UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Efecto reprotdxico y transgeneracional inducido por el
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en Drosophila
melanogaster

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
BIOLOGDO

P R E S E N T A:
Edgar Alberto Ragde Gutiérrez Alvarez

DIRECTOR DE TESIS:
Dr. Patricia Ramos Morales

Ciudad Universitaria, Cd. De México.
(2022)



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.

Hoja de Datos del Jurado

Datos del alumno.

Gutiérrez Alvarez Edgar Alberto
Ragde

5525293228

Universidad Nacional Auténoma
de México

Facultad de Ciencias

Biologia

310193214

Datos del Tutor.
Dra. Patricia Ramos Morales

Datos del sinodal 1.
Dr. Luis Humberto Mojica
Viazquez

Datos del sinodal 2.
Dr. Javier Andrés Juarez Diaz

Datos del sinodal 3.
Dra. Sylvia Patricia Garza Manero

Datos del sinodal 4.
Adriana Mufioz Hernandez

Datos del trabajo escrito.

Efecto reprotoxico y
transgeneracional inducido por el
acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) en Drosophila melanogaster.
65p

2022



Este trabajo se realiz6 en:

Laboratorio de Genética y Toxicologia Ambiental, Facultad de Ciencias, UNAM.

El material biolégico utilizado para la realizacion de este trabajo fue otorgado por el Banco de
Moscas de la Facultad de Ciencias, UNAM.

Este trabajo fue realizado con la ayuda del Programa de Apoyo a Proyectos de
Investigacion e Innovacion Tecnolégica (PAPIIT). Registro de proyecto IN-
229719.



Dedicatoria

Llegd el momento, sin duda un camino largo y que no fue facil, pero todo el esfuerzo y
empefio han rendido un fruto. Gran parte de este trabajo ha sido por ustedes, sin su apoyo, no
hubiera podido cumplir esto que considero un logro.

Por mucho tiempo fui duro y crei que todo lo estaba haciendo solo, pero el tiempo, las
experiencias, los momentos buenos y malos, me han ensefiado y dejado en claro que siempre
han estado ahi, lo han hecho todo por mi y por mi hermana, siempre han buscado nuestro bien

y la manera de apoyarnos.

A mis padres, Guadalupe y Austreberto.

Gracias por no soltarme y seguir confiando en mi, me basta tu amor.

«“0y g Aquel que es poderoso para hacer todas las cosas mucho mas abundantemente de lo que
pedimos o entendemos, segun el poder que actia en nosotros”.
Efesios 3:20

Dedicatoria especial

Te fuiste antes de tiempo, sigo recordando el momento y mis ojos se llenan de lagrimas, no
puedo asimilar tu perdida. Aun guardo esos dltimos mensajes, justo cuando me sentia muy solo
y crefa que todos me habian abandonado, ti me dijiste que crefas en mi y que siempre me ibas
a apoyar. Me hubiera encantado darte esta alegria, me tarde y te pido perdén. Te extrafo, tio

Josér.

Siempre quise que estuvieran orgullosos de mi, siempre busque su aprobaciéon y me hubiera
encantado que estuvieran aqui compartiendo este logro conmigo, los amo y los extrafio
abuelos, para ustedes, Austreberto Gutiérrez' e Isabel Alcantaral.



Agradecimientos

A mis padres y a mi hermana Karla, gracias por su apoyo, compafiia, paciencia y, sobre todo,
gracias por creer en mi, son mi motivacion. No me alcanzan las palabras para agradecerles,
pero tengo toda una vida para demostrarselos.

A ti, companera, que llegaste para hacerme sofar de nuevo, que me hiciste creer en mi y en mi

> > > y
potencial, que me hiciste recordar tantas cosas que habia olvidado y otras mas que habia
ignorado. Por acompafiarme e inspirarme, quiero llegar muy lejos contigo y por ti, gracias, mi
Cesia.

A mi familia, tio José', tia Ana, Sandra, Edinho, Ian. Desde que tengo conciencia, siempre han
estado con nosotros.

A mis amigos Jorge, Calina, Derek y Jonathan. Gracias por permitirme ser un miembro mas de
su familia, su apoyo y compafia durante todos estos afios ha sido una gran bendicién, los
quiero mucho.

A la Dra. Patricia Ramos Morales, por ensefiarme no solo de genética, sino por ser esa gran
persona que es. La admiro mucho y es un buen momento para agradecetle por haber creido en
mi. Siempre recibi su apoyo, me impulso para seguir adelante y no solo me impulso con
palabras, también me dio las herramientas para poder concluir con esta tesis y para participar
en el congreso de AMEQA. Gracias por todo, es un orgullo decir que soy su alumno.

Rubi, por convertirse en mi amiga desde el principio. Sin duda, el laboratorio no hubiera sido
lo mismo si no hubieras estado ahi, las risas nunca faltaron... y tampoco las lagrimas.

A Thelma, gracias por ser mi amiga desde el primer semestre y hasta el dia de hoy.

A mis sinodales: Dra. Adriana Mufioz Hernandez, Dra. Sylvia Patricia Garza Manero, Dr.
Javier Andrés Juarez Diaz y Dr. Luis Humberto Mojica Vazquez por su tiempo y aporte a este
trabajo.

Por su apoyo técnico y académico a la M. en Ciencias Estefania Arroyo Jilote. Aprendi mucho
de ti y no solo me refiero a lo académico. Eres una gran persona y una mente brillante.



Gracias a todas aquellas personas que han estado cerca de mi y han ayudado a que lograra
culminar con esta etapa. Gracias por sus palabras de animo, por sus mensajes, por sus platicas,
por escucharme, por su tiempo y porque a pesar de mi forma de ser, ustedes han insistido y

han seguido alli, gracias.



Indice General

RESUMIEI.....iiiiiiiiiiii e 8
L INtrodUCCION ..ot s 9
I.1. E1 uso de pesticidas.........cccovuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiici i 9
I.2. El acido 2,4-diclorofenoxiacético y su uso como herbicida..........ccccouiiiviiiniinninnnnne, 10
I1.3. Efecto y toxicidad del 2,4-D en organismos no blanco..........ccccceveriniiiiiiiinniiiniiiiniiene, 12
L4, TOXICOLOZIA ... .ovviiuiiiiiiiii it 16
I.4.1. Factores que determinan la respuesta toXiCOlOZICA ..........cceevivvieiiniiiieniiiiieieieeee, 16
I.4.1.1. Relacion doSis-reSPUESLA .........cccuiiiiiiiiiiiiiiiic it 17
I.4.1.2. FACtOres @ENEtiCOS ......coevuuiiiiiiiiiiiiiie e bbb 18
Li4.1.3. SEXO.ccuiiiiiiiiiiict s 18
I.4.1.4. Estado fisiologico: embarazo y edad...........cccocoeiiiiiiiiiiniiiiciiniic, 18

I.4.2. Toxicologia ambiental ............cccociiiiiiiiiiiiiiiii 18
I.4.3. Toxicologia GENETICA.......ccuiriiiiiiiiiiictee e 19

I.5. ;sHerencia genética 0 epigenétiCar .........cccviviiiiiiiiiiiiiiiic i 20
1.5.1. Efecto multigeneracional vs. efecto transgeneracional .............cccccovveveiniiiiniiiennnnn, 22

I.6. Drosophila melanogaster como modelo biolO@iCo ..........ccovviiviiiiiiiiiiiiiiiinii s 24
1.6.1. Generalidades de DIrOSOPAIIA................cccoiiiiiiiiiiiiiniiiniii i 25
L7, JUSHIfICACION ..ceviviiiiiiiiiicctc e s 28
L.8. ODbjetivo @eneral .........ccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 29
I.8.1. Objetivos partiCulares..........cccocueiiiuiiiiiiiiiiiiiii i 29

L9, HAPOESIS....uviiiiiiiiiiiiiiiiiiiicctc s 30
IT. Materiales y MEtOAOS ....coccviiiiiiiiiiiiiiiiiieeitc ettt re et sra e e saae e 31
8 O o - P 31
TL.2. COMPUESLO ...ttt bbb b e s ab e s b e s b e s s b e e saa e 31
I1.3. Sincronizacion de cultivos y obtencion de 1arvas......c..cccevveiviiiiiiiiniiciiiciniccnec e 31



B Y 720 0 s Y (=5 o 1 o JOUUURUR TP 31

IL.5. Registro de toxicidad..........cccovuiiiiiiiiiiiiiiiii 33
JIo0. CLUZAS ..eooneiiiiieetie ettt ettt sb e s b et e s b e b e e e sab e s b et e et e s re e e snneesares 33
IL.7. Analisis MOrfolOGICO........coviiiiiiiiiiiiiii 35
I1.8. Analisis de reSUItAdOS ......cceeiiuiiiiiiiiiieeiiiee et e s e s e e s e e e e e 35
I1.8.1. Toxicidad del 2,4-D ......ccccceiiiiiiiiiiiiiieieeee e 35
I1.8.2. EfeCtO rePIrotOXICO ...cocuviiiiiiiiiiiiiii ittt s 35

ITI. RESUIEAAOS .oovuiiiiiiiiiiiiiiiic ettt e e s e e e s sra e e e s ean 37
III.1. Toxicidad del 2,4-D ........ccoiiiiiiiiiieiieeeee et e s e saneesane 37
I11.2. Efecto reprotdxXico y transgeneracional............cocoeevuiiiiiiiniiiiieniiniiciei e 40
ITT.2.1. Cruza TXT . ..oooiieieiieeieeeete ettt sttt ettt st sn e bt b e re e smeesaeeereeneens 41
IT1.2.2. Cruza TXINT. ..ottt ettt r e r e s e seeeereeneens 43
IIL.2.3. Cruza NTXT. ..ottt st st e s e e me e s e sneeesaneeenneeas 45
IIL.3. Alteraciones MOrfolOZICaS. .......cccuiiiiiiiiiiiiii s 48
TV DIESCUSION ..eeiiiiiiiiiiiiiiec ettt sttt e st e e s s et e e s sbee e e s sna e e e s sbaeeessreeeesaane 52
IV Toxicidad del 2,4-D ........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiicr e 52
IV.2. Efecto reprotoxico y transgeneracional. .........ccccocviviiniiiniiiiiiiniiniie e 53
IV.3. Alteraciones morfolOZICas...........ccuiiiuiiiiiiiiiiiiiii 55
V. CoNCIUSION ..ottt 59
VI ReferenCias......coocviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicii e 61



Resumen

Todos los dias grandes cantidades de sustancias se liberan en el ambiente, lo que representa un
peligro potencial para los organismos y, para la mayorfa de éstas, se ignora el alcance de las
repercusiones en las generaciones posteriores a la exposicion. El acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) es un regulador de crecimiento en plantas (auxina) y se utiliza como herbicida sistémico.
Forma parte de la mezcla quimica que compone al “Agente Naranja” y en México, este herbicida
se distribuye como Hierbamina (Syngenta). En este trabajo se busca establecer el dafio
reprotoxico inducido por el 2,4-D a lo largo de 3 generaciones de Drosophila melanogaster.

Larvas de 72 h fueron alimentadas con medio para mosca enriquecido con 2,4-D

(1.72x10* - 1.12x10" mM). Una vez que emergieron los adultos se cuantific el nimero de
hembras y machos para obtener la sobrevivencia promedio y la proporcidon sexual.
Posteriormente se realizaron 3 sistemas de cruzas: hembra tratada x macho tratado (TxT),
hembra tratada x macho no tratado (TxNT) y hembra no tratada x macho tratado (NTxT) hasta
obtener la Fs. Se cuantific6 la progenie promedio, proporcion sexual, fertilidad y se hizo un
analisis morfologico de las moscas obtenidas en cada generacion.

La concentracion 1.12x10! mM fue letal para las moscas. El tratamiento afecté de manera
significativa al promedio de la progenie en la cruza NTxT a lo largo de las tres generaciones.

El analisis morfolégico mostro alteraciones en el tamafio corporal, alteraciones en la placa genital
y en las patas. La incidencia de alteraciones morfoldgicas se mantuvo a lo largo de las tres
generaciones, en los tres diferentes sistemas de cruzas y en las 8 concentraciones probadas. La
mayor incidencia de malformaciones ocurrié en la F.

La exposicion al 2,4-D modifico la cantidad de progenie y afecté la morfologia de estructuras
reproductivas, principalmente; este efecto se mantuvo a lo largo de las tres generaciones. Existe
un impacto a nivel poblacional a lo largo del tiempo, en donde se observa un umbral de respuesta
en las concentraciones intermedias (1.10x10? mM). Por lo anterior, se considera que el uso
descontrolado de pesticidas puede tener un efecto negativo en la diversidad y abundancia de los
organismos no blanco de los pesticidas.



I. Introduccion

I.1. El uso de pesticidas

El crecimiento de la poblacién mundial y la creciente demanda de alimentos han llevado a buscar
estrategias para aumentar el rendimiento de los cultivos, lo que ha provocado un mayor uso de
pesticidas con el fin de prevenir o controlar las plagas. A pesar del aumento en el rendimiento
de los cultivos, el uso de pesticidas puede tener graves efectos ecolégicos contaminando cuerpos
de agua, suelo y aire con compuestos toxicos. En la figura 1 se muestra el uso de pesticidas en
todo el mundo, de acuerdo con su categoria en el afio de 2011.

Uso de pesticidas en todo el mundo

Herbicidas
36%

Fungicidas\ N %
10%

Fig. 1 Uso de pesticidas en el mundo. Tomado de Qurratu y Rechan, 2016.

Los pesticidas mas utilizados en el mundo son los herbicidas, ya que ayudan a controlar el
problema de las malezas y una manera de clasificarlos es de acuerdo con su modo vy sitio de
accion (Qurratu y Reehan, 2016).

La dosis de aplicacion de los pesticidas puede ser letal o subletal, por lo tanto, la poblacién de
plagas que recibe dosis subletales puede presentar una cantidad significativa de mutaciones en el
DNA, algunas de estas adaptativas, lo que provoca la resistencia de las plagas a los pesticidas (de
Castro-Marcato ez al. , 2017).



