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INTRODUCCIÓN 

Las mutaciones son cambios heredables en el ADN que pueden ser de diferentes 

tipos y magnitudes, pueden presentarse en las células sexuales y se manifiestan en la 

siguiente generación de organismos. También pueden afectar a las células somáticas, por lo 

que la siguiente generación no se verá afectada,. sin embargo, si la mutación ocurre en etapas 

tempranas del desarrolJo de un organismo, podría afectar su formación; pero, si ésta se 

presenta en la etapa adulta, puede ser el origen de procesos malignos como el cáncer. Los 

mutágenos potenciales son de origen natural y/o antropogénico, de naturaleza química, fisica 

o biológica, en el último caso, como un subproducto de la actividad biológica de algún tipo 

de organismos en particular (Dean, 1981 ). 

Dada la complejidad que implica el identificar a un posible mutágeno entre los 

diferentes ambientes en diversos organismos y a lo largo de todo su ciclo de vida, es que la 

implementación de metodologías experimentales utilizando organismos específicos, cómo 

modelos biológicos o sistemas de prueba que respondan a la acción de agentes químicos, 

fisicos y biológicos, se ha diversificado a partir de los primeros estudios de mutagénesis e 

incluyen sistemas in vivo e in vitro, así como organismos de diferente complejidad en la 

escala evolutiva, como: bacterias, levaduras, insectos, plantas, mamíferos, etc. (Dean, 1981). 

Los sistemas biológicos para medir el daño genético pueden ser usados: 

1) Como sistemas de premonitoreo para la selección y desarrollo de químicos seguros 

2) Para la identificación de posibles carcinógenos que estén constituyendo una mezcla 

compleja como en los alimentos. 

3) En estudios de mecanismos de acción de un compuesto (Zijlstra, 1987). 



Drosophila melanogaster 

Por muchos años, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster (Fig. 1) ha sido un 

organismo de investigación prominente para los genetistas, por varias décadas la 

investigación de genética clásica con Drosophila ha propiciado que se identifiquen 

mutaciones que afectan su morfología y desarrollo. Gran cantidad de mutantes han sido 

aislados y sujetos a estudios exhaustivos, lo que contribuye a un conocimiento genético y 

molecular de sus genes; al comparar la homología de muchas de las mutaciones implicadas 

en los diversos organismos, incluyendo humanos, se ha revelado que una buena parte de los 

mecanismos implicados en la respuesta de mutagenicidad son similares (Rusell, 1998). 

Fig. 1 Drosophila melanogaster 

Drnsophi/a cuenta con enzimas de desintoxicación simiiares a las contenidas en la 

fracción S9 del hígado de mamíferos (Clark, 1982; Hallstróm et al., 1982), y se ha 

demostrado que están presentes en mayor proporción durante la fase larvaria de este insecto. 

Estas enzimas son dependientes del citocromo P-450 (Mitchell y Combes, 1984) y participan 

de manera importante en la reducción~activación de promutágenos y en el metabolismo de 

xenobióticos, en particular en moléculas que contienen átomos de nitrógeno, como en el 
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caso de aminas metiladas, aminas, nitrosaminas, lúdrazinas, y aminas aromáticas (Zijlstra, 

1987). Posee además una organización celular y cromosónúca sÚnilar a la de mamíferos. 

Presenta cuatro cromosomas que han sido totalmente mapeados, su ciclo de vida es de una 

duración conveniente, relativamente corto para pennitir un rápido análisis de gran cantidad 

de progenie y suficientemente largo para distinguir entre dosis crónicas, agudas y 

fraccionadas (Mitchell y Combes, 1984). 

El ciclo de vida de Drosophila me/anogaster tiene una secuencia de eventos bajo 

estricto control genético, con una duración de 10-12 días a 25° C (Fig. 2). El ciclo inicia con 

la ovoposición, a las 24 horas eclosionan las larvas que se denonúnan de ler estadio, y que 

pasan por dos estadios más, durante la fase larvaria la ingesta de alimento es continua, 

llegando a consumir de tres a cinco veces su peso, incrementándolo de 0.05 a 2.0 mg 

(Mitchel and Combes, 1984). 
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Fig. 2. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster en días. 

Tomado de Kalthoff, 1996. 

