. RESULTADOS

8.1. Concentraciones de cromo en la muestra de suelo

El resultado del andlisis realizado por el laboratorio de “Estudios y Analisis Ambientales
S.A. de C.V.” encontré un contenido promedio de 238 mg/Kg de cromo total en la muestra
ambiental (suelo de Cromatos de México), del que aproximadamente el 21 % es de cromo
VI.

La concentracion de cromo hexavalente presente en la muestra de suelo de Cromatos de
México no rebasd los limites maximos permisibles establecidos por la Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos y por la NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004 de
México. Tampoco superd los limites establecidos por algunos paises de la unién europea
como Polonia pero se encuentra muy cercana al limite establecido en Gran Bretafia (limite
maximo de 50 mg/kg) (Cuadro 1).

Cuadro 1. Cantidad de Cromo hexavalente presente en la muestra ambiental de Cromatos de
México (Estudios y Andlisis Ambientales S.A. de C.V.)

Suelo de Cromatos de Concentracion permitida por la

Tipodecromo | 1. ico (promedio + EE)  NOM-147-SEMARNAT/SSA1-2004

Cromo Total 238 + 11 mg/kg 280 mg/kg

Cromo Hexavalente 49.65 + 9.85 mg/kg 280 mg/kg

El cuadro 2 muestra las partes por millon (ppm o mg/L) de cromo contenido en cada
dilucién (%), la sobrevivencia y proporcién sexual de los organismos expuestos a las
diluciones de la muestra de suelo de Cromatos de México.
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Cuadro 2. Sobrevivencia y Proporcion Sexual de moscas expuestas a las diluciones
del suelo de Cromatos de México (promedio * ee).

. .. | Concentracién Proporcién Sexual
Disolucion moscas por
%] de cromo VI N tubo
(ppm) Hembras Machos
Testigo 0.000 364 4550 + 543 0.54 £ 0.01 0.46 + 0.01
1.22E-02 0.006 367 45.88 + 6.28 0.50 * 0.05 0.50 £ 0.05
2.44E-02 0.012 440 5500 + 7.65 0.51 £ 0.01 0.49 + 0.01
4.88E-02 0.024 456 57.00 + 7.55 0.55 = 0.03 0.45 t 0.03
9.76E-02 0.048 454 56.75 + 640 0.53 + 0.03 0.47 + 0.03
1.95E-01 0.097 414 51.75 + 478 0.56 + 0.03 0.45 + 0.03
3.91E-01 0.194 439 5488 + 6.36 0.51 + 0.03 0.50 + 0.03
7.81E-01 0.388 426 53.25 + 6.00 0.50 * 0.03 0.50 + 0.03
1.56E+00 0.776 375 46.88 + 6.53 0.53 + 0.03 0.47 + 0.03
3.13E+00 1.552 326 40.75 £ 4.63 0.51 £ 0.05 0.49 + 0.05
6.25E+00 3.103 356 4450 +* 4.08 050 + 0.02 0.50 + 0.02
1.25E+01 6.206 401 50.13 + 461 0.53 + 0.04 0.48 + 0.04
2.50E+01 12.413 409 51.13 + 504 0.50 + 0.02 0.50 * 0.02
5.00E+01 24.825 338 4225 £ 392 0.49 + 0.02 0.51 + 0.02
1.00E+02 49.650 261 3263 * 7.12 047 + 0.05 0.53 + 0.05

N: nimero de adultos recuperados por cada disolucién.



8.2. Sobrevivencia (S)

No se encontraron diferencias significativas en la sobrevivencia de los individuos
recobrados de los distintos lotes con respecto al control (ANOVA de una via en GraphPad
Prism 7, 2017). Sin embargo, como se muestra en la grafica 1, se observé un aparente
aumento de la sobrevivencia en las concentraciones bajas y disminucion de la

sobrevivencia en las concentraciones altas, con respecto al testigo (3.13E+00, 5.00E+01 y
1.00E+02).
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Grafica 1. Sobrevivencia (Promedio + ee) de las moscas expuestas a la muestra de suelo Cromatos
de México durante el desarrollo larvario.
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8.3.  Proporcion de sexos (PSx)

No se encontraron diferencias significativas en la PSx de los individuos recobrados
(ANOVA de una via en GraphPad Prism 7, 2017). Aunque se registran fluctuaciones en la
proporcion de hembras y machos, el tratamiento afecté de manera similar a ambos sexos
(Grafica 2). Sin embargo, se observa que en la mayoria de las concentraciones la
proporciéon de machos es menor que la de hembras (como en el lote testigo), excepto en
las concentraciones mas altas.
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Grafica 2. Proporcion Sexual (Promedio + ee) de las moscas expuestas a la muestra de suelo de
Cromatos de México.
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8.4. Progenie resultante de las cruzas sometidas a tratamiento

Los cuadros 3, 4 y 5 muestran los resultados obtenidos al analizar la Fertilidad (FE),
Progenie Promedio por Familia (PPF) y Proporcién Sexual (PSx) para cada concentraciony
tipo de cruza:

Cuadro 3. Progenie de machos expuestos (NT x T) a la muestra de suelo de Cromatos de
México (FE, PPF y PSx t ee).

(%] il N Fertilidad Progenie prc.n.'nedio Proporcién Sexual
por familia hembras machos

Testigo 17 511 0.85 30,06 + 3.13 0.54 + 0.02 046 * 0.02
1.22E-02 19 847 0.95 4458 + 8.82 047 + 0.02 0.53 + 0.02
2.44E-02 17 603 0.85 3547 + 541 0.54 = 003 046 + 0.03
4.88E-02 17 621 0.85 36.53 + 529 051 £ 0.02 049 £ 0.02
9.76E-02 16 564 0.80 3525 + 7.08 0.56 = 0.02 0.44 * 0.02
1.95E-01 18 645 0.90 3583 + 6.85 0.49 = 0.02 0.50 + 0.02
3.91E-01 14 476 0.70 3400 + 6.72 0.49 = 0.03 051 + 0.03
7.81E-01 19 619 0.95 3258 + 3.84 049 £ 0.02 051 £ 0.02
1.56E+00 17 606 0.85 3565 + 592 0.53 + 0.03 048 + 0.03
3.13E+00 15 344 0.75 2293 + 366 053 £ 0.02 047 £ 0.02
6.25E+00 19 583 0.95 3068 + 5.70 0.52 * 0.03 049 + 0.03
1.25E+01 19 413 0.95 21.74 + 282 0.51 £ 0.04 049 + 0.04
2.50E+01 17 424 0.85 2494 + 3.87 0.47 = 0.02 053 + 0.02
5.00E+01 18 385 0.90 2139 + 2.81 0.48 = 0.03 0.53 + 0.03
1.00E+02 17 445 0.85 2618 + 394 0.48 + 0.03 0.52 + 0.03