I.2. El acido 2,4-diclorofenoxiacético y su uso como herbicida

Durante la Segunda Guerra Mundial, el numero de compuestos nuevos y su uso extensivo en la
agricultura aumentaron dramaticamente. La aplicacién de herbicidas que actian como auxinas
sintéticas comenzo una nueva época en la produccion agricola debido a su movilidad sistémica
en la planta y su accion selectiva, principalmente contra las malezas dicotiledoneas sin afectar a
plantas monocotiledéneas (de Castro Marcato ez al., 2017).

A comienzos de los afios 40, se desarrollé un potente herbicida cuyo principio activo es el acido
2,4-diclorofenoxiacetico, mejor conocido como 2,4-D (Fig. 2). Tiene un antecedente historico
muy importante debido a que afios mas tarde, durante la guerra de Vietnam, el ejército de los
Estados Unidos rocié una mezcla quimica denominada “Agente Naranja” en territorio
vietnamita para destruir la cubierta forestal, siendo el 2,4-D uno de sus principales componentes.
LLa mezcla estaba compuesta por acido 2,4-D y acido 2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T) (de

Castro Marcato ¢f al., 2017).

O

© OH

Cl Cl

Fig. 2 Molécula del 2,4-D

El 2,4-D sigue utilizandose ampliamente en todo el mundo para el control de malezas de hoja
ancha en cultivos de trigo, sorgo, maiz, arroz, cafia de azucar, soja y pastos (de Castro Marcato
et al., 2017). Es un 4cido no volatil y sus derivados, como el 2,4-D sal dimetilamina y el 2,4-D
butil éster, son de los herbicidas mas usados en el mundo. Este tipo de herbicidas son populares
entre los agricultores debido a su bajo costo, efectividad incluso en dosis bajas y buena
solubilidad en agua (Qurratu & Reehan, 2010).

El 2,4-D desempena el mismo papel que el acido indolacético (AIA) que es una auxina natural
(Fig. 3) vital en la division, diferenciacion y alargamiento de las células vegetales. Por lo tanto,
pueden interrumpir el crecimiento de la planta de forma “natural”. Ademas, el 2,4-D persiste
por largos periodos en la planta por lo que es muy eficaz y letal (de Castro Marcato ¢f al., 2017,
Qurratu & Reehan, 2016).
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Fig. 3 Diversidad de Auxinas. A: auxinas naturales; B: Auxinas producidas por sintesis quimica
industrial. Tomado de Vega-Celedén e al., 2016.

El 2,4-D es capaz de causar lesiones y dafio a las plantas como torsiones del tallo y del peciolo,
malformaciones de las hojas, tallos fragiles, crecimiento de raices atrofiadas y tallos inclinados
(Qurratu & Reehan, 2016).

El modo de accién de este compuesto se caracteriza por un aumento anormal en la plasticidad
de la pared celular, un aumento en la sintesis de ciertas proteinas y etileno, que resulta en una
descontrolada divisiéon celular y dafio al tejido vascular de las plantas. Al tener una estructura
quimica que funciona como auxina, sobreestimula el crecimiento, culminando en la muerte de
la planta blanco (de Castro Marcato et al., 2017).
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I1.3. Efecto y toxicidad del 2,4-D en organismos no blanco
Los pesticidas, al ser desarrollados con el fin de controlar especies no deseadas, tienen que ser
biolégicamente activos. Por esta razon se caracterizan por tener diferentes grados de toxicidad.

Los herbicidas pueden contaminar cuerpos de agua, el suelo y el aire después de su aplicacion.
Debido a su amplio uso, los seres humanos y otros organismos también estan expuestos a los
herbicidas. Una vez en el ambiente, los herbicidas se someten a diversos procesos por agentes
quimicos, biolégicos y fisicos que determinan su persistencia en el ambiente (Fig. 4) (de Castro
Marcato ez al., 2017; Qurratu & Reehan, 2010).

Eliminacion p—_
Fotolisis

de culttvos
., Volatilizacion
Lixtviacion /

Destino ambiental de los

herbicidas

Absorcion por plantas

Degradacion

Degradacion .y ; )
Adsorcion microbiana

quimica

Fig. 4. Destino ambiental de los herbicidas. Tomado de Qurratu y Rechan, 2016.

La mayoria de los herbicidas muestran cierto nivel de toxicidad, pero algunos de sus metabolitos
pueden volverse mas toxicos en comparaciéon con el compuesto original. Los clorofenoles son
uno de sus productos de degradaciéon. Por ejemplo, se pueden producir varios tipos de
clorofenoles a partir de la degradaciéon microbiana del 2,4-D. El 2,4-diclorofenol (2,4-DCP) es
uno de los clorofenoles téxicos y resistentes a la biodegradacion (Qurratu & Rechan, 2016).

El 2,4-D muestra toxicidad en los seres humanos y otros organismos que no son blanco de este
plaguicida.

La mayor parte de 2,4-D se detecta en fuentes de agua como: rios, estanques y aguas
subterraneas, a los que puede llegar por medio de un proceso de escorrentia debido a su baja
capacidad de adsorcion por el suelo, su alto potencial de lixiviacion y su alta solubilidad en agua.
Por lo tanto, humanos y otros animales pueden estar expuestos a este compuesto por la
contaminaciéon del agua, suelo y alimentos, o bien, por una exposiciéon laboral en el sector
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agricola o en la produccién del mismo (Qurratu & Reehan, 2016). De hecho, se ha detectado la

presencia de este compuesto en muestras de semen y orina de humanos (Qurratu & Reehan,
2010).

Los factores que influyen en la toxicidad del pesticida son la concentracion, la frecuencia e
intensidad de la exposicion, asi como la susceptibilidad del 6rgano blanco, que depende de la
edad, sexo, estado de salud y variaciones genéticas de los organismos expuestos (Qurratu &
Reehan, 2016).

En sistemas acuaticos el 2,4-D es poco biodegradable, y su biodegradacién por bacterias puede
retrasarse debido a factores que cambian la calidad del agua (por ejemplo, otros contaminantes),
ya que las variaciones en la temperatura, asi como la disponibilidad de oxigeno y nutrientes,
afectan directamente a dicho proceso (Mesak et al., 2018).

Existen reportes sobre su impacto en diferentes organismos bioindicadores. Se informan efectos
en bacterias, artropodos, peces, anfibios, mamiferos y especies de plantas (Tabla 1).

Se ha reportado un efecto negativo en el suelo al inhibir o eliminar directamente a algunas
bacterias (de Castro Marcato e al., 2017).

Los efectos toxicos observados después de la exposicion de animales a suelos contaminados con
2,4-D fueron mas severos que los observados en animales expuestos al herbicida glifosato en la
misma concentracion (de Castro Marcato ¢ al., 2017).

En humanos, el 2,4-D puede ser absorbido por ingestion, inhalacién y/o contacto con la piel
(Sharifi Pasandi ez a/., 2017). Sin embargo, este herbicida no se metaboliza, se elimina
rapidamente a través de los rifiones y se excreta por la orina como el compuesto original (Li ez

al,, 2017).

La exposiciéon al 2,4-D produce efectos toxicos en mamiferos tales como la hepatotoxicidad,
nefrotoxicidad, neurotoxicidad y reprotoxicidad. Induce efectos de tipo teratogénicos,
inmunosupresores y citotoxicos. Durante los periodos pre y post natal, el sistema nervioso
central (SNC) parece ser uno de los principales blancos de los efectos toxicos del 2,4-D. Provoca
alteraciones en el desarrollo cerebral, la induccidn de astrogliosis, la interrupcion del ensamblaje
del citoesqueleto y la desorganizacion del aparato de Golgi (Horikoshi ez al., 2008; Rosso ez al.,
2000; Sharifi Pasandi et al., 2017).

En roedores, la administraciéon de 2,4-D produce disfuncién testicular. En los agricultores
expuestos al 2,4-D, se ha reportado astenospermia, necrospermia y teratospermia, y se asocia
con un mayor riesgo de aborto espontaneo temprano (Harada et al., 2010).

Se ha reportado que el acido 2,4-D tiene efectos citotoxicos y mutagénicos en levaduras, células
hematopoyéticas transformadas y médula 6sea de raton después de un analisis de los
cromosomas en metafase que indicé una induccién probada de roturas, deleciones e
intercambios después de la administracion del 2,4-D (Venkov ez al., 2000).
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Tabla 1. Resumen de los estudios de toxicidad del 2,4-D para diferentes organismos.

. Concentracion . .
Organismo de 2,4-D Efectos en el organismo Referencia
o . 1, 10, 100, 500, . .
Eisenia foetida 1000 me/ke de Efectos sobre el desarrollo y la reproduccién, mostrando una reduccién gradual y de Castro Marcato
(Annelidae) sueglo & significativa en el peso medio. Alta tasa de mortalidad. et al., 2017
Seytonotus simplex No especifica Alta tasa de mortalidad. Evita las superficies tratadas por lo que hay un cambio en su de sttfozl\(;llaécato
(milpiés) distribucién espacial. ot
Leporinus obtusidens 1,10 mg/L Efecto en el cerebro y en la actividad de la enzima muscular acetilcolinesterasa (AChE) en  de Castro Marcato

(pez)

musculos y algunos parimetros metabdlicos de sangte.

et al, 2017

1,5,10,20,40 y

de Castro Marcato

Geophagus brasiliensis 80 mg/LL Cambios en las tasas de mortalidad, consumo de oxigeno y excrecién de amoniaco. Las
(pez) tasas de mortalidad fueron directamente proporcionales a las concentraciones del herbicida. et al., 2017
Clarias batrachus 75 ppm L. . . , . , . de Castro Marcato
Efecto genotdxico y alteraciones histopatoldgicas en machos y gbénadas femeninas.
(pez gato) et al., 2017
Danio rerio 25,40, 50,60,75  Reduce la tasa de eclosion, la tasa de sobrevivencia, la longitud del cuerpo de embriones y .
100 mg/I. . IO Lietal, 2017
(pez cebra) y g causa malformaciones pericardicas.
Xenopus No especifica  Inhibe la maduracién de ovocitos # vitro al interferir con los mecanismos de traduccion y LaChanelle ef af.
- o . . . et al.
(genero de ranas post-traduccion. Es un potencial disruptor endocrino ambiental con efectos reproductivos 2% 07 ’
carnfvoras) tempranos.
. . 1.97 mg/L . - o . . .
Lithobates catesbeianus Tiene un efecto mutagénico (micronicleos) en renacuajos en concentraciones bajas Mesak ef al.. 2018
. . . . L et al.
(rana toro) (relevantes para el medio ambiente) y por un corto periodo de tiempo de exposicion. ’
. 1226 mg/L! El tratamiento fue teratogénico, lo que resulté en una reduccién del tamafio corporal,
Rhinella arenarum . . . . . ., Aronzon et al.,
. desarrollo retrasado, microcefalia, agenesia de las branquias y procesos de proliferacién
(sapo argentino) 2010
celular anormales.
100y 200 mg/kg  Aumenta la muerte embrionaria en ratas hembra. Induce cambios testiculares en ratas.

de peso corporal

Actu6 directamente sobre los testiculos y afect6 la biosintesis de andrégenos en las células

Marouani ef al.,

Ratas de Leydig, provocando un bajo nivel de testosterona que detuvo la espermatogénesis y 2017
afect6 el desarrollo de los testiculos. El tratamiento subagudo de 2,4-D promueve la
toxicidad del sistema reproductivo.
0, 5, 10, 30, 100, .
Arabidopsis thaliana 200, 300 pg/L Efecto sobre la recombinacion. de Castro Marcato

et al., 2017
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En el 2015 la Agencia Internacional para la Investigaciéon del Cancer (IARC, por sus siglas en
inglés) clasific6 al 2,4-D como posible carcindgeno para humanos (grupo 2B). Sin embargo,
algunos estudios sostienen que el 2,4-D no causa cancer en los seres humanos (Garabrant &
Philbert, 2002; Goodman eg? al., 2017).

Diversas enfermedades se han asociado con la exposiciéon al agente naranja en soldados
expuestos (Stellman & Stellman, 2018). Un metaanalisis desarrollado por Ngo y colaboradores
(2010), sugiere que la exposicion paterna al agente naranja puede estar asociada a un mayor riesgo
de padecer espina bifida y otras malformaciones en su descendencia (Ngo ez a/., 2010).
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I.4. Toxicologia

La toxicologfa es la disciplina que estudia los efectos relacionados con la exposicion de
organismos a algun toxico, generalmente agentes quimicos, fisicos o biolégicos, para determinar
los mecanismos de absorcién, distribucion, metabolismo y excreciéon de los compuestos y
evaluar los cambios biolégicos causados por dichos agentes (Pefa e7 /., 2001).

En gran parte, la toxicologia estudia los compuestos exdgenos al metabolismo regular de los
organismos; estos compuestos se denominan xenobidticos. Sin embargo, muchos compuestos
endogenos, incluyendo intermediarios metabdlicos, llegan a ser toxicos cuando se administran
en dosis mas altas a las normales o en sitios diferentes. Con frecuencia los xenobiodticos son
compuestos de naturaleza lipofilica, por lo que pueden atravesar con relativa facilidad las
membranas biolégicas, accediendo al interior de las células y pueden unirse a diversas estructuras
celulares (Reyes, 2010).

Desde el momento en el que un agente toxico penetra en el organismo empieza a ser
transformado por las distintas enzimas de las que puede ser sustrato. Existen diversas rutas
metabdlicas que convierten a los agentes xenobidticos liposolubles en metabolitos hidrosolubles
capaces de ser excretados por las vias de excreciéon. A esta actividad bioquimica se le ha
denominado biotransformacién (Pefia ez a/., 2001).

La biotransformacion convierte entonces a los xenobidticos en compuestos mas polares y menos
toxicos para facilitar su remocién por las diferentes vias de excrecion; sin embargo, al modificarse
la estructura quimica del agente xenobidtico, se pueden presentar casos en los que se modifique
la actividad original, asi como el aumento de la toxicidad, lo que se conoce como bioactivacion

(Reyes, 2016).

La toxicologia ha proporcionado una fuente de datos sobre los efectos en la salud para las
evaluaciones de seguridad quimica de productos nuevos y existentes. Sin esta informacion,
muchas sustancias quimicas potencialmente peligrosas se habrian identificado solo a través de la
experiencia humana. ILa exposicion accidental a productos quimicos y la exposicion a agentes de
guerra quimica han proporcionado datos importantes a la toxicologia (Brusick, 1987).