Las larvas tienen dos linajes celulares: larvario e imagal, el primero está implicado 

exclusivamente con el desarrollo larvario y su funcionamiento, mientras que el imagal está 

fonnado por paquetes de células que se conocen como discos imagales, los cuales 

permanecen en un estado embrionario durante el desarrollo larvario, eventualmente se 

diferencian en estructuras particulares del cuerpo del adulto, por ejemplo: antenas, ojos, 

halterios, patas, genitales externos, alas, etc. (Rusell, 1998) (Fig. 3). 
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Discos imagales en la larva 

Labium ---"~ 
Partes bucales ---'l---+~ 

Amnas ----;.---~ 

Humero 

"''"''" 
11 Primeras patas ----' 

Estructuras del Adulto 

Segundas patas-----, 

Terceras patas ---
Hall:erios 

Aparato genital 

Fig. 3. Distribución de los discos imagales en la larva. Tomado de Rusell, 1988 

Desde el punto de vista genético, los discos imagales constituyen un excelente 

material de estudio. Cada disco, aparece como primordio desde el primer estadio larvario, 

consiste de 20 a 50 células. A partir de este momento, el número de células por cada disco 

se incrementa por mitosis hasta el final de la fase larvaria en la que llega a contener miles de 

células por disco. Al final del tercer estadío larvario, 5 días aproximadamente después de la 

eclosión, la larva inicia el período de pupación en el que parte del material larvario degenera 

y las células indiferenciadas forman tejidos y las estructuras del adulto que se derivan de 

cada disco imagal; durante este estado la cutícula que constituye aI puparium se obscurece y 
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5 días más tarde emerge la mosca adulta. Aproximadamente de 6 a 8 hrs. después de la que 

las moscas macho emergen son fértiles, mientras que las hembras lo son a las diez o doce 

horas (Mitchell, 1984). 

Genética toxicológica en Drosopliila melanogaster 

Los estudios de inducción de mutación en Drosophila melanogaster, iniciaron con 

los experimentos de Müller, quien estudió el efecto de los rayos X y diseñó la primer 

metodología para estudiar mutagénesis, en particular para estudiar la inducción de 

mutaciones letales recesivas ligadas al sexo; posteriormente en 1944, Averbach y Robinson 

fueron los primeros en estudiar la mutagcnicidad de compuestos, mediante la inducción de 

este tipo de mutaciones por agentes químicos (gas mostaza y formaldehido) (Mitchell, 

1984). A partir de estos estudios, varias han sido las metodologías que se han empleado 

como sistemas de ensayo para la detección de mutágenos con Drosophila melanogaster, en 

las que se ha analizado el potencial de compuestos y agentes físicos y biológicos para inducir 

diversos tipos de mutación. La tabla 1 muestra distintos sistemas de ensayo en Drosophila 

melanogaster (Mitchell y Combes, 1984). 
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5 días más tarde emerge la mosca adulta. Aproximadamente de 6 a 8 hrs. después de la que 

las moscas macho emergen son fértiles, mientras que las hembras lo son a las diez o doce 

horas (Mitchell, 1984). 

Genética toxicológica en Drosophila melanogaster 

Los estudios de inducción de mutación en Droso¡Jhila me/a11ogaster, iniciaron con 

los experimentos de Müller, quien estudió el efecto de Jos rayos X y diseñó la primer 

metodología para estudiar mutagénesis, en particular para estudiar la inducción de 

mutaciones letales recesivas ligadas al sexo; posteriormente en I 944, Averbach y Robinson 

fueron los primeros en estudiar la mutagcnicidad de compuestos, mediante la inducción de 

este tipo de mutaciones por agentes quimicos (gas mostaza y formaldehido) (Mitchell, 

1984). A partir de estos estudios, varias han sido las metodologías que se han empleado 

como sistemas de ensayo para la detección de mutágenos con Drosophila melanogaster, en 

las que se ha analizado el potencia] de compuestos y agentes físicos y biológicos para inducir 

diversos tipos de mutación. La tabla 1 muestra distintos sistemas de ensayo en Drosophi/a 

mekmogaster (Mitchell y Combes, 1984). 
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Tabla l. Sistemas de prueba en Drosophi/a melanogaster (tomado de Mitchell y Combes, 

1984). 

Prueba de letales recesivos ligados al sexo. 

Prueba de letales recesivos autosómicos. 

Prueba de letales dominantes. 

Pérdida de cromosoma sexual (no disyunción). 

Pérdida de cromosoma autosómico. 

Translocación de los cromosomas 2 y 3. 

Daño general a los cromosomas. 

Inducción de mutaciones RrnA del locus bobbed. 

Mutación somática en ojos (mosaicos). 

Prueba de mutación y recombinación somática (ojo y ala). 

Entrecruzamiento mitótico. 

Prueba de locus específico. 

Prueba de reparación del ADN. 

Con el uso de estas metodologías ha sido posible la detección de una gran variedad 

de mutágenos, promutágenos, carcinógenos y comutágenos de distinto origen y actividad; 

utilizando diferentes dosis y rutas de administración (Graf, 1984). 

Con la prueba de mutación y recombinación somática (SMART), se han analizado 

con éxito compuestos puros, también se ha investigado genotoxicidad de mezclas complejas 

de distinto origen (Grafetal., 1984). 