N, progenie total; n, nUmero de familias independientes

En la FE de NT x T no se confirmaron diferencias significativas (Prueba de Z para dos
proporciones independientes), sin embargo, se observé disminucién en las
concentraciones 3.91E-01 y 3.13E+00. La PPF fue ligeramente mayor en la concentracion
1.22E-02 y menor en 1.25E+01 y 5.00E+01, aunque no se encontraron diferencias
significativas (ANOVA de una via en GraphPad Prism 7, 2017) en comparacion con el lote
testigo. En la PSx se recobré menor proporcion de hembras en las concentraciones mas
altas, sin existir diferencias significativas.
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Cuadro 4. Progenie de hembras expuestas (T x NT) a la muestra de suelo de Cromatos de
México (FE, PPF y PSx * ee).

[%] N N Fertilidad Progenie prc.“:nedio Proporcion Sexual
por familia hembras machos

Testigo 18 1449 0.90 80.50 + 5.97 0.51 + 0.02 0.49 + 0.02
1.22E-02 18 1295 0.90 7194 + 4.62 0.51 + 0.01 0.49 £ 0.01
2.44E-02 13 903 0.65 69.46 + 5.19 0.49 + 0.02 0.51 + 0.02
4.88E-02 14 923 0.70 6593 + 6.10 0.48 + 0.01 0.52 £ 0.01
9.76E-02 17 1158 0.85 68.12 + 4.99 0.51 + 0.01 049 + 0.01
1.95E-01 12 816 0.60 68.00 + 4.49 0.47 + 0.01 0.54 £ 0.01
3.91E-01 14 906 0.70 64.71 + 7.88 0.45 + 0.02 0.55 + 0.02
7.81E-01 14 832 0.70 5943 + 7091 0.53 + 0.04 0.47 £+ 0.04
1.56E+00 15 986 0.75 65.73 + 3.34 0.44 + 0.01 0.56 + 0.01
3.13E+00 20 1425 1.00 71.25 + 7.89 0.48 + 0.01 0.52 + 0.01
6.25E+00 15 834 0.75 55.60 + 7.60 0.51 + 0.01 0.49 + 0.01
1.25E+01 15 785 0.75 52.33" + 7.30 0.57 + 0.02 0.43 + 0.02
2.50E+01 16 673 0.80 42.06° * 6.33 0.51 + 0.03 0.49 %= 0.03
5.00E+01 18 919 0.90 51.06° + 6.20 0.52 + 0.02 0.48 + 0.02
1.00E+02 13 580 0.65 44.62° + 6.89 0.49 + 0.02 0.51 £+ 0.02

N, progenie total; n, nimero de familias independientes; *, p <0.05 ANOVA de una via.

Cuando las hembras fueron expuestas (T x NT) los menores valores de FE se recobraron en
las concentraciones 1.95E-01, 2.44E-02 y 1.00E+02. En el resto de las concentraciones, la
FE fue similar al testigo. No se encontraron diferencias significativas en la FE con respecto
al lote testigo (Prueba de Z para dos proporciones independientes).

La PPF fue menor en las concentraciones altas (1.25E+01 a 1.00E+02). Existen diferencias
significativas en la PPF entre el lote testigo y las concentraciones 1.25E+01, 2.50E+01,
5.00E+01 y 1.00E+02. En la PSx no se obtuvieron diferencias significativas, sin embargo, se
recobraron menos hembras en concentraciones intermedias (3.91E-01 y 1.56E+00) y
menos machos en la concentracion de 1.25E+01, comparadas con el lote testigo.
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Tabla 4. Progenie de moscas expuestas (T x T) a la muestra de Cromatos FE, PPF y PSx

t ee).
[%] n N Fertilidad Progenie prc.“:nedio Proporcion Sexual
por familia hembras machos

Testigo 18 383 0.90 21.28 + 2.34 0.49 + 0.03 051 + 0.03
1.22E-02 19 580 0.95 30.53 * 4.01 0.50 + 0.03 0.50 + 0.03
2.44E-02 18 753 0.90 41.83 + 433 0.48 + 0.02 052 + 0.02
4 .88E-02 20 1057 1.00 52.85 + 5.18 0.51 £ 0.02 0.49 % 0.02
9.76E-02 20 1053 1.00 5265 + 9.16 0.49 + 0.02 051 + 0.02
1.95E-01 18 479 0.90 2661 + 341 0.49 £+ 0.03 0.51 £+ 0.03
3.91E-01 19 931 0.95 49.00 + 6.53 0.50 + 0.02 0.50 + 0.02
7.81E-01 20 1010 1.00 50.50 + 6.77 0.47 £ 0.02 0.53 * 0.02
1.56E+00 20 725 1.00 36.25 £ 6.00 0.50 + 0.02 0.50 + 0.02
3.13E+00 15 920 0.75 61.33 + 9.78° 0.49 + 0.02 0.51 + 0.02
6.25E+00 20 722 1.00 36.10 % 4.07 0.51 + 0.02 0.49 + 0.02
1.25E+01 18 697 0.90 38.72 + 5.56 0.51 £ 0.02 0.49 % 0.02
2.50E+01 16 687 0.80 4294 + 7.46 0.53 + 0.01 047 + 0.01
5.00E+01 14 356 0.70 2543 + 495 0.56 £ 0.05 0.44 £ 0.05
1.00E+02 15 290 0.75 19.33 + 3.87 0.46 + 0.06 0.51 %= 0.06

N, progenie total; n, nimero de familias independientes; *, p <0.05 ANOVA de una via.

Enla cruza T x T, la FE es menor en las concentraciones 3.13E+00, 5.00E+01 y 1.00E+02,

sin embargo no se encuentran diferencias significativas (Prueba de Z para dos

proporciones

independientes).