I.4.1. Factores que determinan la respuesta toxicolégica

La toxicidad y la respuesta bioldgica a una sustancia se determina con base en el tipo de sustancia,
la dosis, forma de exposicion (inhalacion, ingestion, inyeccion, entre otros), duracion de la
exposicion (aguda, subcronica y cronica), la absorcién, distribucién, metabolismo y excrecion.
Algunos factores relacionados con el organismo receptor que influyen sobre la toxicidad de un
compuesto pueden ser genéticos (especie, cepa, sexo, individuo) o fisiolégicos (embarazo, edad,
nutricién, estado hormonal, condicién de salud) (Brusick, 1987; Pena e al., 2001; Timbrell, 2002).
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I.4.1.1. Relacion dosis-respuesta

Paracelso (Siglo XVI) fue probablemente el primero en reconocer que la toxicidad depende no
solo de las propiedades toxicas sino también de la dosis del compuesto administrado. Esta
relacion entre la dosis de un compuesto y la respuesta que provoca es un concepto fundamental
en toxicologfa. La respuesta toxica que es mas facil de observar es la muerte. Otro indicador de
una respuesta toxica es la presencia de una lesién patologica como la necrosis celular. Una
respuesta medida con mayor precision puede ser un cambio bioquimico, farmacolégico o
quimico. Es posible distinguir entre la respuesta "todo o nada", como la muerte, de respuestas
graduales, como la inhibicién de una enzima o el nivel de un marcador de dafio patoldgico. Se
considera que, tanto las respuestas "todo o nada" como las respuestas graduales pueden mostrar
una relacion tipica de dosis-respuesta. En ambos casos habra una dosis a la que no hay un efecto
medible y una dosis superior donde haya una respuesta maxima (Timbrell, 2002)

De esta manera, la correspondencia entre la cantidad de toxico y la magnitud del efecto es lo que
se conoce como la relacion dosis-efecto o dosis-respuesta. La mayoria de los estudios de la
relacién dosis-respuesta se han hecho para determinar los efectos terapéuticos de drogas en
experimentos de tipo farmacolégico. Si se obtiene una respuesta de una magnitud definida para
cada dosis, dentro de un rango determinado, se dice que la respuesta es “gradual” (Pefia ez a/,
2001; Reyes, 2016; Timbrell, 2002).

Para poder observar de manera grafica la relacién dosis-respuesta, se puede construir una curva
de los efectos causados en los organismos expuestos, con respecto a las dosis a las que éstos
fueron expuestos (Fig. 5).

100 4
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% de respuesta

20 4
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1 10 100 1000

Dosis (logl0)

ymaaa,l

Fig. 5 Curva tipica de dosis-respuesta donde el porcentaje de respuesta se traza en el eje de las
ordenadas en funcién del logaritmo de la dosis, en el eje de las abscisas. Modificado de Timbrell, 2002.
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I.4.1.2. Factores genéticos

La presencia, ausencia o efectividad de un determinado camino metabélico esta determinada por
la constitucion genética del individuo. Estas variantes genéticas pueden resultar en diferencias a
la respuesta toxica (Brusick, 1987). El hecho de que organismos de diferente especie presenten
relaciones dosis-respuesta similares es un argumento a favor de que es posible extrapolar o
estimar el efecto en los humanos de los datos toxicolégicos obtenidos con animales de estudio.
Las respuestas seran mas parecidas entre mas semejantes sean los caminos metabdlicos que siga
el xenobidtico en el humano y en el modelo animal. LLos polimorfismos genéticos puede afectar
la capacidad de un organismo para biotransformar un compuesto exégeno, lo cual afecta también
a su toxicidad (Brusick, 1987; Pefia ez a/, 2001).

I.4.1.3. Sexo

Se ha observado que algunos toxicos tienen un efecto diferente dependiendo del sexo del
organismo expuesto. Algunas de estas diferencias se pueden explicar con base en la regulacion
hormonal entre ambos sexos, y los efectos que estas hormonas tienen en los procesos de
absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion, especialmente la presencia o ausencia de
testosterona o estrogeno. Estas diferencias se pueden atribuir a la actividad de enzimas de
biotransformaciéon que estan bajo control hormonal ( Brusick, 1987; Timbrell, 2002).

I.4.1.4. Estado fisiolégico: embarazo y edad

El embarazo es un estado fisiolégico durante el cual hay grandes cambios en la actividad de
hormonas sexuales y esto tiene gran influencia sobre los efectos téxicos de un compuesto en la
madre gestante y el feto en desarrollo. La actividad de varias enzimas de biotransformacion
disminuye durante el embarazo afectando la toxicidad de algunos compuestos. En varias
especies, el nivel de actividad de la monooxigenasa microsomal y la del citocromo P450 en el
higado, es menor durante el embarazo (Pefia ez a/., 2001).

La edad es otro factor importante ya que se ha demostrado que los neonatos y los animales muy
jovenes, en general, son mas susceptibles a los toxicos lo que se atribuye a una deficiencia en las
enzimas de desintoxicacioén involucradas (Pefa ez /., 2001).

I.4.2. Toxicologia ambiental

La toxicologfa ambiental estudia los dafnos causados al organismo por la exposicion a sustancias
que pueden ser téxicas y que se encuentran en el ambiente. La estimacion de la toxicidad de una
sustancia se puede hacer de dos formas: por medio de muestreo bioldgico y por el uso de
marcadores biologicos. Los marcadores biolégicos o biomarcadores son los cambios medibles,
ya sean bioquimicos, fisiolégicos o morfoldgicos, que se asocian con la exposiciéon a un téxico.
Los biomarcadores se utilizan para determinar las consecuencias bioldgicas de la exposicion,
detectar los estados iniciales e intermedios de un proceso patolégico, e identificar a los individuos
sensibles de una poblacién (Reyes, 2016).
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I.4.3. Toxicologia genética
La toxicologia genética estudia el dafio al material genético inducido por agentes quimicos, fisicos
o biolégicos (genotdxicos).

El dafio al material genético, si no se repara rapida y correctamente, puede afectar la secuencia
de DNA. Si las alteraciones en el material genético no provocan una condicion letal, pueden
llevar a cambios heredables, es decir, mutaciones (Kramer, 1998; Reyes, 2016). En ocasiones,
algunos genes pueden ser letales en forma homocigota, pero cuando se encuentran en estado
heterocigoto, pueden ser heredables.

Las alteraciones que los genotdxicos inducen en el material genético se pueden dividir en:
aneuploidia, clastogénesis y mutagénesis. La aneuploidia es la pérdida o adquisicion de un
cromosoma completo, resultado de errores en la segregacion de cromosomas durante la mitosis
o la meiosis; la clastogénesis implica el rompimiento del material hereditario y puede llevar a la
pérdida, adicién o reordenamiento de partes de los cromosomas; una mutaciéon puntual puede
originar la sustitucion de una base (transicion o transversion), pero también puede ocurrir la
pérdida o adicién de una o mas bases, lo que, dentro de una regiéon codificante, provoca un
corrimiento en el marco de lectura, lo que podria llevar a procesos de carcinogénesis y
teratogénesis (Brusick, 1987; Timbrell, 2002).

LLas mutaciones pueden resultar en la eliminacion o alteracion de la funcién del gen. El efecto
adverso de una mutacién depende del gen, el sitio en el gen y el tejido afectado. Asi, las
mutaciones en las células germinales pueden llegar a tener efectos hereditarios o congénitos
(Kramer, 1998).

La probabilidad de que el dafio genético produzca una enfermedad depende en ultima instancia
de la naturaleza del dafo, la capacidad que posee la célula de reparar o amplificar el dafio
genético, la oportunidad de expresar cualquier alteracién que se haya inducido y la capacidad del
cuerpo de reconocer y suprimir la multiplicacién de células aberrantes (Reyes, 2016).
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I.5. ¢Herencia genética o epigenética?

<

El material genético esta conformado por unidades funcionales hereditarias conocidas como
genes, que son secuencias especificas de bases nitrogenadas. Los genes determinan los caracteres
de cada individuo y se ubican en los cromosomas (Morgan, 1910).

Durante la mitosis, los cromosomas se copian y heredan a las células hijas, manteniendo un
numero diploide (27) de cromosomas, mientras que, durante la meiosis, las células que se
producen reciben un juego de cada cromosoma, lo que da origen a células haploides (1) (Klug ez
al., 2013).

Durante la meiosis se originan los gametos, que son los encargados de transmitir la informacion
genética de generacion en generacion. Los gametos son células haploides que tienen un juego de
cromosomas con una sola copia de cada gen. Al fecundarse un 6vulo por un espermatozoide, se
forma un cigoto diploide, que contiene dos juegos de cromosomas homodlogos, cada juego
proviene de uno de los dos progenitores. Los genes tienen formas alternativas que se denominan
alelos. Los alelos pueden producir diferencias en los rasgos observables, por lo que la capacidad
de trasmitir la informacién genética de una generacién a otra dependera de cémo se segreguen
los cromosomas durante la formacion de los gametos (Klug e a/., 2013).

En afios recientes se han obtenido evidencias de que el entorno influye en ciertos aspectos de la
vida de un organismo que antes se consideraban determinados unicamente por los genes. Existen
procesos bioquimicos que regulan la actividad de los genes y que responden a la influencia del
ambiente. Estos procesos forman una segunda capa de informacion relacionada con el DNA: la
informacion epigenética (Guerrero, 2009).

La definicion de epigenética ha cambiado y se ha adaptado a los diferentes campos de estudio.
Se consider6 a los componentes epigenéticos como mecanismos auxiliares en la regulacion
génica y las interacciones genotipo-fenotipo. Cabe destacar que entre las caracteristicas
principales se encuentra: la herencia de los estados de expresion génica (como la impronta génica,
por ejemplo) y la herencia nuclear, que no se basa en diferencias en la secuencia del ADN. Con
estas dos ideas se sugiere a la epigenética como “el estudio de los cambios en la funcién de los
genes que son hereditarios mitéticos y/o meidticos y que no implican cambios en la secuencia
del ADN” (Deans, 2015).

Una célula no traduce todas las proteinas codificadas en su DNA, sino sélo unas cuantas, que
dependen del tejido al que pertenece la célula y de sus necesidades del momento. Teniendo esto
en cuenta, existen mecanismos que “encienden” y “apagan” los genes y regulan su expresion.
Estos mecanismos son epigenéticos porque no estan determinados por la informacién contenida
en la secuencia misma del DNA, sino por las proteinas y otras sustancias quimicas que la rodean
y que afectan la estructura y, por lo tanto, la expresion de los genes. Estos mecanismos responden
a distintos factores del ambiente, como la exposicién a sustancias quimicas, los habitos
alimenticios y, en general, al estilo de vida (Guerrero, 2009).

La regulacion epigenética del genoma es un proceso bien establecido que involucra la metilacion
del DNA, modificaciones en las histonas, estructura de la cromatina y RNA no codificante
(Hanson & Skinner, 2016). La metilacion del DNA es el mecanismo epigenético primario
involucrado en los fenémenos hereditarios transgeneracionales. En varios estudios se ha
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demostrado la capacidad de los compuestos y factores ambientales para influir en la metilacion
del DNA y la epigenética (Skinner, 2008). Estos estudios incluyen la capacidad que tienen
algunos compuestos para promover enfermedades en adultos durante varias generaciones,
cuando son expuestos de manera temprana durante la embriogénesis y/o el petiodo posnatal
(Skinner, 2008).

Skinner (2008) propone que la capacidad de un téxico ambiental (por ejemplo, un disruptor
endocrino) para promover un cambio epigenético en la linea germinal, es un mecanismo que
resulta en un fenotipo anormal o una enfermedad transgeneracional. Ademas de las
consideraciones de la linea germinal, la exposicién y la modificacion epigenética de cualquier
sistema de 6rganos en desarrollo, pueden influir en los fenotipos o enfermedades para el
individuo y el tejido expuesto. Estas enfermedades pueden provocar tumores, defectos
reproductivos y defectos metabdlicos (por ejemplo, obesidad y diabetes) (Skinner, 2008).

Anway et al. (2005) demostraron que en ratas, tras la exposicion de hembras gestantes a
vinclozolina (disruptor endocrino) durante la determinacion del sexo gonadal embrionario
induce un fenotipo adulto en la generacién Fi con capacidad espermatogénica disminuida
(infertilidad, nimero de células y viabilidad). Estos efectos se trasfirieron a través de la linea
germinal masculina durante varias generaciones (es decir, Fy a Fy). Los efectos se correlacionan
con patrones de metilacion del DNA alterados en la linea germinal. La capacidad de un factor
ambiental (por ejemplo, un disruptor endocrino) para reprogramar la linea germinal y promover
un estado de enfermedad transgeneracional tiene implicaciones significativas para la biologfa
evolutiva y etiologia de la enfermedad (Anway e7 a/, 2005).

Aunque se ha demostrado que determinados compuestos y factores ambientales influyen en los
fenotipos anormales que aparecen en adultos, los mecanismos moleculares involucrados aun no
estan claros.

La frecuencia y la reproducibilidad de la mayoria de estos fenotipos anormales que inician en
adultos son tales que las mutaciones de la secuencia genética del DNA probablemente no estén
involucradas. Sin embargo, la reproducibilidad y frecuencia de la mayoria de los fenotipos
anormales o enfermedades de inicio en adultos es significativamente mayor y se puede
reproducir. Por ejemplo, la frecuencia de las enfermedades epigenéticas transgeneracionales que
inician en adultos varia del 20 al 90% para toda la progenie. Por lo tanto, se sugiere un mecanismo
que no implique mutaciones en la secuencia de DNA o un mecanismo genético (Skinner, 2008).
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1.5.1. Efecto multigeneracional vs. efecto transgeneracional

Cuando una hembra gestante se expone a un determinado compuesto, existen efectos en
multiples generaciones. Skinner (2008) propone que la exposicion de una hembra gestante (Fo)
a un toxico determinado, impacta a la F; en desarrollo y por lo tanto a las células de la linea
germinal que daran origen a la generaciéon Fo. La Fo, Fi y F, tienen una exposicion directa al
compuesto (Fig. 6). Dando continuidad a las generaciones, la F;s representa la primera generacion
no expuesta.