7 



Prueba de mutación y recombinación somática en las alas de 

Drosophila melanogaster 

La prueba de mutación y recombinación somática (SMART) detecta la actividad 

mutagénica y recombinogénica de compuestos en células somáticas de Drosophi/a 

melanogaster (Graf et al., 1984). En esta prueba se tratan células de Jos discos imagales de 

las larvas que darán origen a las alas del adulto. 

Las alas de Drosophila están formadas por dos monocapas celulares, una dorsal y otra 

ventral. El plano de división de las células esta orientado de manera perpendicular al eje del 

ala, de manera que los eventos que regulan a las célu1as de la capa dorsal son independientes 

de aquellos de la capa ventral. Al diferenciarse, cada célula da origen a un tricoma o pelo 

que se forma por la acumulación de fibras de actina en un polo de la célula, el tricoma crece 

durante la metamorfosis y posterior a ésta la célula muere y sólo es observable la presencia 

del pelo en la superficie de las alas. De esta manera puede establecerse una relación directa 

entre el número de pelos o tricomas en los distintos sectores de las alas y el número de 

células que los fonnan (Demerec, 1965, García Bellido y Merriam, 1971, García Bellido y 

Dapena, 1974). 

Las células están determinadas genéticamente de manera que si durante el desarrollo 

larvario se induce alguna alteración en el material genético de las células de los discos 

imagales, ésta será transmitida a las células hijas dando origen a una mancha de tricomas o 

células mutantes en un contexto de células normales (Graf et al., 1984). A partir de 

resultados obtenidos con compuestos con actividad genotóxica conocida se ha detenninado 
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que los eventos que esta prueba detecta son: mutación puntual, pérdida cromosómica, no

disyunción y recombinación mitótica (Graf, 1984). Para distinguir fenotípicamente estas 

manchas se utilizan dos marcadores recesivos localizados en el brazo izquierdo del 

cromosoma 3, que son: 

mwh: (mu/tiple wing hair) localizado en el cromosoma 3 a 0.03 unidades de mapa, es 

una mutación autosómica recesiva que en homocigosis total o en mosaicos somáticos 

produce la aparición de tres o más tricomas por célula en lugar de uno, como en la expresión 

silvestre (Lindsley y Zimm, 1992). 

jlr3: <fiare) ubicado en el cromosoma 3 a 38.8 unidades de mapa, es un gen 

autosómico recesivo y letal en homocigosis, pero que en mosaicos somáticos provoca que 

los tricomas adquieran forma de flama. Para mantener la línea de moscas portadoras de este 

gen se requiere la presencia del cromosoma 'JM3, este es un cromosoma balanceador que 

porta numerosas inversiones, con el se reduce la probabilidad de obtener recombinación 

entre los cromosomas homólogos, manteniendo así intacto el gen de interés ya que se impide 

la formación de nuevos arreglos cromosómicos. De manera indirecta, se reconoce al 

cromosoma balanceador por la presencia del gen dominante Ser (.')errate ), el cual a] 

expresarse produce indentaciones o muescas en el borde de las alas y que a] ser una 

condición letal en homocigotos contribuye a mantener el arreglo estable (Lindsley y Zimm, 

1992). 

El uso de dos genes en el mismo cromosoma marca Ja posibilidad de discernir la 

ocurrencia de recombinación en la región delimitada por el marcador jlr3 y el centrómero o 
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en la región entre los marcadores fir3 y mwh. Como resultado de eventos de recombinación 

pueden recobrarse manchas gemelas por recombinación del intervalo proximal al centrómero 

que es acotado por el marcador jlr3; y/o manchas sencillas mwh que indican entre otros 

eventos, recombinación entre mwh y jlr3. Por otra parte también pueden recobrarse manchas 

sencillas mwh o jlr3 por eventos como mutación puntual, pérdida parcial y total del 

cromosoma 3 yno disyunción (Graf, 1984) (Fig. 4). 

manchas gemelas 

mwh 

Fig. 4. Fenotipo de las manchas analizadas en las alas. 

El tamailo de las manchas recobradas depende del número de divisiones celulares que 

ocurrieron después de la inducción del cambio genético en la célula afectada original, por lo 

que puede ser un indicador indirecto de la actividad del compuesto y de la velocidad con la 
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que alcanza a Ja célula blanco (Graf et al., 1984), siempre y cuando no exista arresto 

mitótico o muerte celular, en cuyo caso el tamaño de las manchas recobradas será menor a1 

que teóricamente debiera ser recobrado. Por lo anterior, se considera que el tamaño de las 

manchas estima el tamaño de los clones producidos (Ramos et al., 1998 ). La determinación 

del tamaño de mancha permite, por lo tanto, estimar el número de divisiones celulares que 

transcurrieron desde que la alteración tuvo lugar. Así, una mancha formada por 16 tricomas 

(células) debe haberse formado a través de 4 ciclos de división. 