La PPF presentd diferencias significativas en

la

concentracion 3.13E+00 (p<0.05), comparado con el lote testigo (ANOVA de una via en

GraphPad Prism 7, 2017). En la PSx, se recobraron mas hembras en las concentraciones

2.50E+01 y 5.00E+01, pero las diferencias no fueron significativas.
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8.5.

Fertilidad Corregida

A continuacidn se presenta el resultado de la Fertilidad Corregida (Grafica 3):

121

NT x T: la FE sélo fue menor cuando los machos fueron tratados con 3.91E-01y
3.13E+00% de la muestra durante el desarrollo larvario.

T x NT: en general, la FE resultéd mas afectada cuando es tratada solo la hembra. En
9 concentraciones la fertilidad fue menor comparada con el testigo
correspondiente.

T x T: la FE corregida fue menor cuando son expuestos ambos progenitores a las
concentraciones 3.13E+00, 2.50E+01, 5.00E+y 1.00E+02%.
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Gréfica 3. Fertilidad corregida de moscas expuestas a la muestra ambiental durante el desarrollo
larvario: TXT, TXNT y NTxT.
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8.6.

Progenie Promedio por Familia Corregida

En la grafica 4 se compara la Progenie Promedio por Familia corregida de los tres tipos de

cruzas:
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Progenie Promedio por Familia Corregida
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NT x T: En la concentracién mas baja probada, el promedio de la PPF fue mayor al
del testigo, en el resto de las concentraciones, fue similar, excepto en las
concentraciones 3.13E+00, 1.25E+01 y 5.00E+01% de la muestra ambiental en las
que se obtuvieron menos moscas sin ser significativamente diferentes.

T x NT: La PPF fue menor en todas las series experimentales cuando la hembra fue
tratada con la mezcla ambiental durante el desarrollo larvario. En las
concentraciones mas altas existen diferencias significativas (1.25E+01, 2.50E+01,
5.00E+01 y 1.00E+02).

T x T: La PPF fue mayor en 11 de las concentraciones probadas, pero solo se
confirmaron diferencias significativas en 3.13E+00%.
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Grafica 4. Progenie promedio por familia de moscas expuestas a la muestra de suelo durante el

desarrollo larvario: TxXT, TXNT y NTxT. * Presentaron diferencias significativas (ANOVA de una via, p

<0.05).
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8.8. Sobrevivencia, Fertilidad y Progenie Promedio por Familia corregidas de la cruza
de Hembras No Tratadas vs Machos Tratados

25

Valor del indicador corregido
o
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&
Concentracién de la muestra [%)]

OIS  mFertilidad NTxT ~ mProgenie/macho (NTxT)
Gréfica 8. indice de Sobrevivencia, Fertilidad y Progenie por Familia corregidas para la cruza de

hembras no tratadas x machos expuestos a la muestra de suelo durante el desarrollo larvario
(NTXT).
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8.9. Sobrevivencia, Fertilidad y Progenie Promedio por Familia corregidas de la cruza
de Hembras Tratadas vs Machos No Tratados
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Grafica 9. indice de Sobrevivencia, Fertilidad y Progenie por familia corregidas para la cruza de

hembras expuestas a la muestra de suelo durante el desarrollo larvario x machos no tratados
(TXNT).
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8.10. Sobrevivencia, Fertilidad y Progenie Promedio por Familia corregidas de la cruza
de Hembras Tratadas vs Machos Tratados
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Grafica 10. Indice de Sobrevivencia, Fertilidad y Progenie por familia corregidas para la cruza de
hembras y machos expuestos a la muestra ambiental durante el desarrollo larvario (TxT).
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8.11. Estimacion del Estado Fisico y la Capacidad Reproductiva
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Grdfica 11. Estimacion del estado fisico y la capacidad reproductiva de moscas expuestas a cromo
durante el desarrollo larvario.

El analisis de la Estimacion del Estado Fisico de las moscas nos reflejé que la cruza donde
se trataba solo a la hembra fue la que obtuvo resultados menor en general menor que el
lote testigo, cuando se tratd al macho los resultados fueron mas cercanos al control y
cuando se trataron a ambos progenitores se obtuvo valores mucho mayores que el lote
testigo, sin embargo todos tendian a disminuir en las concentraciones altas.
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9. DISCUSION

La muestra de suelo que se utilizd en el presente trabajo se tomé tres décadas después de
la clausura de la fabrica y solo de la parte superficial del suelo del pasillo externo al
terreno de Cromatos. A pesar de las acciones realizadas por las autoridades
gubernamentales tales como la realizacion del confinamiento y el retiro de los residuos, el
analisis obtuvo concentraciones de cromo hexavalente cercanas al limite permitido en
otros paises como Gran Bretafa. Los limites maximos permisibles establecidos en México
son basados en estudios de otros paises, sin embargo estos pueden tener valores muy
diferentes como el caso de Alemania (200 mg/kg) y Gran Bretafia (50 mg/kg) por lo que se
debe considerar las condiciones de la zona, el efecto en sus habitantes, asi como sus
actividades y costumbres para valorar realmente los riesgos en la poblacion.

En el caso de la colonia Lecheria, las casas y comercios se encuentran enfrente del terreno
de Cromatos y solo los separa una barda la cual no es suficiente para contener los
residuos con cromo hexavalente. Los vientos contindan arrastrando el suelo de las partes
gue aun estan expuestas a la superficie por lo que la gente se encuentra susceptible a una
exposicién cutdnea, respiratoria y digestiva. Las filtraciones y capilaridad del agua con
componentes del suelo también contienen los residuos de cromo llegando a estar en
contacto directo con las personas. Todas las condiciones actuales de la zona, nos indican
que la poblacién en general se encuentra aun expuesta al cromo hexavalente y por ende
se encuentra en riesgo, sin embargo ante las autoridades las actividades para
contrarrestar este problema ya estan concluidas.