El efecto multigeneracional implica la exposicion directa a un compuesto. En contraste, el efecto
transgeneracional se transmite entre generaciones a través de la linea germinal sin que exista una
exposicion directa (Skinner, 2008).

FO

F2
Linea germinal

Fig. 6 Esquema de un efecto multigeneracional, donde ocurre una exposicion directa de la madre Fo,
embrién Fi y linea germinal Fa. La generacién Fses la primera sin exposicién directa. Modificado de
Skinner, 2008.
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Sila hembra no se encuentra en estado gestante o la exposicion se realiza en machos, inicamente
existira una exposicion directa en la Fy y la linea germinal F; (Fig. 7).

Hembra / Macho Hembra gestante
Exposicion ambiental Exposicion ambiental

> Exposicion
multigeneracional

F2: Primera generacién no F3: Primera generacion no
expuesta, por lo tanto transgeneracional expuesta, por lo tanto transgeneracional

Fig. 7 Efecto transgeneracional. Esquema de exposicién y generaciones afectadas. Las exposiciones
irectas (multigeneracionales) se indican en contraste con la generacién transgeneracional sin
direct Itigeneracional indi trast 1 racion tr. racional si
exposicion directa. Tomado de Hanson & Skinner, 2016.
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1.6. Drosophila melanogaster como modelo biolégico

Es importante el estudio de agentes que tengan un potencial téxico y la capacidad de producir
un dafio al material genético y/o en las siguientes generaciones. Para ello se han desatrollado
ensayos de mutagenicidad con animales y estudios epidemiol6gicos sobre poblaciones expuestas
a dichos agentes.

En las pruebas de deteccion con mamiferos se debe minimizar el nimero de animales utilizados
en estudios experimentales, ademas es preciso tener en consideracion el tiempo para producir
nuevas generaciones a partir de los organismos tratados, el espacio y los recursos econémicos
para mantener a los organismos.

Drosgphila es un modelo bien establecido que, con su estructura genética ampliamente estudiada,
muestra casi el 75% de homologia funcional con los genes humanos que causan enfermedades.
Los mecanismos de desarrollo, celulares y moleculares en Drosophila estan bien estudiados y
comprendidos, por lo que es un organismo modelo para la investigaciéon en varios campos, como
genética, medicina, biologfa del desarrollo, inmunologia y toxicologia, para dilucidar problemas
de interés humano (Rajak ez a/,, 2018).

Muchos de los procarcinégenos que requieren activacion metabodlica han mostrado actividad
mutagénica en Drosophila, ya que posee un metabolismo bien desarrollado (Lee ¢ a/., 1983).

En investigaciones de genética y toxicologia, Drosophila es un buen modelo biolégico para la
evaluacion de los efectos producidos por la exposicion a xenobidticos, ya que no necesita de un
sistema metabolico exégeno debido a su actividad enzimatica propia. Se han identificado varios
tipos de citocromo P-450 en Drosophila. Estos complejos enzimaticos estan presentes en larvas
de tercer estadio y en adultos, y también se sabe que existen respuestas diferenciales entre larvas
mas jévenes y adultos tratados con procarcinégenos (Lee ef al., 1983).

Posee complejos enzimaticos semejantes a los que se presentan en la fraccién S9 del higado de
los mamiferos, por lo que se les ha utilizado como modelo experimental en mutagénesis, ya que
los cambios genéticos inducidos que se detectan en Drosophila son similares a los encontrados
con sistemas de prueba de mamiferos (Ramos ez 4/, 1993).

Teniendo esto en cuenta, Drosgphila es un buen modelo biolégico para estudiar el posible efecto
transgeneracional del 2,4-D. Entre las ventajas que se destacan para su uso esta la facilidad para
realizar cultivos experimentales, la corta duraciéon de su ciclo de vida (dura de 10 a 12 dias a
25°C), la distincion clara entre cada una de las fases de su ciclo de vida (Fig. 8) y la gran cantidad
de descendencia que produce una sola pareja (Ramos ¢z al., 1993).
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Fig. 8 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. E1 desarrollo de Drosophila se divide en varias etapas:
Huevo, larva (primer estadio, segundo estadio y tercer estadio), pupa y adulto. Tomado de Ong ¢ 4,
2015.

1.6.1. Generalidades de Drosophila

Drosophila presenta un dimorfismo sexual evidente en adultos. Las hembras, por lo general, son
de mayor tamafio que los machos. El abdomen del macho tiene en su extremo terminal tres
segmentos fusionados visiblemente melanizados; por su parte, el abdomen de la hembra no tiene
fusionados estos segmentos y la coloracién es uniforme; en la hembra, la terminaciéon del
abdomen es ligeramente puntiaguda en contraste con la del macho, que es mas redondeada (Fig.

9.

La placa genital de la hembra tiene un ovopositor, mientras que la del macho esta formada por
multiples piezas. Los machos presentan “peines sexuales” en la region basal del tarso del primer
par de patas, que constan de una hilera de aproximadamente 10 cerdas cortas y gruesas de color
negro y con apariencia de peine.
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Fig. 9 Vista dorsal de hembra y macho de Drosophila melanogaster. Modificado de
(https:/ /blogaxolotl.files.wordpress.com/2015/09/450px-

biology_illustration_animals_insects_drosophila_melanogaster-svg.png).

Al ser un organismo holometabolo, durante su desarrollo, Drosgphila pasa por una metamorfosis
completa: huevo, larva, pupa e imago o adulto (Fig. 8). La mayor parte de los 6rganos y
estructuras del adulto se forman a partir de un complejo de células llamado discos imagales
(Ramos ez al., 1993). Los discos imagales se encuentran presentes en las larvas y estan formados
por células determinadas genéticamente pero no diferenciadas, ya que este proceso ocurrira hasta
que la larva entra en metamorfosis para formar al imago. Las larvas presentan 9 pares de discos,

mas un disco que forma los genitales, teniendo un total de 19 discos imagales (Fig. 10) (Beira &
Paro, 2016).
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Fig. 10 Discos imagales en Drosgphila: 1, clipeolabral; 2, antena ocular; 3, labial; 4, humeral (o
protoricico); 5, primera pata; 6, segunda pata; 7, tercera pata; 8, ala; 9, halterio o balancin; 10, genital.
La orientacién de los ejes esta indicada por las flechas perpendiculares (A anterior, P postetior, D
dorsal, V ventral). Tomado de Beira & Paro, 2016.
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I.7. Justificacion

Todos los dias grandes cantidades de sustancias se liberan al ambiente, lo que representa un
peligro potencial para los organismos y de la mayortia, se ignora el alcance de las repercusiones
en las generaciones siguientes a la exposicion, asi como en su capacidad reproductiva. La
exposicion a estas sustancias puede afectar, entre otros aspectos: la fertilidad, el nimero de
progenie, estructuras de 6rganos reproductores e incluso la integridad del material genético a
nivel de gametos, lo que podria representar un dafio a la siguiente generacion.

Hay evidencias que muestran la toxicidad del 2,4-D en organismos que son expuestos, pero es
muy poca la informacién que existe sobre los efectos que podria tener este compuesto en los
descendientes de los organismos que son expuestos. Es relevante conocer si existe un efecto
transgeneracional asociado a este compuesto.
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I.8. Objetivo general

En este trabajo se busca conocer el efecto reprotéxico inducido por el 2,4-D a lo largo de 3
generaciones de Drosophila melanogaster mediante tres esquemas de cruzas con moscas tratadas y

no tratadas. Con esto se pretende conocer si existe un efecto diferencial en el numero de
progenie, dependiendo del tipo de cruza que se realice, y establecer si hay diferencias en los
defectos que los dos progenitores trasmiten a sus descendientes, después de haber sido tratados.

I.8.1. Objetivos particulares

Establecer la toxicidad del 2,4-D reflejada en la sobrevivencia de organismos tratados.
Determinar si alguno de los dos sexos se ve mas afectado al ser expuestos con el 2,4-D.
Conocer la fertilidad de los organismos tratados, de la Fy y Fo.

Cuantificar la cantidad de progenie Fi, F, y Fs.

Determinar la proporciéon de sexos de la Fi, Fa y Fs.

Evaluar la contribucién de los progenitores al dafio inducido por el 2,4-D mediante tres
diferentes esquemas de cruza: tratada x tratado (TxT), no tratada x tratado (NTxT) y

tratada x no tratado (TxNT) y asi determinar si alguno de los dos sexos trasmite mayor
dafio.
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I.9. Hipotesis

El 2,4-D es una sustancia toxica considerada como posiblemente carcinégeno para los humanos
segun la IARC. Se ha visto que una gran cantidad de pesticidas tienen un efecto directo en la
salud. La exposicion a dichos pesticidas puede ocurrir de dos maneras: directa, lo que provoca
un efecto multigeneracional o de manera indirecta que resultaria en un efecto trasgeneracional,
que se da después de una exposicion inicial y el efecto se transmite a través de la linea germinal
en ausencia de una exposiciéon directa. Debido al uso desmedido de estos pesticidas y en
particular del 2,4-D, se requiere conocer su efecto directo, asi como averiguar si tiene un efecto
indirecto o transgeneracional.

Si Drosophila melanogaster es sensible al acido 2,4-diclorofenoxiacético, sera posible evaluar
cambios y deficiencias en la capacidad reproductora de los organismos tratados (efecto
reprotoxico), serd posible conocer si existen efectos adversos en las siguientes generaciones
(efecto transgeneracional) y podremos evaluar si existe un dafio diferencial dependiendo del
origen parental que fue expuesto a través de diferentes biomarcadores (fertilidad, progenie
promedio y proporcién de sexos).
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II. Materiales y Métodos

I1.1. Cepa

Se utiliz6 la cepa silvestre Canton-S de D. melanogaster. Los cultivos se mantuvieron a 25°C y 60
% de humedad relativa en medio estandar para Drosophila compuesto de harina de maiz (5.92
%), sacarosa (7.60 %), levadura (4.07 %), agar (0.56 %), nipagin (0.22 %), ac. Propiénico (0.22
%) y agua (81.41 %).

I1.2. Compuesto
El compuesto a probar fue el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), CAS: 94-75-7. En México
se distribuye como herbicida con el nombre comercial: Hierbamina (Syngenta, presentacion

liquida).

I1.3. Sincronizacién de cultivos y obtencién de larvas

Un cultivo maduro de moscas se transfirié por un periodo de 8 h a medio fresco. Tres dias
después, las larvas de 72 = 4 h de edad se extrajeron del medio utilizando una solucién de
sacarosa al 20 % segun el método de Nothiger (Nothiger, 1970).

I1.4. Tratamiento

A partir de una concentracion inicial de 11.24 mM se obtuvieron nueve concentraciones
mediante diluciones sucesivas (1.72x10* mM es la mas baja). Como disolvente y testigo negativo
se utiliz6 agua destilada (Fig. 11).

ONCONONONONONONY
e e e e P P R )

Diluciones sucesivas a
partir de una concentracion
de [11.24 mM]

1 1

[11.24 mM] [1.72E-04 mM]

Testigo negativo

Fig. 11 Diluciones sucesivas a partir de una concentracion inicial de 11.24 mM. Como disolvente y testigo

negativo se utilizé agua destilada.
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Grupos de aproximadamente 100 larvas se colocaron en tubos homeopaticos de fondo plano de
2 cm de diametro por 9.5 cm de alto que contenfan 1 g de medio instantineo para mosca
(Carolina Biological Supply) y 4.5 ml de la solucién a probar (Fig. 12). Las larvas permanecieron
en este medio hasta completar su desarrollo para un tratamiento subcronico de 48 h (Fig. 12).
El ensayo se hizo por duplicado para cada concentracion y el experimento completo se repitié
en tres ocasiones.

Sincronizacion de cultivos

/
\

)
3

@

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

Exposicion de larvas

de 72h 2 2,4-D Grupos de aprox. 100 larvas por concentracion

& 3 ¥ 3 ¥ g ¢ § -
¥ o . i g .
§ ¥ 4 hl & # §

Analisis morfologico, conteo de
sobrevivencia y proporcién sexual

T

Fig. 12 Disefio experimental utilizado para la exposicién de larvas de tercer estadio.
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I1.5. Registro de toxicidad
Al emerger los adultos se revis6 su morfologia para sexar a los organismos y buscar alteraciones.
Se cuantificé el nimero de hembras y machos en los lotes testigo y experimentales (Fig. 12).

I1.6. Cruzas

Para establecer la actividad reprotoxica del 2, 4-D y determinar el efecto de una sola exposicion
en los progenitores y en su descendencia, se realizaron 3 esquemas de cruzas: hembra virgen
tratada x macho tratado (TxT), hembra virgen tratada x macho no tratado (TxNT) y hembra
virgen no tratada x macho tratado (NTXT). En paralelo, se mantuvieron cultivos de los cuales se
obtienen las hembras y los machos no expuestos. Para cada esquema de cruza se siguieron en
total 20 parejas que se colocaron en una relaciéon 1 : 1 (hembra : macho) en tubos individuales
con medio de cultivo fresco, libre del 2, 4-D. Los progenitores se retiraron a los 5 dias y a los 14
dias se revisaron los tubos para determinar la fertilidad (Fig. 13).

Se examiné la morfologia de las moscas de la primera generacion (Fi) y se registré el nimero de
hembras y machos por tubo.