Por otro lado, ante una misma exposición a un mutágeno, es posible encontrar algunos 

organismos especialmente sensibles en los cuales el efecto se expresa de forma marcada, 

mientras que otros no muestran signos de la exposición. Lo anterior es cuantificado a través 

de la determinación del número de manchas por mosca lo que indica la proporción de 

organismos afectados y la magnitud del daño encontrado en éstos. El uso de diferentes 

métodos de análisis de los resultados obtenidos, permiten la revisión de distintos niveles de 

la respuesta de genotoxicidad. 

Con esta prueba se han analizado más de 350 compuestos, y se ha utilizado también 

exitosamente en investigaciones para estudiar la relación entre la estructura química y la 

actividad genotóxica, así como la capacidad antigenotóxica de sustancias y de mezclas 

complejas (Graf, 1994). La variedad química de ios compuestos probados permite 

considerar que este sistema es aplicable en la evaluación del peligro de zonas posiblemente 

contaminadas. Una ventaja fundamental de este sistema de prueba es que se lleva al cabo 

con el organismo intacto, es decir, es un sistema in vivo, por lo que la posterior 

interpretación de la información obtenida con este organismo estima más eficientemente los 

eventos que ocurren en el ambiente. 
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Drosophila melanogaster como biomonitor 

Monitorear el ambiente es esencial para identificar posibles riesgos en la salud humana, 

sin embargo, estos estudios son limitados por varias razones. El costo de estos estudios es 

elevado y se basa principalmente en observaciones obtenidas a partir de análisis químicos 

que tienen aplicaciones limitadas, ya que en la mayoría de las ocasiones se estudia el efecto 

de una sustancia para la cual se pueden ensayar diferentes rutas de exposición, 

concentraciones, formas químicas, etc., sin embargo, la gama de combinaciones que pueden 

establecerse entre esta sustancia y otras es tan grande que resulta poco práctico intentar 

cubrir todos los aspectos que podrían ser importantes. Por las mismas razones, reproducir en 

condiciones de laboratorio todas las interacciones posibles para una sustancia o un grupo de 

sustancias resulta prácticamente imposible, lo anterior se aplica también al estudio de Jas 

mezclas complejas. Un aspecto importante en los estudios de morútoreo es que en 

ocasiones, las concentraciones en las que se presentan los diferentes componentes 

individuales de una mezcla compleja pueden estar comprendidos entre los límites 

permisibles, considerados no peligrosos~ sin embargo, la interacción entre los diferentes 

componentes puede producir combinaciones que representen un peligro real para los 

organismos expuestos, al provocar un efecto que no se detecta a través del análisis aislado 

de cada uno de ellos (Butterworth y col., 1995). 

Un número cada vez mayor de potentes contaminantes se utilizan en múltiples 

combinaciones, la Agencia de Protección Ambienta] (EPA) y otras organizaciones 

interesadas en la calidad del ambiente han desarrollado estándares numéricos de las 

concentraciones permisibles con la finalidad de reducir el riesgo que implica la exposición a 
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éstos, sin embargo, el tiempo y recursos dedicados han sido sumamente elevados y los 

beneficios han sido más bien modestos. De Jos poco más de 200 compuestos evaluados se ha 

obtenido información importante sobre su actividad tóxica y genotóxica, se ha establecido 

que en el caso de ciertos compuestos, se incrementan dramáticamente sus efectos cuando 

otros contaminantes están presentes y en algunos casos se han establecidos relaciones de 

sinergismo positivo entre ellos. No obstante, estos estudios son limitados ya que las 

combinaciones entre los compuestos, el ambiente, su presencia en el mismo sitio y su 

bioacumulación son variantes que rebasan la capacidad de estas organizaciones para 

establecer todos los efectos diferentes que se pueden obtener (Vinebrooke, 1998). 

Una de las herramientas utilizadas para monitorear el ambiente son los biomonitores. 

Éstos son organismos utilizados desde hace muchos años para detectar cambios no deseados 

en el ambiente que permitan alertar sobre un posible peligro. En la antigua Roma se 

empleaban canarios para detectar la presencia de monóxido de carbono en las minas ya que 

estas aves responden n1ás rápido a la toxicidad de este gas que los mineros (Butterworth, 

1995). Cua1quier aspecto o producto de un biomonitor, o variable de respuesta, en la que 

puede ser evaluado el impacto de los contaminantes ambientales, a través de un cambio 

detectable, que permita determinar los efectos biológicos de los contaminantes que ingresan 

al organismo es un Uiurnarcador (Butterworth, 1995), un biomarcador puede ser utilizado 

como una herramienta de monitoreo el cual debe tener los siguientes criterios: 

especificidad: es el cambio directo resultante de la exposición a un contaminante 

sensibilidad: es el primer cambio producido por el contaminante 

práctico: es la facilidad de determinar la especificidad y sensibilidad 

Según la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos un biomarcador sería: 
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el cambio en la química sanguínea al modificarse la temperatura, la calidad del aire o bien la 

producción de ciertas enzimas dcsintoxicantes como g1utatión, superóxido dismutasa, etc. 