9.1. Efecto de los tratamientos en la Sobrevivencia

Las fluctuaciones en la sobrevivencia de los organismos expuestos la muestra de suelo,
nos indica que Drosophila melanogaster detecta la presencia de los componentes de dicha
muestra reflejdndose en respuestas no lineares. El resultado nos permite observar un
mayor efecto en la sobrevivencia conforme se aumenta la concentracién, ya que se
observa una tendencia a la disminucién. Si se extrapola para el caso de la poblacién que
fue expuesta directamente a los residuos con cromo hexavalente a mayores
concentraciones y durante tiempos mas prolongados nos da una alerta de los dafios que
presentd la poblacidn expuesta y sus progenitores lo cual se reflejé en un incremento en
las enfermedades respiratorias, cancer y dafios en la piel. A pesar de que actualmente no
se exceden los limites maximos permisibles, el tiempo de exposicién es muy alto ya que
diario las personas conviven y trabajan en la zona.
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Los tratamientos experimentales pudieron generar estrés en los individuos ya que
ocasiond fluctuaciones en la sobrevivencia de los organismos expuestos. De acuerdo a
Breazile (1988) se le llama disestrés ya que alterd la homeostasis de los organismos.

La presencia del cromo hexavalente en la muestra de suelo pudo generar una respuesta
de desintoxicacion. En el caso de D. melanogaster expresa genes como los de las
metalotioneinas para llevar a cabo dicho proceso. Esto conlleva a un estado metabdlico
distinto que se puede observar en las variaciones de la sobrevivencia (Ramos, 1994).
Durante este proceso de desintoxicacion del cromo hexavalente contenido en la muestra
de suelo, se pudo presentar un posible dano al material genético ya que es un mutdgeno
comprobado el cual lo podemos observar al analizar los resultados de los indicadores
utilizados.

9.2. Proporcidn Sexual

El efecto de las diferentes concentraciones de la muestra de suelo afectd por igual a
hembras y machos ya que no se observa una distincién entre cada sexo. Para todos los
tratamientos se observé que existia un aumento o disminucién de los resultados en los
indicadores utilizados (Sobrevivencia, Fertilidad y Progenie Promedio por Familia) pero la
proporcién se mantenia constante, por lo que se descartdé que algin sexo sea mas
susceptible a sufrir dafios por el contenido de la muestra.

9.3. Efecto del tratamiento en la progenie

Se ha comprobado en diferentes especies tales como ratas y ratones, que los factores
ambientales pueden inducir alteraciones epigenéticas en las células germinales si son
expuestos en ventanas criticas del desarrollo y que pueden ser heredadas (herencia
epigenética transgeneracional), es decir, si se expone al organismo a factores ambientales
durante puntos importantes del desarrollo, tales como la determinacién sexual o
gametogénesis, el efecto o dafio continla en las siguientes generaciones sin estar
expuesto al factor ambiental (Hanson y Skinner, 2016). En el caso de los trabajadores y
pobladores de la zona contaminada por los residuos de la empresa de Cromatos, pudieron
presentar danos en sus células germinales y heredarlas. Actualmente estariamos en la
tercera generacién por lo que valdria la pena realizar investigaciones de la salud tales
como sindromes, malformaciones, abortos y demds aspectos reproductivos de los
habitantes que hoy residen en la zona, asi como de personas que crecieron y se fueron de
la zona ya que pudieron presentar un dafio en sus células germinales y tener problemas
de fertilidad o efectos en su descendencia.

La exposicidon de los progenitores durante la etapa de larva a la muestra de suelo con
cromo VI, pudo alterar procesos reproductivos, los cuales se reflejaron en alteraciones en
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la fertilidad y la progenie dependiendo de las concentraciones y el tipo de parental
expuesto.

9.4. Fertilidad y Progenie Promedio por Familia

La Fertilidad y la Progenie Promedio por Familia fueron indicadores muy importantes para
conocer si existen alteraciones o efectos de los tratamientos en la reproduccién de las
moscas. Para las distintas cruzas utilizadas en este trabajo se observaron fluctuaciones
dependiendo del tipo de cruza y la concentracién de la muestra de suelo, haciendo
evidente el efecto en la reproduccién cuando se trata a uno o a los dos progenitores.

La Fertilidad y la Progenie Promedio por Familia resultaron mas afectadas cuando se
trataba unicamente a la hembra. La muestra de suelo de Cromatos de México afectd la
progenie cuando se traté a las hembras en las concentraciones mayores (1.25E+01,
2.50E+01, 5.00E+01 y 1.00E+02). La hembra fue tratada en fase larvaria, el huevo
completd su formacion en contacto con el téxico por lo que el dafio es mayor que cuando
se trata solo a los machos debido a que el huevo contiene las proteinas de las que se
nutrird el embrién en las primeras etapas y la maquinaria utilizada para su desarrollo
(herencia materna), por lo que las repercusiones en el huevo se hacen evidentes. Un évulo
dafiado no puede ser reemplazado tan facilmente como en el caso de los
espermatozoides. Cuando existen dafios en el huevo o en el espermatozoide presentes en
la hembra después del apareamiento, la maquinaria del huevo detectara los errores en el
ADN, sin embargo, si esta maquinaria estda dafada o alterada no podra corregirlo
(Marchetti et al, 2015) y por tanto habra menos fertilidad y progenie por familia. Los
Ovulos expuestos a la muestra en la etapa larvaria se encontraban inmaduros por lo que
en su desarrollo ya habian sido afectados, dejando como consecuencia mayor nimero de
dvulos inviables reflejandose en menor Fertilidad y Progenie, y se amplificd el efecto
conforme aumento la concentracion.

Cuando se tratd uUnicamente al macho las células posiblemente afectadas son los
espermatocitos primarios (2n, 2c) los cuales se encuentran a partir del segundo estadio
larvario y que en el estado de pupa pasaran por la meiosis | para producir los
espermatocitos secundarios (Gilbert, 2005; Schowalter, 2009). El espermatozoide aporta
menor cantidad de organelos para el desarrollo del embridn, aunado a ello, si el téxico
afecta a un espermatozoide de tal manera que lo deje inviable, éste puede ser
reemplazado por otro viable. Cuando el espermatozoide sufre dafio en el ADN como
mutaciones o aberraciones cromosdmicas y no son reparados en el macho, estas lesiones
llegardn al cigoto donde podrian ser reparadas utilizando la maquinaria de la célula
femenina, por lo que no se genera infertilidad y se desarrolla la progenie, pero también
cabe la posibilidad de que se generen aberraciones cromosdémicas estructurales como
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consecuencia del proceso de reparacion (Marchetti et al, 2015). El espermatozoide
afectado puede ser reparado, pero también otros factores asociados pueden incidir en el
funcionamiento de las hembras. En las concentraciones mas bajas los espermatozoides
pudieron causar alteraciones en la hembra obteniendo una mayor progenie. Se ha
determinado que proteinas presentes en el liquido seminal (Acp’s) estimulan la
maduracion de huevos (Ravi-Ram y Wolfner, 2007), por lo que la presencia de los
componentes de la muestra de suelo, tales como el cromo VI, pueden ocasionar
alteraciones en dicha estimulacién en la hembra obteniendo una mayor o menor
maduracion de huevos. En anteriores trabajos se ha encontrado este efecto en Drosophila
sp (Ledezma, 2006).