Para cada concentraciéon se colocaron 20 parejas (Fi x Ii) en tubos individuales libres del
2, 4-D para obtener la Fa. Se retir6 a los progenitores Fi a los 5 dias y se espero la emergencia de
los adultos. Se obtuvo la fertilidad de las moscas de la F; y se registré el nimero de hembras y
machos por tubo. El procedimiento se repitié para obtener a la Fs.
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Elegir al azar 20 7 y 20 & tratados

por cada concentracion
Sembrar 1 pareja por tubo. Sembrar 1 pareja por tubo. Sembrar 1 pareja por tubo.
10  tratadas x 10 ! tratados por 10 © tratadas x 10 /{ no tratados por 10 © no tratadas x 10 -/ tratados por
cada concentracion. 10 tubos en total cada concentracién. 10 tubos en total cada concentracion. 10 tubos en total
Cruza TxT Cruza TxNT Cruza NTXT
B e I == J== JENE R JE E e ] (w1 1 [ B I J I ]} = = I R e e =
Analisis morfolégico, registro de la fertilidad, Analisis morfolégico, registro de la fertilidad,
progenie promedio y proporcion sexual en la F1 progenie promedio y proporcién sexual en la F1
Elegir al azar 10 parejas de hermanos por Elegir al azar 10 parejas de hermanos por Elegir al azar 10 parejas de hermanos por
concentracién y sembrar una pareja por tubo. concentracion y sembrar una pareja por tubo. concentracién y sembrar una pareja por tubo.
10 tubos en total 10 tubos en total 10 tubos en total
e o o e L L Lo L Lo o o G b b el b e b e o o o e o o L e L
Analisis morfologico, registro de la fertilidad, Analisis morfoldgico, registro de la fertilidad,
progenie promedio y proporcion sexual en la F2 progenie promedio y proporcién sexual en la F2
Elegir al azar 10 parejas de hermanos por Elegir al azar 10 parejas de hermanos por Elegir al azar 10 parejas de hermanos por
concentracién y sembrar una pareja por tubo. concentracion y sembrar una pareja por tubo. concentracién y sembrar una pareja por tubo.
10 tubos en total 10 tubos en total 10 tubos en total

(a7 7 I 1 °r J 7 ]} R R e e e =1 - -
Analisis morfologico, registro de la progenie Analisis morfolagico, registro de progenie Analisis morfologico, registro de progenie

promedio y proporcién sexual en la F3 promedio y proporcién sexual en la F3 promedio y proporcion sexual en la F3

v

Andlisis de datos y pruebas estadisticas.
El experimento consistié en dos replicas.

Fig. 13 Diagrama de la metodologia utilizada en los 3 esquemas de cruza.

34



I1.7. Analisis morfolégico

Al emerger los adultos, se revisé la morfologia para sexar a los organismos y buscar alteraciones.
Se cuantificé el nimero de hembras y machos en los lotes testigo y experimentales. También se
registraron las alteraciones morfoldgicas, en donde se consideraron unicamente aquellas que
estuvieran relacionadas con la placa genital, alteraciones en las patas y con relacion al tamafo de
los organismos.

I1.8. Analisis de resultados

I1.8.1. Toxicidad del 2,4-D
Para determinar la toxicidad del tratamiento se calcul6 la sobrevivencia promedio (SP) en las
series experimentales y en el testigo, de la siguiente manera:

op — Y. de organismos recobrados

> de tubos sembrados

Para determinar si el 2,4D tiene un efecto relacionado con el sexo de los organismos, se obtuvo
la proporcién sexual (PSx) con base en la siguiente férmula:

Y total de? 6 5

PSx =
x Y. total de organismos (? y &)

En ambos casos se compararon mediante un ANOVA de una via, a dos colas y a= 0.05.

I1.8.2. Efecto reprotoxico
Se determiné si existian diferencias entre la fertilidad de las series experimentales y el testigo
mediante una prueba de Z para proporciones, a dos colas, con un a= 0.05.

Mediante la fertilidad (F) y la progenie promedio (PP), se evaltia como afecto el tratamiento con
2,4-D a la capacidad reproductiva y como se modificé la cantidad de progenie obtenida en las
tres diferentes cruzas.

_ Y de tubos con progenie

F =

Pp — Y de moscas por concentracioén

Y tubos sembrados Y. de tubos con progenie
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Para determinar el efecto de la exposicion de los progenitores en la cantidad de progenie Fy, F»
y F3 se compar6 la progenie promedio/familia de las series expetimentales y el testigo, mediante
un ANOVA de una via, a dos colas y «=0.05, respectivamente.

Se realizo la prueba de Kastenbaum-Bowman (Kastenbaum & Bowman K. O., 1970) y se probé
si existen diferencias significativas en el nimero de malformaciones por concentracion entre el
namero total de organismos recuperados.

Con la finalidad de visualizar de una mejor manera los resultados obtenidos con relacion a la
progenie promedio, se corrigieron a 1 dividiendo los datos de cada concentracién sobre el testigo
de su respectivo tratamiento y tipo de cruza. Lo anterior se aplicé a las tres generaciones.
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ITI. Resultados

Los datos obtenidos en este trabajo se evaluaron en tres etapas. En primera instancia, se evalu6
el efecto del 2,4-D en la sobrevivencia y en la proporcion sexual de los organismos tratados. En
la segunda, se analiz6 el efecto del 2,4-D en la descendencia de los organismos tratados durante
tres generaciones para lo cual se registré: la cantidad de progenie, la fertilidad y la proporcion
sexual en los tres diferentes esquemas de cruzas. Por dltimo, se analizé la morfologia de los
organismos para determinar la presencia de algin fenotipo anormal.

II1.1. Toxicidad del 2,4-D
Para evaluar el efecto téxico del 2,4-D se calcul6 el promedio de la sobrevivencia de las moscas
tratadas con cada una de las concentraciones de 2,4-D utilizadas. Los resultados muestran que

el 2,4-D tuvo un efecto letal en la concentracién de 1.12x10' mM (Fig. 14 y Tabla 2), pues ningtin
organismo sobrevivié a dicha concentracion.

En el rango de concentracion de 1.72x10* mM a 1.10x10? mM de 2,4-D, hay un incremento en
el numero de organismos que lograron sobrevivir, tomando como referencia al testigo (Fig. 14
y Tabla 2). En concentraciones mayores, empezé a disminuir el numero de organismos

recobrados hasta llegar a la concentracién letal (1.12x10" mM; Fig. 14 y Tabla 1). Al no recuperar

moscas en la concentracién mas alta (1.12x10" mM), no hubo manera de evaluar el efecto del
2,4-D en sus descendientes.

Los promedios de sobrevivencia, proporcion sexual y fertilidad obtenidos después de la
exposicion de larvas al 2,4-D se muestran en la Tabla 2.

Sin importar el sistema de cruza, la exposicion al 2,4-D no afectd la fertilidad de los organismos
expuestos (Tabla 2).
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Tabla 2. Sobrevivencia promedio, proporcion sexual promedio y fertilidad de moscas tratadas

con 2.4-D.
24-D[mM] N S*tee o PS Q * ee o PS & + ee ®  FTXT FTxNT FNTxT

Test 738 1054 = 92 — 0508 £ 0.01 — 0492 = 001 — 0.90 0.95 1.00
1.72E-04 565 113.0 £ 48 — 0509 £ 004 — 0491 = 004 - 0.95 1.00 0.95
6.86E-04 855 1221 £ 46 — 0480 £ 002 - 0520 £ 002 - 1.00 1.00 0.90
2.74E-03 791 113.0 £ 6.0 — 0491 £ 002 - 0509 £ 002 - 0.95 0.90 0.85
1.10E-02 834 1191 = 67 — 0477 £ 0.02 — 0523 + 002 - 1.00 0.90 0.85
4.39E-02 757 1081 £ 44 — 0473 £ 0.02 - 0527 = 0.02 - 1.00 0.80 0.95
1.76E-01 759 1084 £ 55 — 0463 £ 0.02 - 0537 = 0.02 - 0.95 0.95 0.95
7.03E-01 685 979 £ 63 - 0505 £ 003 - 0495 £ 003 - 1.00 1.00 0.95
2.81E+00 588 840 + 52 — 0445 £ 002 - 0555 £ 002 - 1.00 0.95 0.90
1.12E+01 4 0.6 £ 04 * 00667 £ 014 — 0333 £ 014 — 0.00 0.00 0.00

N, numero total de moscas por concentracioén; S, Sobrevivencia promedio; PS, Proporciéon sexual
promedio; ee, Error estandar; F, Fertilidad; «, ANOVA; El * indica diferencias estadisticamente
significativas P<0.05.
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Test 1.72x10-4 6.86x10-4 2.74x10-3 1.10x10-2 4.39x10-2 1.76x10-1 7.03x10-1 2.81 11.241

2,4-D [mM]

Fig. 14. Sobrevivencia (promedio * ee) de moscas tratadas con 2,4-D durante el desarrollo larvario. El *
indica diferencias significativas con respecto al testigo (P<0.05).
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En la Fig. 15 se muestra la proporcion sexual promedio de los organismos tratados con
diferentes concentraciones de 2,4-D. En todos los tratamientos se recuperaron mas machos que

hembras, a excepcién del testigo y las concentraciones 1.72x10* y 7.03x10" mM (Fig. 15 y Tabla
2).
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Fig. 15. Promedio de la proporcién sexual de moscas tratadas con 2,4-D durante el desarrollo larvario.

El tratamiento parece tener un efecto que estimula la sobrevivencia, recobramos mas
organismo en las concentraciones medias (6.86x10*a 1.76x10™") en comparacién con el testigo.
Si tomamos en cuenta que la proporcion sexual esperada entre machos y hembras es del 0.5,
para cada sexo, el efecto que tiene el tratamiento sobre las moscas expuestas pareciera
estimular la sobrevivencia de los machos. Se observa una tendencia de recuperar mas machos
que hembras (Fig. 15) en las diferentes concentraciones (a excepcion de las concentraciones

1.72x10* y 7.03x10"" mM). Este efecto se conoce como hormesis y se discutird més adelante.
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I11.2. Efecto reprotéxico y transgeneracional.

Para determinar si el 2,4-D afect6 la capacidad reproductiva de los organismos tratados, se

realizaron 3 esquemas de cruzas. En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos de la

progenie promedio y la fertilidad para cada una de las diferentes cruzas, a lo largo de 3

generaciones.

La fertilidad de los organismos en la I y F> no se vio afectada de manera significativa (Tabla 3).

Tabla 3. Progenie promedio y fertilidad de los tres tipos de cruzas (TxT, TxNT y NTxT) a lo largo de 3

generaciones
F1 F2 F3
24D[mM]| N Ptee « F B|N Ptee o F PB|N ©Pree «
TxT
Test 1977 1098+ 82 — 100 — [2559 1279+ 69 — 100 — |2217 1108*113 —
1.72E-04 [1872 985+ 85 — 095 — [2579 1357+ 64 — 100 — |2476 1238+ 111 —
6.80E-04 | 1894 947+ 83 — 090 — |2062 1145+ 96 - 1.00 — [2558 1279+119 -
274E-03 | 1848 972+ 83 - 100 - |2453 1226+ 97 - 090 — [1835 101.9%+ 60 -
1.10E-02 [2310 1155+ 72 — 100 — [2599 1299+ 96 — 095 — |2109 111.0%X109 -
439E-02 1940 970+ 108 - 100 - |2566 1283+ 98 — 090 — (2114 1174£109 -
1.76E-01 [1871 984+ 80 - 095 — [2017 1120* 84 — 090 — |1899 1055% 94 —
7.03E-01 | 2007 1003+ 58 — 1.00 — |2285 1142+ 96 — 095 — [2420 1273+ 82 —
281E+00 | 1713 856+ 62 — 1.00 — [2123 1061+124 - 100 — 2398 1199+ 79 -
TxNT
Test 2035 1071+ 81 — 100 — 2697 1348+1107 - 095 — |2541 1337+ 85 -
1.72E-04 1985 992+ 65 - 100 - [2523 1261+£119 - 100 - |2603 1301+ 7.7 —
6.86E-04 1723 861+ 63 — 1.00 — [2754 137.7X116 — 095 — |2176 1145%f 47 —
2.74E-03 | 1604 891+ 101 - 100 - |2071 103.5+109 - 1.00 - [2156 107.8%+ 127 -—
1.10E-02 | 1565 869+ 108 - 090 — [2090 1161%£120 - 090 — |2149 1193+ 71 —
439E-02 | 1390 868+ 103 - 100 - |2612 1306+ 69 - 085 — [1923 1131+ 81 —
1.76E-01 [1550 815+ 94 — 095 — [2363 1243+ 80 — 100 — |2395 1197+ 87 —
7.03E-01 |[1689 844+ 62 — 100 - 2763 1381+102 — 095 — [2395 1260%109 -
281E+00 | 1986 1045+ 72 — 1.00 — [2828 1414+ 58 — 095 — |2340 1231+ 91 —
NTxT
Test 1673 836f 82 — 085 — |1826 1074+131 — 090 — |2282 1267+ 111 -
1.72E-04 [1838 967+ 86 — 0.65 — [2048 1575+ 68 * 100 — |2387 1193+ 91 —
6.80E-04 |2185 1213+ 141 - 100 — |2248 1124+128 - 1.00 — [1824 912+ 94 -
274E-03 |2482 1460+ 94 * 090 - 2209 1227+126 — 100 — [1892 946%105 -
1.10E-02 (2220 1305+ 98 * 085 — |2204 1296%t123 — 095 — |1476 776112 *
439E-02 |2477 1303+ 115 * 090 - |1873 1040%+129 — 095 - |1662 874+ 120
1.76E-01 [1909 1004+ 90 - 100 — |1933 966* 74 — 095 — |1480 778% 7.1
7.03E-01 | 1938 1020+ 92 - 08 — |1359 799+117 - 090 — [1391 7721132
281E+00 | 2593 1440+ 98 * 095 — [2611 1374+ 87 — 100 — [2343 1171+ 92 —

N, numero de total de moscas por concentracién; P, Progenie promedio; ee, Error estandar; o, prueba
ANOVA; F, Fertilidad; B, Prueba de Z para proporciones; El * indica diferencias estadisticamente

significativas P<(.05.
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II1.2.1. Cruza TxT.

En la Fig. 16 se muestra el indice de la sobrevivencia promedio, la progenie promedio de la Fi,
F, y Fs de la cruza TxT. El indice se obtuvo independientemente para cada generacion,
dividiendo el nimero de la progenie promedio de cada concentracion entre el numero de
progenie promedio obtenida en su testigo correspondiente.
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M Tratamiento MF1 F2 OF3

Fig. 16. Sobrevivencia promedio de moscas tratadas con 2, 4-D, progenie promedio Fi, F2 y F3 de la cruza

TXT.