Un biomarcador combinado con un biomonitor puede crear un sofisticado sistema para 

detectar en un organismo de prueba un posible riesgo ambiental. 

Los biomonitores posibilitan la detenninación del impacto de contaminantes 

individuales o formando mezclas complejas, con la ventaja de que detectan además el efecto 

de Ja acumulación de diversos tóxicos y discriminan la ocurrencia de sinergismo entre 

contaminantes con diversas formas de actividad que coinciden en tiempo y espacio en el 

ambiente. En resumen, los biomonitores son sensibles a niveles ambientales de 

contaminantes que no pueden ser detectados por los métodos basados en análisis químicos, 

Jos cuales, si bien informan del contenido de contaminantes, no son indicativos del potencial 

que alcanzan las mezclas complejas, así como del efecto que las mezclas pueden tener en un 

sistema in vivo (Jensen J 998). 

En 1991 el Consejo Nacional de Investigación de Estados Unidos señaló las siguientes 

razones para utilizar diversos organismos como biomonitores: 

1) Comparten con el hombre el ambiente, así como el consumo de alimentos y agua. 

2) Responden de manera similar ante Ja exposición a tóxicos. 

3) Las patologías resultantes de estos efectos se desarrollan más rápido en organismos 

que tienen ciclos de vida cortos y descendencia numerosa, en comparación con los humanos 

( Glickman, 199 J ). 

El valor de los biomonitores se ve incrementado si posee la capacidad de detectar 

contaminación en más de un tipo de ambiente: acuático, terrestre y aéreo (Butterworth, 

1995). 
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El concepto de biomonitor ha comenzado a tener amplia aceptación por parte de 

científicos y organizaciones reguladoras y se están desarrollando nuevas alternativas, por 

ejemplo, científicos en Colorado usan algunos tipos de peces para evaluar la seguridad de 

provisiones de aguas subterráneas~ en Missouri y otros estados se emplea un mejillón 

(Anodonta analina) de agua dulce para medir la calidad del agua de lluvia. La Agencia de 

Protección Ambiental (EPA) estima que en un futuro cercano, sería recomendable utilizar 

organismos indicadores para monitorear aproximadamente 550 descargas municipales e 

industriales en Texas (Jensen, 1998). 

Se pueden resumir las ventajas del uso de biomonitores en las siguientes: 

1. Los biomonitores son una alternativa accesible para medir cómo afectan los 

contaminantes a la salud y la viabilidad de la vida acuática y de otras especies animales. 

Algunos biomonitores, en particular bioensayos basados en células o tejidos humanos, 

tienen implicaciones directas para la sa1ud humana. 

2. Son sensibles a bajas concentraciones de contaminantes que con frecuencia no pueden ser 

detectadas como peligrosas por métodos químicos, pero que en exposiciones crónicas 

pueden implicar un peligro aún mayor para los seres vivos (Jensen, 1998). 

3. El efecto de bioacumulación y de biotransformación de progenotóxicos sólo es detectable 

n1ediante el uso de organismos capaces de llevar al cabo estos procesos. Lo mismo 

ocurre con el sinergismo cuando participa en éste la biotransformación. 

Drosophi/a me/anogaster ha sido utilizada exitosamente para analizar muestras de 

polvo atmosférico (Delgado et al., 1994; Krogulsk.i et al., 1997), suelos y desechos aéreos 

de fábricas (Chroust, 1997), obtenlendo resultados positivos, por lo que se considera que 

este organismo, puede ser un biomonitor adecuado para evaluar el impacto de posibles 
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cambios ambientales, ya que es un sistema in l'ivo~ económico, de manejo accesible, sensible 

y que a corto plazo, rinde resultados que se muestran en poblaciones numerosas (Guzmán y 

Graf, 1995). Sin embargo, es importante señalar que en la mayoria de estos reportes se han 

utilizado muestras concentradas y extractos obtenidos a través del uso de diversos solventes. 