Cuando se trataron a ambos progenitores, se tuvo un efecto en las génadas de ambos
progenitores, por lo que se suma el impacto en el macho y en la hembra que a bajas
concentraciones no generan letalidad, pero presentan cierto estrés que puede activar
genes o mecanismos de desintoxicacion generando una respuesta metabdlica que
contrarresta dafios que normalmente no lo harian, tales efectos se ven reflejados en
modificaciones en la fertilidad y progenie, que en este caso son mayores que el lote
testigo.

Las proteinas presentes en el liquido seminal (Acp) producen cambios fisiolégicos en las
hembras (Ravi-Ram y Wolfner, 2007), en este caso dichas proteinas han sido producidas
bajo el estrés de los quimicos de la muestra ambiental (cromo hexavalente) sumado al
estrés de la hembra. Drosophila melanogaster guarda esperma en el receptaculo seminal
y en las espermatecas (Pitnick et al., 1999). La reduccion de la cantidad de esperma
almacenado depende de la tasa de ovulaciéon y la cantidad de esperma liberado por cada
ovulacién (Hurtado, 2014). El esperma proveniente del progenitor expuesto al tratamiento
es almacenado en dichos érganos de la hembra que también fue tratada con la muestra
ambiental, la suma de las distintas alteraciones se refleja en mayor produccién de
progenie por familia.

En la Fertilidad y la Progenie por familia resultantes de la cruza de ambos progenitores
tratados pareciera que la muestra ambiental favorece la reproduccién ya que en ambos
indicadores a bajas concentraciones las respuestas son mayores que el testigo, sin
embargo, también tienden a ser menores en las concentraciones altas.

Si obtuvimos efectos en la progenie al tratar a las moscas con concentraciones actuales y
se tienen reportado en trabajos anteriores que existe actividad clastogénica en células
germinales de la mosca Drosophila cuando es tratada con concentraciones bajas de cromo
VI (0.07 ppm) (Ledezma, 2006), nos denota la importancia del seguimiento del estudio del
area para ver el riesgo constante al que estan sometidos los habitantes de la zona
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circundante de Cromatos de México, poniendo mayor énfasis en las mujeres ya que en
ellas se podria reflejar en mayor magnitud tales efectos como por ejemplo el aspecto
reproductivo.

La concentracién 3.13E+00 es un punto intermedio que resulta con distintas alteraciones
ya que se observa el cambio de respuesta entre concentraciones menores y mayores. Esta
concentracion presenté el promedio de nimero de hijos por familia mas alto (Tabla 3) y
tuvo diferencias significativas en la progenie promedio por familia con respecto al testigo.
Esta concentracidon nos muestra respuestas no monétonas o lineares donde se observa el
decaimiento con la concentracién ya que es una concentracién media, ademds nos puede
indicar que la exposicidn a dosis bajas o medias es suficiente para alterar las funciones en
los individuos apagando o encendiendo genes o rutas metabdlicas que tienen como
consecuencias efectos en la reproduccion.

En el analisis del Estado Fisico de las moscas se observan las diferentes respuestas de las
distintas cruzas las cuales no son reflejadas en su totalidad en las pruebas estadisticas, lo
que conlleva a la necesidad de nuevas herramientas y métodos estadisticos mds sensibles
gue permitan identificar tales diferencias.

De acuerdo a las caracteristicas del cromo hexavalente tales como ser mutagénico,
clastogénico y carcinogénico en distintas especies de bacterias y mamiferos, asi como el
efecto en la reproduccidn reportado en ratones y en el presente trabajo, se hace una
invitacidn a reforzar los estudios para conocer si es capaz de alterar el equilibrio fisiolégico
hormonal de los organismos y verificar que esta sustancia es un disruptor enddcrino.

En la figura 12 se muestran las posibles vias de afectacion involucradas en el evento
genético terminal analizado, en este caso, el efecto reprotéxico del cromo contenido en la
muestra ambiental externa a Cromatos de México.
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Exposicion a muestra con Cromo VI (Estrés quimico)
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Fig. 12. Esquema de las posibles vias de afectacion involucradas en el evento genético terminal
analizado (el efecto reprotoxico del cromo contenido en la muestra ambiental externa a Cromatos
de México).
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10. CONCLUSIONES

La cantidad de Cromo hexavalente no rebasa los limites maximos permisibles para
suelo permitido por la EPA, no obstante, se registraron efectos bioldgicos en las
concentraciones probadas.

El modelo bioldgico de Drosophila melanogaster detecta la presencia de los
componentes toxicos (cromo hexavalente) de la muestra de suelo generando
respuestas no lineales en los indicadores utilizados en este trabajo

El contenido del suelo de Cromatos no afecta de manera significativa la
sobrevivencia de Drosophila melanogaster.

El contenido del suelo de Cromatos afecta por igual a hembras y machos.

El suelo de Cromatos genera un efecto negativo en la actividad reproductiva de D.
melanogaster el cual se manifiesta en alteraciones en la Fertilidad y Progenie por
familia.

Existen fluctuaciones en los valores de respuesta de la Fertilidad y Progenie
Promedio por familia, sin embargo se observd una tendencia hacia un efecto
negativo conforme se aumenta la concentracion.

Existen concentraciones intermedias que pueden alterar la homeostasis de los

organismos, como la concentracién 3.13E+00 la cual presenté un efecto
significativo en la progenie.

La muestra de suelo afecté significativamente la progenie cuando se traté
Unicamente a las hembras con las concentraciones mas altas.