La progenie promedio proveniente de los tratamientos con diferentes concentraciones se
mantuvo similar al testigo durante las tres generaciones. Durante las primeras dos generaciones
(F1 y F2), en las concentraciones 6.86x10, 7.03x10" y 2.81, el nimero de progenie se mantuvo
por debajo del testigo, pero al llegar a la I5 se observé un incremento en el nimero de progenie
incluso ligeramente mayor que en el testigo.

Los resultados de la proporcion sexual promedio obtenidos en la cruza TxT a lo largo de las
tres generaciones se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Proporciéon sexual promedio de la cruza TXT durante 3 generaciones.

TXT
F1 F2 F3

2,4-D [mM] PS Q *ee o« PSJd+tee o | PSQ *ee o PS 3 * ee o | PSQ *ee o« PSJdtee o
Test 0.523+0.015 - 0477£0.015 - 0473%£0.012 - 0.527£0012 - 0521£0.013 - 0479£0.013 -
1.72E-04 0.524+0.030 - 0476+0.030 - 0.509+0.015 - 0491+£0.015 - 0479%£0.010 - 0.521%£0.010 -
6.86E-04 0.497+0.013 - 0503+£0.013 - 05090011 - 0491£0.011 - 0.521+£0.010 - 0479+0.010 -
2.74E-03  0467%x0.015 — 0.533%+0.015 — 0488%+0.024 — 0.512+0.024 - 0501*£0.014 — 0499+£0.014 -
1.10E-02  0.514£0.012 - 0486+0.012 - 0497%£0.013 - 0.503£0.013 - 0488%£0.019 - 0.512£0.019 -
439E-02  0.527+0.019 - 0473%£0.019 - 0.506%£0.013 — 0494%£0.013 - 051520011 - 0485%£0.011 -
1.76E-01  0.512+0.014 - 0.488%+0.014 - 0.498+0.010 - 0.502+0.010 — 0.544%£0.020 — 0456%£0.020 -—
7.03E-01 0.493+£0.017 - 0507x£0.017 — 05040014 — 0496%£0.014 — 0506x0.015 — 0494+0.015 -
2.81E+00 0.487+0.015 - 0513+£0.015 - 0504+0.011 - 0496+£0.011 — 0498+0.013 - 0.502+0.013 -

Proporcién sexual promedio; ee, Error estandar; o, Pruebas de ANOVA.

Se detectaron fluctuaciones en la proporcion sexual dentro de un rango similar al testigo, por lo

que no existen diferencias significativas (Tabla 4). La proporcién sexual, tanto en hembras como

en machos se mantuvo cerca de 0.5. (Fig. 17).
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Fig. 17. Promedio de la proporcién sexual de moscas provenientes de la cruza TxT durante tres

generaciones.
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II1.2.2. Cruza TxNT.

En la Fig. 18 se muestra el indice de la sobrevivencia promedio, progenie promedio de la Fi, F,
y Is de la cruza TxNT. El indice se obtuvo independientemente para cada generacion, dividiendo
el nimero de la progenie promedio de cada concentraciéon entre el nimero de progenie
promedio obtenida en el testigo.

Cuando la hembra fue la Ginica expuesta, se observé una tendencia en donde la progenie de todas
las concentraciones es menor o igual a la obtenida en el testigo (Fig. 18).

Durante la Fi, F» y F; se observa una tendencia de obtener menor cantidad de progenie
comparado con el testigo. En las dos concentraciones mas altas (7.03x10! y 2.81 mM) la cantidad
de progenie es similar al testigo.
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Fig. 18. Sobrevivencia promedio de moscas tratadas con 2, 4-D y progenie Fi, F2 y F5 de la cruza TxNT.

Los promedios de la proporcion sexual obtenidos en la cruza TxNT a lo largo de las tres
generaciones se muestran en la Tabla 5
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Tabla 5. Proporcién sexual promedio de la cruza TxNT durante 3 generaciones.

TXNT
F1 F2 F3

24D[mM] PSQtee o« PSStee o« | PSQftee o« PSPtee o | PSQtee o PSTtee «
Test 0.519+0.018 - 0481£0.018 - 0511+0011 - 0489£0.011 - 0.514%£0.011 - 0486+0.011 -
1.72E-04  0.499%+0.008 - 0.501+0.008 — 0.509%+0.022 - 0491+0.022 - 0495+0.012 - 0.505+0.012 —
6.86E-04 0.4991+0.016 — 0501+0.016 — 051510017 - 0485%£0.017 — 0488+0.012 - 051210012 -
274E-03  0.539+£0.021 - 046110021 - 0477£0.031 - 0523+0.031 - 0.520%£0.016 - 0480%£0.016 -
1.10E-02  0.494%+0.020 - 0.506£0.020 - 0547+0.027 - 04531£0.027 - 0522%£0.012 - 0478+0.012 -
439E-02 0488+0.025 - 0512£0.025 - 0516%£0.014 - 0484%+0.014 - 0508£0.011 - 0492%+0.011 -
1.76E-01  0497%£0.020 - 0.503%0.020 - 0.534+0.016 - 0466+0.016 — 0.504%+0.012 - 0496+0.012 —
7.03E-01 0.506+0.021 — 0494+0.021 — 047910009 - 0521£0.009 - 047710033 - 05231£0.033 -
281E+00 0472+0.023 - 0528%£0.023 - 0.502+0.010 - 0498%£0.010 - 05100011 - 0490£0.011 -

Proporcién sexual promedio; ee, Error estandar; a, Pruebas de ANOVA.

A pesar de que hubo variacién en la proporcion sexual, no existen diferencias significativas ya

que los valores se mantienen dentro de un rango similar al testigo (Tabla 5). La proporcion

sexual, tanto en hembras como en machos, se mantuvo cerca de 0.5 en todas las concentraciones
y alo largo de la Fy, F» y F; (Fig. 19).
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Fig. 19. Promedio de la proporcion sexual de moscas provenientes de la cruza TxNT durante tres

generaciones.
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111.2.3. Cruza NTxT.

En la Fig. 20 se muestra el indice de la sobrevivencia promedio, progenie promedio de la Fi, F,
y Is de la cruza N'TXT. El indice se obtuvo independientemente para cada generacion, dividiendo
el nimero de la progenie promedio de cada concentraciéon entre el nimero de progenie
promedio obtenida en el testigo.

Cuando el macho es el inico expuesto al 2,4-D, la progenie que se obtiene durante la Iy siempre
es mayor que el testigo y en las concentraciones 2.74x107, 1.10x10?, 4.39x10? y 2.81 mM hubo
diferencias estadisticamente significativas.

En la F; hubo un incremento en el valor de la progenie en la concentracién 1.72x10* mM que
llegé a ser estadisticamente significativo. En las concentraciones siguientes, hay una disminucion
gradual de la progenie, la tendencia es recuperar menos organismos conforme aumenta la
con respecto al testigo.

concentracion, excepto en la concentracion 2.81 mM en donde la progenie recuperada es mayor
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Fig. 20. Sobrevivencia promedio de moscas tratadas con 2, 4-D y progenie Fi, F2 y F5 de la cruza NTXT.
El * indica diferencias significativas con respecto al testigo (P<<0.05).
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Enla F; los valores siempre fueron menores que en el testigo, aunque solo en las concentraciones

1.10x10%, 1.76x10" y 7.03x10"" mM se encontraron diferencias significativas. El promedio de la

progenie disminuy6 gradualmente conforme aumentd la concentracion, pero al llegar a la

concentracion mas alta (2.81 mM), hubo un aumento en la cantidad de progenie hasta llegar a

ser similar al testigo.

En la cruza NTXT se visualiza una tendencia en cada generacion. Durante la Fy, se obtiene mas

progenie, en la F, la progenie se mantiene muy similar o cerca de los valores del testigo y en la

F; hay una disminucién en el nimero de progenie.

La Tabla 6 muestra los resultados de la proporcion sexual promedio. La proporcion sexual, tanto

en hembras como en machos, se mantuvo cerca de 0.5 a lo largo de 1a Fy, F» y F5 (Fig. 21).

Tabla 6. Proporciéon sexual promedio de la cruza NTxT durante 3 generaciones.

NTXT
F1 F2 F3

24D[mM] PSQ+tee o PSTHtee o | PSQtee o« PSItee o | PSQtee o« PSTtee «
Test 0.540+£0.015 - 0460£0.015 - 0544£0.018 - 0456%£0.018 - 0.519£0.020 - 0481%£0.020 -
1.72E-04  0.539+0.013 — 0461+0.013 — 0.508%+0.014 — 0492+0.014 — 0.534%+0.012 - 0466+0.012 —
6.86E-04 0.465+0.013 — 0.535+0.013 — 0488+0.013 - 051210013 - 0486+0.023 - 05141£0.023 -
2.74E-03  0517£0.015 - 0483£0.015 - 0495%£0.020 - 0.505£0.020 - 0.533%£0.023 - 0467%£0.023 -
1.10E-02  0.513%£0.017 - 0487%£0.017 - 0.501+0.010 - 0499+0.010 - 0.539+0.035 - 0461+0.035 -
439E-02 0482+0.028 - 0518%£0.028 - 0.502£0.030 - 0498%+0.030 - 0476%£0.018 — 0.524+0.018 -
1.76E-01  0.518+0.013 — 0482%+0.013 — 0487%+0.018 - 0.513+0.018 — 0.514+0.020 - 0486%+0.020 —
7.03E-01 0.509+0.013 - 0491%£0.013 - 0495+£0.015 - 0505%£0.015 - 0475%0.034 — 0.5251£0.034 -
281E+00 0.513+0.020 - 0.487+0.020 - 05060015 - 0494£0015 - 0498+0.014 - 0502+£0.014 -

Proporcién sexual promedio; ee, Error estandar; a, Pruebas de ANOVA; El *
estadisticamente significativas P<0.05.

indica diferencias
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Fig. 21. Promedio de la proporcién sexual de moscas provenientes de la cruza NTXT durante tres
generaciones.

El tratamiento no tiene un efecto directo sobre la proporcion sexual durante la descendencia
de los organismos tratados en los tres diferentes esquemas de cruza.
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ITI.3. Alteraciones morfologicas.

Los adultos que fueron expuestos al 2,4-D durante la etapa larvaria no presentaron ninguna
alteracion morfolégica, pero en la progenie de estos organismos se presenté una serie de
alteraciones morfoldgicas que persistieron durante las tres generaciones. En la Fig. 22 se
muestran algunos de los organismos que fueron encontrados en la F en los diferentes esquemas
de cruzas.

b

Fig. 22 Alteraciones morfoldgicas en moscas de la Fs. A) Macho con la placa genital evertida, cruza TxNT;

B) Hembra de menor tamafio, cruza TxT; C) Hembra con la placa genital evertida y huevos sueltos en la
cavidad abdominal, cruza NTxT; D) Macho de menor tamafo, cruza TxT; E) Hembra con placa genital
evertida y girada, cruza TxT; F) Extremidad no desarrollada, cruza TxNT; G) Segmento extra en una
pata, cruza TxIN'T; H) hembra con placa genital evertida, cruza TxINT; J) Macho con placa genital evertida
y girada, cruza TxNT.
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Las alteraciones morfolégicas que se consideraron fueron unicamente aquellas que estuvieran
relacionados con: 1) la placa genital, en la mayoria de los casos la placa estaba evertida y/o girada;
2) con relacién al tamafio de los organismos, ya que hubo una reducciéon en el tamafio corporal;
y 3) con respecto a las patas, se observo que en algunos casos no se encontraban desarrolladas
completamente o presentaban segmentos extras.

En la Tabla 7 y Fig. 23 se presenta el nimero de organismos recobrados con alteraciones
morfolégicas a lo largo de las tres generaciones en cada esquema de cruza.

Tabla 6. Incidencia de alteraciones morfoldgicas.

TxT TxNT NTxT Evaluacion poblacional

2,4-D[mM] F1 F2 F3 Total F 11_\1 E3 "/;I::.l ¢ ¢ F1 F2 F3 Total - 11_\] 3 ;; x:;; o« | F1 F2 F3 Total FlleF 3 :/\:T:L « |T/[] YN %mt;tfnl o
Test 0O 0 0 0 6753 000 —| 0O O O O 7273 000 -0 O O O 5781 000 —| O 19807 0.000 —
1.72B-04 |1 0 6 7 6927 0.10 1 2 2 5 7111 007 *({0 3 1 4 6273 006 *| 16 20311 0.079 *
6.86E-04 1 0 6 7 6514 0.11 2 0 2 4 6653 006 *[0 1 0 1 6257 002 — |12 19424 0.062 *
274E-03 | O O 2 2 6136 003 -0 O O O 583 000 —-]1 0 3 4 06583 006 *| 6 18550 0.032 -
1.10E-02 | O 0 O 0 06928 0.00 1 0 3 4 5804 007 *[{0 O O O 590 000 -] 4 18632 0.021 -
439E-02 [2 1 1 4 6620 006 *|2 O 2 4 5928 007 *|0 2 6 8 6012 013 *| 16 18560 0.086 *
1.76E-01 1 0 O 1 5787 002 -3 0O 3 6 6308 010 *|0 1 1 2 5322 004 —| 9 17417 0.052 *
7.03E-01 o 1 1 2 6712 003 —|0 O 1 1 06847 001 -0 O 1 1 4688 002 - | 4 18247 0.022 —
281E+00 [0 0O 2 2 6234 003 — [0 O O O 7154 000 —|[0 1 3 4 7547 005 *| 6 20935 0.029 -

Fi, alteraciones morfoldgicas en la Fy; Fa, alteraciones morfoldgicas en la Fa; Fs, alteraciones morfologicas
en la F3; N Fi-F;, Numero total de moscas obtenidas durante las tres generaciones segin el esquema de
cruza; T/[ ], Total de alteraciones motfolégicas por concentracion; Y. N, Suma total de moscas; o, prueba
de Kastenbaum-Bowman; El * indica diferencias estadisticamente significativas p<<0.05.

La incidencia de alteraciones morfologicas se mantuvo a lo largo de las tres generaciones, en los
diferentes sistemas de cruzas y en todas las concentraciones. La mayor incidencia de alteraciones
se presenta durante la F; (Tabla 6) sin asociacion a un esquema de cruza particular. De las 19,807
moscas que se recobraron en el testigo, no se observé ninguna alteracion, lo que nos refiere un
dafo ocasionado por el 2,4-D. Como se mencioné anteriormente, se utilizé agua destilada como
disolvente y testigo negativo.