Zona de muestreo 

Zimapán está ubicado en el estado de Hidalgo, integrado por nueve municipios. Se 

localiza en la carretera 85 a 144 Km. de Pachuca, entre los paralelos 20º16' y 21º17' de 

latitud norte y 98°48' y 99°32' de longitud oeste, a una altitud de 1813 metros sobre el nivel 

del mar. El valle está limitado al norte por la Sierra El Monte y al sur, por la barranca 

Tolimán, ésta constituye el drenaje del rio del mismo nombre el cual es afluente del río 

Moctezuma (Armienta y Rodríguez, 1996). Zimapán es una zona semiárída, con un tipo de 

suelo semidesértico, rico en materia orgánica y nutrientes, el 51 % de su uso corresponde a 

agostaderos, el 8.7% es forestal, el 3o/o es para uso agrícola y el 37.3 % tiene otros usos 

(Garcia y Armienta, 1996). Desde la época de la colonia, la principal actividad económica de 

la localidad ha sido la minería (Armienta y col. 1996), predominando Ja explotación de plata, 

oro, plomo y zinc (Garcia y Armienta, 1996). 

Al occidente de la zona urbana, la Comisión Federal de Electricidad inició en J 990 el 

Proyecto Hidroeléctrico Zimapán en los límites de los estados de H.ida1go y Querétaro, con 

el objetivo principal de generar energía eléctrica, aprovechando el potencial del rio 

Moctezuma. El proyecto incluyó la construcción de una presa, cuya cortina se encuentra 

16 



ubicada en la parte occidental del estado de Hidalgo y colinda con el estado de Querétaro en 

un sitio conocido como "Cañón del Infiernillo" en el que confluyen los ríos Tula y San Juan 

(Armienta y Rodríguez, 1996) (mapa 1 y Foto\). 

Mapa 1. Ubicación de la presa Zimapán. 

Foto l. Cortina de la presa Zimapán 
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La construcción fue soportada por estudios geológicos de detalle en la región 

comprometida (Armienta y Rodrigucz, 1996) en la que anteriormente se cultivaban arboles 

frutales, de pera, tejocote y n1anzana. 

Como parte de un proyecto de evaluación de la calidad del agua de la presa, para 

establecer su uso para explotación pesquera, personal del Instituto de Ciencias del Mar y 

Limnología, detenninaron periódicamente los siguientes parámetros fisicoquímicos: 

temperatura, pH, oxígeno disuelto, conductancia y sólidos disueltos. Además, de determinar 

la concentración de metales pesados y algunos plaguicidas en muestras de sedimentos y 

peces. Los resultados obtenidos por este grupo mostraron que los valores de metales 

pesados en muestras de agua fueron menores que Jos niveles permisibles establecidos para 

agua potable (Tabla 2). Los niveles de metales pesados en sedimentos también fueron bajos 

_,..-(Tabla 3). El reporte de metales pesados en diferentes tejidos de peces mostró que éstos 

variaban considerablemente, sin relación aparente con los niveles de metales en los sitios en 

Jos que se colectaron Jos organismos (Tabla 4); todos Jos valores reportados para metales 

pesados se encontraron por debajo de los estándares oficiales (Mcybeck et al, 1989). El 

reporte de plaguicidas en sedimentos indicó que el contenido de Aldrín fue elevado en los 

sitios 2, 4 y 5 (Tabla 5). Sin embargo, la presa aún se encuentra en evaluación para 

determinar su posible uso para cultivo de peces, debido a esto se consideró que este cuerpo 

de agua era apropiado para medir la capacidad de Drosophi/a me/anogaster como posible 

biomonitor. 
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OBJETIVOS 

Determinar si Drosophila melanogaster puede ser un biomonitor de contaminación 

ambiental en sistemas acuáticos. 

Determinar si la prueba de mutación y recombinación somática (SMART) de 

Drosophi/a melanogaster puede ser un biomarcador de contaminación ambiental en sistemas 

acuáticos. 

HIPÓTESIS 

El sistenta iu vivo de Drosophila me/anogaster ha mostrado ser sensible a bajas 

concentraciones de mutágenos. 

Drosophila n1elanogaster debe discriminar entre mezclas complejas ambientales con 

potencial mutagénico y sin él. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Muestras 

Se colectaron muestras de agua provenientes de ocho diferentes sitios de la presa 

Zimapán, previamente establecidos por el Instituto de Ciencias del Mar y Limnología. El 

punto l está ubicado cerca de la cortina donde se encuentra la desembocadura del agua 

proveniente del Río Moctezuma, donde la corriente es mayor~ el punto 2 se localiza cerca de 

una "isla" formada por la cima de una montaña. Es importante mencionar que la zona en la 

que se construyó la presa originalmente era utilizada para el cultivo de arboles frutales y se 

recurria al uso de fertilizantes y plaguicidas para aumentar la producción, por lo que se 

consideraba probable que residuos de los mismos fueran encontrados en zonas adyacentes~ 

el punto 3 se encuentra en la región más distaJ en relación con la cortina, en la 

desembocadura del río Tula~ los puntos 4 y 5 fueron tomados en el Arroyo San Francisco, 

en la desembocadura y la entrada, respectivamente; finalmente, los puntos 6, 7 y 8 

corresponden a una zona con poco movimiento en el Río San Juan (Armienta y Rodríguez, 

1996) (Mapa 2). 
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Arroyo San Francisco 
Rio Tul.a 

Mapa 2. Puntos de muestreo en la presa Zimapán 

Para este estudio, el muestreo se realizó una sola vez en el mes de Diciembre de 1997. 