Cuando se trataron a ambos progenitores se observd un aumento en la Fertilidad y
la Progenie Promedio por familia en concentraciones intermedias.
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La presencia de cromo hexavalente en toda la zona sigue siendo un riesgo para la
poblacién ya que la cantidad de residuos generada por la fabrica abarca el terreno
de Cromatos, los mantos fredticos y los suelos de las calles de la zona para los
cuales no se han tomado acciones que prevengan la exposicion de los habitantes.
Solo se han realizado acciones para descontaminar el terreno de la fabrica, sin
embargo la escuela cerrada y pasillos contindan expuestos al ambiente, a esto se
suma la cercania de la casas y comercios que se encuentran a unos metros del
sitio.

El suelo presente en los terrenos de Cromatos de México y aledafios a éste puede
provocar un efecto téxico en las poblaciones humanas, especificamente en el
aspecto reproductivo por lo que es necesario dar continuidad al estudio del area
después del traslado de los materiales confinados, asi como el efecto en las
generaciones sucesivas de los habitantes actuales y los que ya no residen en la
zona.

Es necesario la implementacion de métodos y herramientas estadisticas mas
sensibles para detectar las diferencias en las respuestas de los modelos bioldgicos.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Indicadores corregidos

Fertilidad corregida

[%] xT NTxT TxNT
Testigo 1.000 1.00 1.00
1.22E-02 1.056 1.12 1.00
2.44E-02 1.000 1.00 0.72
4.88E-02 1.111 1.00 0.78
9.76E-02 1.111 0.94 0.94
1.95E-01 1.000 1.06 0.67
3.91E-01 1.056 0.82 0.78
7.81E-01 1.111 1.12 0.78
1.56E+00 1.111 1.00 0.83
3.13E+00 0.833 0.88 1.11
6.25E+00 1.111 1.12 0.83
1.25E+01 1.000 1.12 0.83
2.50E+01 0.889 1.00 0.89
5.00E+01 0.778 1.06 1.00
1.00E+02 0.833 1.00 0.72

Progenie Promedio por Familia corregida

[%] | TXT NTXT TXNT

Testigo 1.00 1.00 1.00
1.22E-02 1.51 1.66 0.89
2.44E-02 1.97 1.18 0.62
4.88E-02 2.76 1.22 0.64
9.76E-02 2.75 1.10 0.75
1.95€-01 1.25 1.26 0.56
3.91E-01 2.43 0.93 0.63
7.81E-01 2.64 1.21 0.57
1.56E+00 1.89 1.19 0.68
3.13E+00 2.40 0.67 0.98
6.25E+00 1.89 1.14 0.58
1.25E+01 1.82 0.81 0.54
2.50E+01 1.79 0.83 0.46
5.00E+01 0.93 0.75 0.63

1.00E+02 0.76 0.87 0.40




Anexo 2. Graficas
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Gréfica 1A. Proporcion sexual (Promedio) de la progenie de la cruza de hembras no tratadas con
machos tratados (NTxT) con la muestra ambiental de Cromatos de México.
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Gréfica 2A. Proporcion Sexual (Promedio) de la progenie de la cruza de hembras tratadas con machos
no tratados (TXNT) con la muestra ambiental de Cromatos de México.
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Gréfica 3A. Proporcién Sexual (Promedio) de la progenie de hembras y machos tratados (TxT) con
la muestra ambiental de Cromatos de México
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Anexo 3. Andlisis estadisticos

3.1. Andlisis estadisticos de Sobrevivencia de individuos expuestos a la muestra de

Cromatos de México.

Cuadro 1A. ANOVA de una via (a=0.05). No se encontraron diferencias significativas en la
sobrevivencia de los individuos expuestos a la muestra de Cromatos de México en las
distintas concentraciones comparadas con el control (lote testigo: 0.01) (GraphPad Prism

7,2017).
ANOVA summary
F | 1347
P value 0.1928
P value summary ns
Significant diff. among means No
(P<0.05)?
R square 0.1523
ANOVA table | ss | DF Ms | F(DFn,DFd) | Pvalue
Treatment (between columns) 5212 14 372.3 F (1;1.’314075) P=0.1928
Residual (within columns) 29010 105 276.3
Total 34222 119
cD;r:r::tr:;i)TsutltelsTe Mean Diff. | 95.00% Cl of diff. | Significant? | Summary
0.01vs.0.0122 -0.375 -24.16 to 23.41 No ns
0.01 vs. 0.0244 -9.5 -33.28t0 14.28 No ns
0.01 vs. 0.0488 -11.5 -35.28 t0 12.28 No ns
0.01 vs. 0.0976 -11.25 -35.03t0 12.53 No ns
0.01 vs. 0.1953 -6.25 -30.03 to 17.53 No ns
0.01 vs. 0.3906 -9.375 -33.16to 14.41 No ns
0.01vs.0.7812 -7.75 -31.53 to 16.03 No ns
0.01 vs. 1.5625 -1.375 -25.16t0 22.41 No ns
0.01vs.3.125 4.75 -19.03 to 28.53 No ns
0.01vs. 6.25 1 -22.78 to 24.78 No ns
0.01vs. 12.5 -4.625 -28.41to0 19.16 No ns
0.01 vs. 25 -5.625 -29.41t0 18.16 No ns
0.01 vs. 50 3.25 -20.53 to 27.03 No ns
0.01 vs. 100 12.88 -10.91 to 36.66 No ns
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3.2. Analisis estadisticos de Proporcion Sexual de individuos expuestos a Cromatos de

México

Cuadro 2A. ANOVA de una via (factor sexo con a=0.05). No se encontraron diferencias
significativas en los lotes testigos con el control, el valor obtenido de F es menor que el
valor critico de F (GraphPad Prism 7, 2017).