En la cruza TxT se encontraron diferencias significativas en las concentraciones 1.72x104,
6.86x10™* y 4.39x10"* mM, lo que refleja un mayor dafio en las concentraciones mas bajas (Fig.
23). En la cruza TxNT se detectaron diferencias significativas en las concentraciones 1.72x107,
6.86x107*, 1.10x102, 4.39x10 y 1.76x10" mM, siendo la cruza en donde hay mas dafio (Fig. 23).
En la cruza N'TXT las diferencias significativas se encontraron en las concentraciones 1.72x10%,
2.74x107, 4.39x102 y 2.81 mM (Fig. 23).

En la cruza TxNT se recuperaron mas organismos con alteraciones morfoldgicas, esto podria
explicar por qué en la progenie promedio hay una tendencia a recuperar menos progenie en
comparacion con el testigo (Fig. 18). Puede que el dafio haya sido tal que en algunos organismos
fue letal y por eso se recupera menos progenie.
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Fig. 23 Porcentaje de alteraciones morfoldgicas en cada esquema de cruza. El * indica diferencias

significativas con respecto al testigo (P<0.05).

50



Con la finalidad de estimar el impacto a nivel poblacional se obtuvo el total de
alteraciones/concentracién, sumando el nimero de alteraciones recobradas a lo largo de las tres
generaciones, en los tres esquemas de cruza (Fig. 24). Se obtuvieron diferencias significativas en

las dos concentraciones mas bajas (1.72x10™* y 6.86x10* mM) y en las concentraciones medias
(4.39x10? y 1.76x107" mM).
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Fig. 24 Porcentaje de alteraciones morfoldgicas totales a nivel poblacional y transgeneracional. El * indica
diferencias significativas con respecto al testigo (P<0.05).
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IV. Discusion

Los seres vivos estamos en constante exposicion a una gran variedad de compuestos quimicos
y/o agentes fisicos que son potencialmente dafiinos, poniendo en tiesgo nuestra integridad y la
de los descendientes.

El modelo clasico de estudio dosis-respuesta plantea que la relacion entre la concentracion de
un compuesto y su efecto sobre un organismo sigue un comportamiento creciente y lineal,
iniciando por el origen y una regiéon en donde los efectos no son medibles hasta llegar a una
region de respuesta maxima o letal (en algunos casos), lo que quiere decir que mientras mayor
sea la dosis, mayor sera el efecto (Pefa ez a/., 2001). Sin embargo, este modelo no contempla lo
que sucede en las concentraciones bajas, en donde no hay un efecto observable o, por el
contrario, existe un mayor efecto que a concentraciones altas. Este aspecto es importante, pues
podtia estarse ignorando un posible dafio al material genético heredable en los sobrevivientes.

En este trabajo se evalu6 el efecto generado después de una unica exposicion de moscas al 2,4-
D. Para esto, se evalud el cambio de diferentes biomarcadores: sobrevivencia (S), progenie
promedio (P), proporcion sexual (PS) y fertilidad (F).

IV.1. Toxicidad del 2,4-D

La sobrevivencia es un biomarcador que nos ayuda a determinar la toxicidad de un compuesto
de manera general. Al exponer a las larvas al 2,4-D, se observo que en las concentraciones mas
bajas se recupera mayor nimero de moscas que en el testigo, aunque no se confirman diferencias
estadisticamente significativas. Este tipo de respuesta se denomina hormesis.

La hormesis se refiere a una respuesta de dosis bifasica a un agente ambiental caracterizado por
una estimulacion a dosis baja o un efecto “beneficioso” y un efecto toxico o inhibitorio a dosis
altas. Es una respuesta adaptativa de las células y los organismos a un estrés moderado. Como
resultado, las células aumentan su produccién de proteinas citoprotectoras y restauradoras,
incluidos los factores de crecimiento, enzimas antioxidantes y las proteinas chaperonas. La
respuesta de la célula u organismo a la dosis baja de la toxina se considera un proceso
compensatorio adaptativo después de una interrupcién inicial en la homeostasis (Mattson, 2008).

Como en todos los organismos, en Drosgphila no todas las larvas logran llegar al estado adulto.
Teniendo en cuenta esto, sabemos que el nimero de larvas que completan el desarrollo hasta
imagos es menor al 100%. Determinados compuestos inductores de estrés en las larvas provocan
que su metabolismo se active y el porcentaje de larvas que llegan a imagos es mayor que el que
se obtiene si el estimulo no logra activar la respuesta metabolica asociada con la desintoxicacion,
asi, el efecto de una concentracion baja puede llegar incluso a ser letal.

A partir de la concentracion 1.72x10* mM, hasta la 1.10x102 mM, el 2,4-D no parece toxico
para las larvas y el estrés inducido provoca que un porcentaje mayor que en el testigo logre
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culminar su ciclo de vida hasta convertirse en imagos. La concentracion de 1.12x10" mM resultéd
ser letal para los organismos.

La determinacion sexual en D. melanogaster indica que la probabilidad de obtener una hembra o
un macho es de 0.5. Teniendo esto en cuenta, si el tratamiento no afecta este biomarcador, podria
haber fluctuaciones dentro de este rango. En la proporcién sexual de los organismos tratados,
se recuperaron mas machos que hembras, a excepcion del testigo y en las concentraciones
1.72x10* y 7.03x10" mM, a partir de las cuales se recuperaron ligeramente mas hembras que
machos. Existe una tendencia a recuperar mas machos, lo que nos indica que el tratamiento
podria estar estimulando la sobrevivencia de los machos. Esta tendencia evidencia que el
tratamiento tiene un efecto diferencial sobre alguno de los dos sexos.

No se observaron diferencias significativas en la fertilidad de los organismos tratados, todos se
mantienen iguales o similares al testigo. El 2,4-D no muestra efecto sobre la fertilidad de los
organismos en las concentraciones probadas.

IV.2. Efecto reprotoxico y transgeneracional.

Cuando hablamos de herencia, o de los caracteres que se pueden transmitir de una generacion
a las siguientes durante la reproduccion, inmediatamente pensamos en el mecanismo de
herencia clasica o herencia mendeliana, en donde la informacién (genes) se transmiten sin
cambios de los padres a su descendencia, por lo que estos patrones de herencia son muy
predecibles. Clasicamente, estos mecanismos pueden ser monogénicos o digénicos y siguen
patrones de herencia autosémico dominante, autosémico recesivo y ligado al cromosoma X.
Ahora sabemos que existen mecanismos de herencia no clasicos, que ademas de no seguir el
patron de herencia descrito por Mendel, son el resultado de diferentes mecanismos
moleculares y pueden ser multifactoriales (Klugman, 2019).

Estos mecanismos de herencia no clasica pueden estar influenciados por la regulacién
epigenética (metilacion del DNA, modificaciones en las histonas, estructura de la cromatina y
RNA no codificante) e incluir alteraciones de la impronta genémica, disomia uniparental,
mosaicismo, repeticiones de satélites y enfermedades mitocondriales (Hanson & Skinner, 2016;
Klugman 2019).

La toxicidad de un compuesto, ademas de afectar la sobrevivencia, puede tener efectos a otros
niveles. Puede afectar la capacidad de reproduccion, generando alteraciones en los procesos
fisiolégicos relacionados con el apareamiento, la diferenciacion, maduracion sexual, produccion
de gametos y la fecundacién (Repetto & Repetto, 2009).

En la cruza TXT, no se observo ninguna alteracion en la cantidad de progenie que tienen los
organismos a lo largo de tres generaciones, pero el efecto se hizo evidente a nivel morfolégico
ya que se recuperaron organismos con malformaciones de diferente tipo.
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En la cruza TxNT se observa una tendencia que muestra como el 2,4-D esta alterando y
modificando de manera negativa la cantidad de progenie que se obtiene en generaciones
siguientes a una inica exposicion.

En la cruza NTXT se observo el mayor efecto (con respecto a la cantidad de progenie) del 2,4-
D. En la F; siempre se recuperé mayor cantidad de progenie con respecto al testigo. Al llegar a
la F2, en la concentracién 1.72x10* mM se obtuvo una mayor cantidad de progenie y fue
estadisticamente significativo; sin embargo, en las concentraciones restantes se reflejé una
disminucién gradual en el nimero de progenie conforme aumenta la concentracion a la que fue
expuesto el macho parental. Alllegar ala I; el nimero de progenie continué disminuyendo hasta

ser estadisticamente significativo en tres concentraciones (1.10x102, 1.76x10™! y 7.03x10).

La tendencia de obtener un menor nimero de progenie conforme aumenta la concentracion
sugiere que en la concentracién mas alta serd en donde se obtenga un menor nimero de
progenie. Los resultados reflejan algo diferente a lo esperado, ya que en dos de las
concentraciones mas altas (1.76x10" y 7.03x10"" mM) comienza a disminuir el nimero de
progenie, pero al llegar a la concentracion 2.81 mM (que fue la mas alta que se probd para el
efecto transgeneracional), invariablemente se observé un incremento. Este efecto se observé
durante las tres generaciones.

Se observé un patréon en la cantidad de progenie que se recupera en la cruza NTxT. A excepcion
de la concentracién mas baja (1.72x10™* mM), en todas las concentraciones disminuy6 la cantidad
de progenie conforme se avanza en el tiempo. A medida que pasan las generaciones el nimero
de progenie que se obtuvo es menor.

La cantidad de progenie se vio alterada cuando se expuso al macho. En la primera generacion
aumento hasta llegar a ser significativa, y en las generaciones siguientes hubo una disminucion
en la cantidad de progenie que llegé a ser significativa.

Los resultados de las cruzas TxNT y NTxT explican por qué en la cruza TxXT no se muestra un
efecto aparente con respecto a la cantidad de progenie. Cuando unicamente la hembra es tratada,
el nimero de progenie es menort, pero cuando solamente el macho es el tratado, la tendencia es
recuperar mas progenie. El efecto que tiene el 2,4-D en el macho y en la hembra se esta
enmascarando cuando ambos organismos son tratados.

El 2,4-D no mostro6 tener un efecto en la fertilidad de la Iy y F,, se mantuvo igual o similar al
testigo en los tres esquemas de cruzas. En un panorama general, la fertilidad no se vio afectada
por el 2,4-D.

Al evaluar la proporciéon sexual, no se observaron diferencias significativas. Estos resultados
indican que no hay un efecto sobre la proporcion sexual durante el desarrollo. El 2,4-D no
presentd un efecto sobre estos dos marcadores (fertilidad y proporcion sexual).

En un estudio desarrollado por Mesak e# al. (2018) se menciona que el 2,4-D tiene un impacto
en diferentes organismos bioindicadores de la calidad ambiental provocando diversos cambios
en su abundancia (Mesak ez @/, 2018). Esto coincide con los resultados obtenidos, pues se
observaron fluctuaciones en la cantidad de progenie que se logré recuperar a lo largo de las

54



generaciones con respecto al testigo, siendo este ultimo, una referencia del nimero de progenie
habitual que se obtuvo cuando no hay una exposicion al 2,4-D.

Con esto sabemos que el 2,4-D no provoca esterilidad en las moscas, pero afecta los gametos
masculinos y femeninos, pues la progenie se ve afectada. Se ha observado en estudios con
vertebrados, que cuando son expuestos al 2,4-D, existe un efecto directo sobre el desarrollo del
tejido testicular (de Castro Marcato et al, 2017; Marouani et al, 2017), problemas en la
espermatogénesis (Marouani et al., 2017), astenospermia (Harada ez a/, 2016), necrospermia
(Harada ez al., 20106) y teratospermia (Harada ez a/, 2016). Estos resultados se relacionan con la
disminucién en el nimero de progenie que se obtuvieron cuando se traté tinicamente al macho
(NTxXT), ya que el 2,4-D podria estar afectando directamente la cantidad de espermatozoides
viables que producen los machos y con ello una posible disminucién en la progenie.

IV.3. Alteraciones morfolégicas

Estudios previos registran que en organismos como el sapo argentino (Rhznella arenarum) y en
embriones de pez cebra, el 2,4-D provoca una reduccion en el tamafo y longitud de los
organismos expuestos (Aronzon et al., 2010; Li et al., 2017). En este trabajo, los organismos
expuestos al 2,4-D no presentaron ningun tipo de malformacion, pero en sus descendientes
hubo una incidencia en la reducciéon del tamafo de las moscas, tanto en hembras como en
machos. Su tamafio se redujo hasta una tercera parte de su tamafio promedio.

LaChapelle (2007) describe cémo el 2,4-D bloquea la maduracion meidtica 7z vitro e inhibe la
maduracion del ovocito en Xenopus (LaChapelle et al., 2007). En la Fig. 22 se aprecia una hembra
con la placa genital evertida y huevos en diferentes estados de maduracion que estan sueltos en
la cavidad abdominal, siendo un posible efecto del 2,4-D lo que esta ocasionando que los huevos
no maduren de manera correcta, evitando que puedan ser ovopositados.

Barik & Mishra (2018) definen a los teratégenos como factores externos (quimicos, fisicos y
biolégicos) que interfieren el proceso de desarrollo si se ingieren durante el periodo de desarrollo
prenatal y los efectos se mantienen durante toda la vida del organismo. Las alteraciones causadas
por los teratégenos pueden ser anatomicas, morfoldgicas, fisioldgicas o conductuales, que son
efectos combinados de alteraciones moleculares, celulares y bioquimicas (Barik & Mishra, 2018).

A pesar de que la exposicion al 2,4-D no fue durante la etapa prenatal, existié un efecto sobre el
desarrollo de las moscas, en donde se ve afectada la anatomia del organismo y hay alteraciones
morfolégicas que persisten en mas de una generacién. Teniendo esto en cuenta, el 2,4-D
present un efecto similar a un teratégeno. En el estudio desarrollado por Ngo ez a/. (2010), se
sugiere que la exposicion paterna al agente naranja puede estar asociada con un mayor riesgo a
padecer malformaciones en su descendencia (Ngo et al., 2010).