En cada sitio se tomaron dos muestras superficiales (30 cm) en frascos de polipropileno con 

capacidad de un litro, una de las muestras se fijó con 1.5 ml. de ácido nítrico al 1.0 % y se 

utilizó para determinar la presencia de plaguicidas (para el grupo del l.CMyL de la UNAM) 

y contenido de metales pesados; una segunda muestra, sin fijador, se utilizó para los estudios 

de genotoxicidad. Las muestras se refrigeraron para su transportación (Goulden, 1978). 

Los parámetros fisicoquímicos determinados al momento de la toma de las muestras 

indicaron un rango de temperatura de 22 a 26 ºC; valores de pH, de 7.8 a 9.01; níveles de 

oxigeno disuelto de 3.9 a 5.8 mg/l; una conductancia, de 565 a 1337 (µS) y los sólidos 

disueltos de 282 a 671, parámetros que son característicos de un clima templado, en los 

sitios de colecta ·7 y 8 no fue posible hacer las determinaciones fisicoquímicas in situ (Tabla 

6). En otras palabras, estos análisis mostraron poca variación en los valores de temperatura, 

pH y oxigeno disuelto. Los valores de conductancia (µS) y sólidos disueltos tendieron a 

disminuir del punto de colecta 1 al 6. En el punto de colecta l (cortina) se encontró la mayor 
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actividad del agua, una mayor concentración de sólidos disueltos y una mayor conductancia. 

En general, los valores obtenidos no mostraron indicios aparentes de algún contaminante en 

particular. 
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Tabla 2. Concentraciones de metales pesados en muestras de agua 

N.P.* 1.00 5.00 0.5 O.OS 

0.017 0.012 0.016 0.005 

2 0.006 0.007 0.02 <0.003 

3 0.013 0.01 0.01 0.011 

4 0.011 0.004 0.014 0.004 

5 0.017 <0.002 0.013 0.016 

6 0.018 0.003 0.007 <0.003 

7 0.006 0.003 0.008 <0.003 

8 0.016 0.005 0.009 0.004 

•Niveles pemusibles de metales pesados magua potable (Meybek et al., 1990) 
Límites de detección de absorción atómica (Equipo Pekín Elmer, modelo 560) 

2.75x!Oe-4 

3.02xl0e-4 

<2.00xlOe-5 

<2. OOx 1 Oe-5 

<2.00xlOe-5 

<2.00xlOe-5 

<2. OOx lOe-5 

2.97x!Oe-4 

Cu= 0.002 mg/l, Zn = 0.001 mg/I, Pb = 0.01mg/l,Cr=0.003 mg/l, As= 2.00xlOe-5 mg/l. 

Tabla 3. Concentraciones de metales pesados en muestras de sedimento 

·. -P\i1!to ;' Gii.(iftg¡J(g,) ;ln {Irig/KgJ Pb(~¡¡"l cf,_f1~¡f). ~.M(1!i&fKiS': 
iL~=-·.i·:~:'!:·~ > .. :_:····>~:~e - i ·- ~,. ···~ • .· ~ ;··.--~·-~ ... ··-.·:~_·:2':.,--.z.-.~:s·;:·.~:-~~.::.: ·;-·.;~ .• ::\~~~-: _~_;:_.: 

2 8.034 58.771 18.533 31.896 6.12 xlOe-5 

3 11.383 67.109 14.454 31.449 <2.00xlOe-5 

4 26.372 76.731 15.948 28.127 <2.00xlOe-5 

5 9.750 63.855 12.73 56.404 <2.00xlOe-5 

6 13.754 44.056 21.414 39.012 2.74x!Oe-4 

7 14.125 50.371 20.216 37.614 l.81xl0e-4 

8 10.015 31.957 12.181 41.812 <2.00xlOe-5 
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Tabla 4. Concentraciones de metales pesados en muestras de organismos 

· Tejidoiorp7 : . cú'(m&i!i.1b'. i/i cihi0<g> Pb' (n:i~ef>: ; cr (;¡¡gJKg) As. ( ii\giK: . ) 
-~ • PcUótode:·';' . .:: ...... :": . .. :.- . 

--;.~· .. :; : ' . - .. · . "" 
··. ,._ g 

.. -- "';". ·. 1.' 
. . 