% of total
Source of Variation variation P value P value summary | Significant?
Interaction 0.9173 0.9998 Ns No
Row Factor 1.022 0.1142 Ns No
ANOVA table Ss DF ms F (DFn, DFd) ‘ P value
F (14, 210) =
Interaction 187.6 14 13.4 0.1613 P=0.9998
Row Factor 209.1 1 209.1 F (1, 210) = 2.517 P=0.1142
Column Factor 2606 14 186.1 F (14, 210)=2.241 P=0.0075
Residual 17445 210 83.07
Sidak's multiple
comparisonstest | Mean Diff. | 202 Of | gonificant? | summary | AdiustedP
diff. Value
hembras - Machos
0.01 3.25 -10.25t0 16.75 No Ns >0.9999
0.0122 1.375 -12.12 to 14.87 No Ns >0.9999
0.0244 1.25 -12.25t0 14.75 No Ns >0.9999
0.0488 4 -9.496 to 17.5 No Ns 0.9993
0.0976 3.5 -9.996 to 17 No Ns 0.9998
0.1953 5 -8.496 to 18.5 No Ns 0.9918
0.3906 0.375 -13.12t0 13.87 No Ns >0.9999
0.7812 0.75 -12.75 to 14.25 No Ns >0.9999
1.5625 3.375 -10.12 t0 16.87 No Ns >0.9999
3.125 1.25 -12.25to 14.75 No Ns >0.9999
6.25 -0.75 -14.2510 12.75 No Ns >0.9999
12.5 3.875 -9.621t0 17.37 No Ns 0.9995
25 1.125 -12.37 to0 14.62 No Ns >0.9999
50 -1 -14.5t0 12.5 No Ns >0.9999
100 0.625 -12.87 t0 14.12 No Ns >0.9999

60



3.3. Analisis estadisticos de la progenie

Se realizo6 el analisis estadistico Anova de un factor (factor progenie, a=0.05) para cada
tipo de cruza obtenido lo siguiente:

Cruza NTXT.

Cuadro 3A. No se encontraron diferencias significativas en Progenie en las diferentes
concentraciones respecto al lote testigo (GraphPad Prism 7, 2017).

ANOVA summary

F | 1.566
P value 0.0893
P value summary ns

Significant diff.

among means

(P <0.05)? No

R square 0.08246

Cruza TXNT.

Cuadro 4A. Se encontraron diferencias significativas en Fecundidad con respecto al lote
testigo en las concentraciones 12.5, 25, 50 y 100 (GraphPad Prism 7, 2017).

ANOVA summary

F 2.742
P value 0.001
P value summary ok ok

Significant diff.

among means

(P <0.05)? Yes
R square 0.1539
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Dunnett's

multiple Mean Diff. | 95.00% CI of diff. | Significant?
comparisons test

0.01vs.0.0122 8.556 -15.58 to 32.69 No
0.01vs. 0.0244 19.5 -7.484 t0 46.48 No
0.01 vs. 0.0488 14.57 -11.23 to 40.37 No
0.01 vs. 0.0976 12.38 -12.11 to 36.87 No
0.01vs. 0.1953 12.5 -14.48 t0 39.48 No
0.01 vs. 0.3906 15.79 -10.02 to 41.59 No
0.01vs.0.7812 21.07 -4.73 to 46.87 No
0.01 vs. 1.5625 14.77 -10.55 to 40.08 No
0.01 vs. 3.125 9.25 -14.27 to 32.77 No
0.01vs. 6.25 24.9 -0.4131t0 50.21 No
0.01vs. 12,5 28.17 2.854t053.48 Yes
0.01vs. 25 41.05 13.34t0 68.76 Yes
0.01vs. 50 29.44 5.309 to 53.58 Yes
0.01 vs. 100 35.88 9.531t062.24 Yes

Cruza TXT.

Cuadro 5A. El resultado de la Anova de una via muestra que existen diferencias en la

Fecundidad entre las concentraciones y el lote testigo,
concentracion 3.125 (GraphPad Prism 7, 2017).

especificamente en

ANOVA summary
F 3.785
P value <0.0001
P value summary oAk
Significant diff. among means

Yes
(P <0.05)?
R square 0.1715

Dunnett's multiple

95.00% CI of

. Mean Diff. . Significant?
comparisons test diff.
0.01 vs. 0.0122 3.263 -19.63 to 26.16 No
0.01vs. 0.0244 -8.044  -31.25to0 15.17 No
0.01 vs. 0.0488 -19.06  -41.67 to 3.545 No

la
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0.01 vs. 0.0976
0.01 vs. 0.1953
0.01 vs. 0.3906
0.01vs. 0.7812
0.01 vs. 1.5625
0.01vs. 3.125
0.01 vs. 6.25
0.01vs.12.5
0.01 vs. 25
0.01 vs. 50
0.01vs. 100

-18.86
7.178
-15.21
-16.71
-2.461
-27.54
-2.311
-4.933
-0.148
8.361
14.46

-41.47 to 3.745
-16.03 to 30.39
-38.1t0 7.683
-39.32 to 5.895
-25.07 to 20.14
-51.92t0-3.172
-24.92 to 20.29
-28.14 t0 18.28
-33.09 to 14.79
-16.49 to 33.21
-9.916 to 38.83

No
No
No
No
No
Yes
No
No
No
No
No

3.4. Analisis estadistico para la Fertilidad

Cuadro 6A. Valores obtenidos de la prueba de Z para dos proporciones independientes
para cada tipo de cruza (valor critico: za/2= 1.96). No se encuentran diferencias

significativas.

[%] NTXT TxXNT TxT

Testigo 0.0000 -0.4653 0.0000
1.22E-02 -1.0405 -0.4653 -0.5926
2.44E-02 0.0000 1.2965 0.0000
4.88E-02 0.0000 1.0308 -1.4510
9.76E-02 0.3923 0.0000 -1.4510
1.95E-01 -0.4653 1.5333 0.0000
3.91E-01 1.0308 1.0308 -0.5926
7.81E-01 -1.0405 1.0308 -1.4510
1.56E+00 0.0000 0.7319 -1.4510
3.13E+00 0.7319 -1.8009 1.1558
6.25E+00 -1.0405 0.7319 -1.4510
1.25E+01 -1.0405 0.7319 0.0000
2.50E+01 0.0000 0.3923 0.8350
5.00E+01 -0.4653 -0.4653 1.4349
1.00E+02 0.0000 1.2965 1.1558
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3.5. Analisis estadistico de Proporcion Sexual de la progenie

Cuadro 7A. Anova de dos vias (a=0.05) para analizar la Proporcion Sexual de la progenie

de la cruza NT x T (GraphPad Prism 7, 2017). No se obtuvieron diferencias significativas.