Sin importar el tipo de cruza, durante la F; fue en donde se observé un mayor nimero de
alteraciones morfoldgicas. El efecto del 2,4-D prevalecio en las tres generaciones, no disminuyé
ni se diluyé conforme avanza el tiempo, todo lo contrario, hubo un mayor nimero de individuos
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con alteraciones morfoldgicas. Esto significa que el efecto no solo prevalecié durante la Fi, Fa y
F;, también muestra una acumulacion del dafio conforme pasa el tiempo.

Al comparar los resultados de los tres diferentes esquemas de cruza (Fig. 6.10) es posible ver que
cuando unicamente se expuso a la hembra (TxNT) al 2,4-D, las alteraciones morfoldgicas se
presentaron en un mayor numero de concentraciones.

Como hemos venido discutiendo, podemos decir que la herencia no consiste unicamente en la
secuencia de nucledtidos de los genes contenidos en el DNA, ya que existen mecanismos
(epigenéticos) que regulan la expresiéon de estas secuencias nucleotidicas y que también se
heredan de los padres a los descendientes.

El nimero total de alteraciones morfologicas para cada esquema de cruza es el mismo, hay un
total de 25 para la cruza TxT, 24 para la cruza TxNT y 24 para la cruza NTxT. En primer lugar,
esto nos sugiere que existe un posible dafo epigenético que se esta trasmitiendo hasta una tercera
generaciéon. Todo parece indicar que el dano producido por el 2,4-D, a nivel morfologico, no se
ve afectado por el origen parental, no importa si la hembra es la unica expuesta o, por el
contrario, el macho es el unico expuesto, numéricamente ambos trasmiten el mismo dafio en la
descendencia.

El origen parental del dafio dependera de la concentracién, que se interpreta como una
sensibilidad diferencial para cada concentracion. En ambas cruzas (TxNT y NTxT) hubo una

sensibilidad a la concentracién mas baja (1.72x10™* mM). En las siguientes dos concentraciones
(2.74x107 y 1.10x102 mM) ocurrié un efecto interesante, mientras que en la cruza TxNT no se
encontré ninguna alteraciéon morfolégica en la concentracion 2.74x10 mM, en la cruza NTXT

se observé un dafio significativo. Por el contrario, en la concentracién 1.10x10? mM, no se
detect6 ningun dafio en la cruza NTxT, mientras que en la cruza TxNT si lo hubo.

Aparentemente, cuando el macho es el unico expuesto (NTxT), es sensible a la concentracion
mas alta (2.81 mM) ya que fue la unica cruza en donde se encontraron diferencias significativas
en esa concentracion. Esta respuesta es interesante debido a que los efectos parecen disminuir
gradualmente conforme aumenta la concentracion, pero al llegar a la concentracion 2.81E+00
mM, se elevé drasticamente el efecto, obteniendo diferencias significativas que se observan tanto
en el analisis morfolégico como en el nimero de progenie. Aumenté el nimero de descendencia,
pero en esa descendencia también incremento el nimero de alteraciones morfoldgicas.

Podria esperarse que existiese un dafio mayor cuando ambos parentales son expuestos (TxT),
pero al parecer esto no ocurre asi, pues no se detecté un efecto acumulativo del dafio. Siendo
este esquema de cruza el que refleja un numero menor de alteraciones morfologicas. Una posible
explicacion es que el dafio sea tan severo que la mayoria de los organismos alterados no logran
sobrevivir y solo un pequefio nimero de organismos alterados logran llegar a adultos y son los
pocos que observamos.

Al evaluar el efecto que generd el 2,4-D a nivel poblacional y transgeneracional se observa un
umbral de efecto en la poblacién. En la toxicologia se le conoce como LOAEL (lowest observed
adverse effect level) al punto en la concentracién mas baja donde tenemos efectos adversos
observables. A partir de este punto, los efectos no se deben a efectos aleatorios, sino que se
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deben a la sustancia toxica suministrada (Pefia ez 2/, 2001). Las primeras concentraciones llegan
a ser tan bajas que no son detectadas por el organismo y no logran activar los mecanismos de
desintoxicacion y reparacion en las moscas, lo que refleja un efecto significativo en las
concentraciones 1.72x10* y 6.86x10* mM. Al aumentar la concentracion, se llega a un umbral
en donde se activan los mecanismos de desintoxicacion, lo que ayuda a que el efecto provocado
por el 2,4-D sea menor y, por lo tanto, no existan diferencias significativas. Al llegar a la
concentracién 4.39x102 mM, el efecto puede ser tal que los mecanismos de desintoxicacion y
reparacion en las moscas ya no sean suficientes, motivo por el cual vuelven a existir diferencias
significativas. Nuevamente, el efecto del 2,4-D deja de ser significativo en las concentraciones
mas altas, lo que podtia significar que, si el dafio es tan grande, son pocos los organismos que
logran sobrevivir con alguna alteraciéon morfoldgica.

Existen reportes en donde se muestra que en el desarrollo activo de 6rganos durante los periodos
fetales tardios y postnatales tempranos existe una programacion critica del epigenoma y el
transcriptoma asociado con la diferenciacion celular y la organogénesis (Skinner, 2008).

Diversas pruebas sugieren que el citoplasma ejerce influencia sobre el material genético, dando
lugar a una transcripcion diferencial en momentos concretos del desarrollo. Se sugiere un
elemento extracromosémico que puede afectar el fenotipo. Por ello, la herencia de componentes
citoplasmicos juega un papel regulador importante en el desarrollo (Klug ez 4/, 2013). En
Drosophila existen diferencias entre los gametos. Se ha visto que, al finalizar la ovogénesis, el
citoplasma del ovocito maduro contiene un depdsito de mRNA, proteinas, mitocondrias,
ribosomas y otros organelos celulares, siendo de mayor tamafio que el espermatozoide. Por su
parte, durante la espermatogénesis, ocurre una reorganizacion de las mitocondrias de los
espermatozoides y se promueve una degradacion del DNA mitocondrial; se sustituyen las
histonas por protaminas, lo que da una mayor compactacion del material genético. Los
espermatozoides maduros se trasfieren a las hembras junto con el fluido seminal, que contiene
diversas proteinas (Yamashita, 2018).

Cuando se lleva a cabo la fecundacion en D. melanogaster, ademas de espermatozoides, se ha visto
que el macho aporta una gran cantidad de componentes en el liquido seminal. Tales
componentes desempefan funciones que determinan el éxito reproductivo al competir con otros
machos. Los machos que transfieren péptido sexual en la eyaculacién, aumentan la puesta de
huevos en hembras virgenes y disminuye su disposicion para volver a aparearse, asegurando asi
el éxito reproductivo (Fricke, 2009).

Teniendo esto en cuenta, el efecto diferencial entre los tres diferentes esquemas de cruza que se
observan en el nimero de progenie y en la incidencia de alteraciones morfoldgicas puede estar
directamente relacionado con los diferentes componentes que se trasmiten durante la
fecundacion, pues no solo se transmite el material genético, también se trasmite una gran
cantidad de componentes proteicos, RNA y organelos que afectan directamente en el desarrollo
de los organismos. La capacidad de un factor ambiental (por ejemplo, un disruptor endocrino)
para reprogramar la linea germinal y promover un estado de enfermedad transgeneracional, tiene
implicaciones significativas para la biologia evolutiva y etiologfa de la enfermedad (Anway ez a/,
2005).
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La cruza NTXT fue mas sensible al tratamiento, esto se evidencia con el biomarcador del nimero
de progenie. Se observan grandes fluctuaciones a lo largo del tiempo. Durante la F; y F» el macho
estimula a la hembra para aumentar la puesta de huevos lo que se traduce en un mayor nimero
de progenie.

Con base en lo anterior, se propone que el mecanismo a través del cual el 2,4-D afecta a las
moscas, involucra regulacion epigenética.

La reprogramaciéon de la linea germinal facilita la totipotencia del cigoto. Se requiere
reprogramaciéon para eliminar las firmas epigenéticas adquiridas durante el desarrollo, o
impuestas por el medio ambiente, de modo que la elaboracién posterior del plan corporal en el
embrion refleje adecuadamente el modelo genético caracteristico de cada especie. Si falla la
reprogramacion de la linea germinal, las marcas epigenéticas pueden conservarse y podrian
transmitirse de una generacion a la siguiente como un efecto transgeneracional. Al igual que con
las mutaciones clasicas (es decir, la secuencia de DNA), la mayoria de las marcas epigenéticas
son neutras o perjudiciales (Heard, 2014).

En Drosophila se ha reportado un ejemplo importante de paramutacion que se mantiene durante
mas de 50 generaciones. Las paramutaciones se definen como la interaccién entre dos alelos de
un solo locus que resultan en cambios heredables de uno de los alelos implicados (Heard, 2014).

En las paramutaciones, un alelo afecta hereditariamente a otros alelos de generaciones futuras,
incluso si el alelo causante de los cambios no es transmitido. Lo que son transmitidos son
patrones de metilacion del ADN o ARNs como piRNAs, siRNAs, miRNAs u otros ARNs
reguladores. De esta forma, las paramutaciones pueden hacer que dos organismos isogénicos
presenten fenotipos distintos (Boskovi¢, 2018; Heard, 2014).

En nuestro modelo, el nimero de moscas que se recuperaron con alguna alteracion morfologica
no corresponde a un modelo clasico de herencia mendeliana, la proporcién y frecuencia
fenotipica de organismos afectados serfa mayor a la que se obtiene, con esto suponemos que el
mecanismo por el cual se ve afectada la morfologia de las moscas no es por un proceso
mutagénico. En cambio, como se explico6 anteriormente, los componentes epigenéticos
funcionan como mecanismos auxiliares en la regulaciéon génica y en las interacciones
genotipo-fenotipo. Dos organismos con el mismo genotipo, pueden presentar diferencias
fenotipicas que pueden estar influenciadas por factores ambientales, ademas de que estas
diferencias fenotipicas tienen la capacidad heredarse a través de la linea germinal (Boskovic,
2018).

Otro factor a tomar en cuenta y por el cual proponemos un mecanismo epigenético, es debido
a que la frecuencia y la reproducibilidad de la mayorfa de estos fenotipos no regulares son tales
que las mutaciones del DNA probablemente no estén involucradas. La frecuencia de una
mutacion en el DNA, generalmente es muy baja. La reproducibilidad de que la misma mutacion
ocurra es altamente improbable. Sin embargo, la reproducibilidad y frecuencia de la mayorfa de
los fenotipos anormales es significativamente mayor y se puede reproducir. La frecuencia de las
enfermedades epigenéticas transgeneracionales es alta (Skinner, 2008). El experimento consistié
en dos replicas y en ambas fue reproducible recobrar las alteraciones morfologicas observadas
en las moscas.
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V. Conclusion

Fue posible evaluar la toxicidad del 2,4-D por medio de la sobrevivencia de los organismos que
fueron expuestos, en donde la concentracién 11.241 mM fue letal. El tratamiento tuvo un efecto
que estimulé la sobrevivencia de lo organismo en las concentraciones medias (6.86x10* a
1.76x10™") favoreciendo a los machos. Es importante evaluar el efecto posterior a la exposicion,
puesto que hubo un efecto negativo en los organismos que sobrevivieron al tratamiento.

Una unica exposicion de la Fy al 2,4-D tuvo un efecto en la capacidad reproductora de los
organismos tratados y su descendencia (efecto reprotdxico), este efecto prevalecié a lo largo de
tres generaciones (efecto transgeneracional) y la exposiciéon de uno o ambos progenitores
contribuy6 de manera diferencial en el efecto inducido por el 2,4-D.

La respuesta de los organismos al tratamiento puede evaluarse a diferentes niveles. Cuando las
hembras son las expuestas, el efecto en su descendencia a nivel morfolégico es mayor, ya que se
cuantifica un mayor nimero de organismos alterados. Los machos tratados son mas sensibles a
tener cambios en el nimero de progenie a lo largo de las tres generaciones.

Cuando moscas son expuestas al 2,4-D, el efecto prevalece a lo largo de 3 generaciones. Este
hecho es relevante, dado que algunas veces se ignora el efecto que puede tener la gran cantidad
de compuestos que son utilizados y permanecen en el medio ambiente, afectando asi a
organismos no blanco.

El efecto que tiene el tratamiento después de una unica exposicion no disminuye a lo largo de
las generaciones, mientras se avanza en el tiempo, las fluctuaciones en el numero de progenie y
el efecto en la incidencia de alteraciones morfoldgicas incrementa.

Por lo anterior, consideramos que el efecto que tiene o puede tener un determinado compuesto
sobre un organismo no solo debe medirse en una respuesta bifasica de muerte - sobrevivencia,
pues el efecto potencial de un compuesto sobre los organismos que logran sobrevivir no siempre
es inocuo, ademas de que este efecto puede prevalecer en las siguientes generaciones aun sin
haber estado expuestas.

Por esto concluimos que el efecto causado por un compuesto debe ser evaluado no solo en los
organismos expuestos, pues es importante conocer si existe un efecto/dafio sobre los
organismos no expuestos de las siguientes generaciones, todo esto para comprender
completamente su alcance.

El uso descontrolado de pesticidas puede tener y esta teniendo un efecto negativo no solo en el
ser humano sino también en la diversidad y abundancia de los organismos no blanco de los
pesticidas, trayendo consigo un desbalance en el ecosistema. Es de suma importancia entender
que el uso indiscriminado de pesticidas que permanecen en el ambiente, puede causar efectos en
la linea germinal y promover dafios transgeneracionales, ya que puede ser el origen de diversas
enfermedades en la actualidad.

Rachel Carson en su libro “Primavera silenciosa”, publicado en 1962, menciona que cerca de
500 nuevos productos quimicos son creados por el hombre cada afio. L.a humanidad ha estado
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expuesta a una infinidad de compuestos quimicos que, en su mayoria son liberados y perduran
en el ambiente. Siempre se ha ignorado el efecto transgeneracional provocado por la exposicion
a estos compuestos. Los estudios transgeneracional podrian abrir una nueva ventana para
entender el origen y la aparicion de diversas enfermedades, ya que la respuesta podria estar varios
afios e incluso generaciones atras, motivo por el que estaria pasando desapercibido.
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