Source of Variation % of t?tal P value P value Significant?
variation summary

Interaction 0.2166 >0.9999 Ns No

Row Factor 0.04859 0.5864 Ns No
ANOVA table SS DF Ms F (DFn, DFd) P value

F (14, 570) =
Interaction 190.2 14 13.58 0.09437 P>0.9999
Row Factor 42.67 1 42.67 F(1,570) =0.2964 P=0.5864
Column Factor 5533 14 395.2 F (14,570)=2.746 P=0.0006
Residual 82047 570 143.9
Sidak's multiple
comparisons test Mean Diff. 95'00:% Ctof Significant? Summary Adjusted P
diff. Value
hembras - machos
0.01 1.75 -9.4051t0 12.9 No ns >0.9999
0.0122 -1.45 -12.6 t0 9.705 No ns >0.9999
0.0244 1.55 -9.605t0 12.7 No ns >0.9999
0.0488 -0.25 -11.4t0 10.9 No ns >0.9999
0.0976 1.7 -9.455 to 12.85 No ns >0.9999
0.1953 -0.55 -11.7 t0 10.6 No ns >0.9999
0.3906 -0.5 -11.65 to 10.65 No ns >0.9999
0.7812 0.15 -11to 11.3 No ns >0.9999
1.5625 0.6 -10.55t0 11.75 No ns >0.9999
3.125 3.2 -7.955 to 14.35 No ns 0.9995

6.25 0.75 -10.4t0 11.9 No ns >0.9999
12.5 0.15 -11to 11.3 No ns >0.9999
25 0.2 -10.95 to 11.35 No ns >0.9999
50 -0.25 -11.4t0 10.9 No ns >0.9999
100 0.95 -10.2t0 12.1 No ns >0.9999
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Cuadro 8A. Anova de dos vias (a=0.05) para analizar la Proporcién Sexual de la progenie

de la cruza T x NT (GraphPad Prism 7, 2017). No se obtuvieron diferencias significativas.

Source of Variation % of t?tal P value P value Significant?
variation summary
Interaction 0.3287 0.9999 Ns No
Row Factor 0.05928 0.5348 Ns No
ANOVA table SS DF MS F (DFn, DFd) P value
F (14, 570) =
Interaction 634.4 14 45.31 0.1528 P=0.9999
Row Factor 114.4 1 114.4 F(1,570) =0.3857 P=0.5348
Column Factor 23165 14 1655 F (14, 570)=5.578 P<0.0001
Residual 169081 570 296.6
Sidak's multiple
comparisons test Mean Diff. 95'00% Ctof Significant? Summary Adjusted P
diff. Value
hembras - machos

0.01 0.45 -15.56 to 16.46 No ns >0.9999

0.0122 1.25 -14.76 t0 17.26 No ns >0.9999
0.0244 -1.45 -17.46 to 14.56 No ns >0.9999
0.0488 -1.65 -17.66 to 14.36 No ns >0.9999
0.0976 1.3 -14.71t017.31 No ns >0.9999
0.1953 -2.8 -18.81t0 13.21 No ns >0.9999
0.3906 -2.5 -18.51t0 13.51 No ns >0.9999
0.7812 -1 -17.01 to 15.01 No ns >0.9999

1.5625 -5.4 -21.41t0 10.61 No ns 0.9971

3.125 -3.35 -19.36 t0 12.66 No ns >0.9999

6.25 0.1 -15.91t0 16.11 No ns >0.9999

12.5 3.05 -12.96 to 19.06 No ns >0.9999

25 -0.55 -16.56 to 15.46 No ns >0.9999

50 0.55 -15.46 to 16.56 No ns >0.9999

100 -1.1 -17.11t0 14.91 No ns >0.9999
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Cuadro 9A. Anova de dos vias (0=0.05) para analizar la Proporcién Sexual de la progenie
de la cruza T x T (GraphPad Prism 7, 2017). No se obtuvieron diferencias significativas.

Source of Variation % of t?tal P value P value Significant?
variation summary
Interaction 0.2741 >0.9999 ns No
Row Factor 0.00329 0.8858 ns No
ANOVA table SS (Type 1lI) DF Ms F (DFn, DFd) P value
F(14,510) =
Interaction 285.1 14 20.36 0.1229 P>0.9999
F (1, 510) =
Row Factor 3.421 1 3.421 0.02065 P=0.8858
Column Factor 19208 14 1372 F (14, 510) = 8.282 P<0.0001
Residual 84491 510 165.7
Sidak's multiple
comparisons test Mean Diff. 95'00:% Ctof Significant? Summary Adjusted P
diff. Value
hembras - machos
0.01 -0.3889 -13.01 to 12.23 No ns >0.9999
0.0122 -0.7368 -13.02 to 11.55 No ns >0.9999
0.0244 -2.056 -14.68 to 10.57 No ns >0.9999
0.0488 -0.65 -12.62 to 11.32 No ns >0.9999
0.0976 0.65 -11.32t0 12.62 No ns >0.9999
0.1953 0.8333 -11.79 to 13.45 No ns >0.9999
0.3906 0.3684 -11.92 to 12.65 No ns >0.9999
0.7812 -3.5 -15.47 to 8.473 No ns 0.9994
1.5625 0.55 -11.42t0 12.52 No ns >0.9999
3.125 1.733 -12.09 to 15.56 No ns >0.9999
6.25 1.3 -10.67 to 13.27 No ns >0.9999
12.5 1.389 -11.23 to 14.01 No ns >0.9999
25 2.188 -11.2 to 15.57 No ns >0.9999
50 0.8571 -13.45 to 15.17 No ns >0.9999

100 -0.1333 -13.96 to 13.69 No ns >0.9999




3.6. Analisis estadistico de la progenie para el tipo de cruza

Cuadro 10A. Anova de una via (a=0.05) para el tipo de cruza, el resultado mostré que
existen diferencias entre cada tipo de cruza (GraphPad Prism 7, 2017).

ANOVA summary
F 93.64
P value <0.0001
P value summary Ak
Significant diff.
among means (P Yes
<0.05)?
R square 0.1979
::nkq?g:i::):lstg; Mean Diff. [ 95.00% CI of diff. | Significant? [ Summary Ad{/uaslzeed P
TXT vs. NTXT 9.009 3.819t0 14.2 Yes *Ax 0.0001
TXT vs. TXNT -21.75 -27.1t0-16.41 Yes Rk E <0.0001
NTXT vs. TXNT -30.76 -36.16 to -25.36 Yes ok kK <0.0001
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