.. . . .. '• . .· ~ 

Atún 3.017 17.321 0.378 0.576 

Tejido 1 0.667 81.191 0.549 0.899 
<2.00xlOe-5 

Branquias y 
10.185 435.852 0.349 1.249 

<2.00xlOe-5 
Gónadas l 

Tejido 2 l. 741 76.372 0.200 <0.003mg/L 
<2.00x!Oe-5 

Branquias y 
5.885 431.994 0.498 0.199 2.78 xlOe-4 

Gónada2 

Tejido 3 1.378 14.842 0.699 1.051 
<2.00xlOe-5 

Branquias 3 2.846 61.546 1.004 1.705 
<2.00x!Oe-5 

Tejido 4 4.237 23.116 0.663 l.148 
<2.00xlOe-5 

Branquias y 
4.372 39.328 1.008 1.008 

<2.00x!Oe-5 
Gónada4 

Tejido 5 0.821 24.777 1.006 0.097 
<2.00x!Oe-5 

Branquias 5 2.413 51.335 2.648 0.318 
<2.00x!Oe-5 

Tejido 6 0.482 41.314 <O.O! 0.401 
<2.00xlOe-5 

Branquias y 
2.724 63.137 <0.01 1.328 

<2.00xlOe-5 
Gónadas6 

Tejido y 
3.068 347.514 0.151 0.146 

3.01 x!Oe-4 
Branquias 7 

Tejido y 
1.869 37.514 <0.01 0.401 

<2.00x!Oe-5 
Branquias 8 
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Tabla 5. Concentración de plaguicidas en muestras de sedimento 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

ppm= µg/g 

. -
' Ajdrin' 

16.82 

3.28 

21.80 

20.00 

8.30 

6.54 

2.49 

.. 
HeptaclOró. -. 
ep~xídó"i; • ·pp ~D.E •· • 

< 0.000015 < 0.00001 

< 0.000015 < 0.00001 

< 0.000015 < 0.00001 

< 0.000015 < 0.00001 

< 0.000015 < 0.00001 

< 0.000015 < 0.00001 

< 0.000015 <0.00001 

Tabla 6. Parámetros fisicoquímicos en muestras de agua 

< 0.00002 < 0.00006 

< 0.00002 < 0.00006 

< 0.00002 < 0.00006 

< 0.00002 < 0.00006 

<0.00002 <0.00006 

< 0.00002 < 0.00006 

< 0.00002 < 0.00006 

24.3 7.8 5.2 1337 671 

2 23 9.01 5.8 1191 600 

3 23 8.5 5.1 1132 564 

4 22 8.4 3.9 1116 545 

5 23 8.6 4.9 897 444 

6 26 8.6 4.5 565 282 

7 SIA S!A SIA SIA S/A 

8 SIA S/A SIA SIA S/A 

SI A: sin análisis 
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Preparación de las muestras 

Para establecer diferentes niveles de concentración de las muestras se combinaron dos 

métodos: filtración y dilución. 

La filtración se realizó con membrana microporo (Millipore, 0.45 µ) con el fin de 

separar la materia orgánica "disuelta"(DOM) (< 0.45 µ)de la materia orgánica particulada 

(POM) (> 0.45 µ) (Fig. 5), esto se realizó con el fin de determinar si la muestra sin filtrar 

presentaba diferencias en la respuesta en comparación con la muestra filtrada {Vmebrooke y 

Cullimore, 1998). Por otro lado, las muestras se probaron diluidas al 50"/o con agua 

destilada. 

Fig 5. Diagrama del efecto de filtración en varias fracciones de materia orgánica presente
7 

materia orgánica particulada rigida (POM), materia orgánica particulada flexible (FPOM), 

materia organica subparticulada filtrable (SPOM), materia orgánica disuelta (DOM). 
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Los lotes experimentales que se analizaron para cada punto de muestreo se presentan 

en la tabla 7. 

Tabla 7. Lotes experimentales analizados para cada muestra. 

> ,T!"ataritientos 
~. ; . . . 
' -··· -" " ' . ' -· .. ; 

. : ·100 .. :. : .. .. 
sin tratamiento X 

microporo 0.45 µ X X 

dilución 50 % X X 

Como testigo negativo se utilizó agua destilada. 

Sistema de cruza 

Se emplearon dos lineas de Drosophi/a me/anogaster para realizar la cruza: hembras 

vírgenesjlr3 /In (3LR)1M3, ri ¡/' sep b/4
' e' Ser (de forma abreviadaj/r

3
/ TM3, Ser) y 

machos mwh / mwh. De la cruza se obtienen 2 tipos de progenie: moscas libres de inversión 

(+ jlr3 / mwh +) y moscas portadoras de inversiones múltiples (TM3,Ser / mwh +). En 

estado larvario ambos tipos de progenie son indistinguibles, por lo que se les trata 

simultáneamente y se separan en el estado adulto, diferenciándolas por las alas; las primeras 

presentan alas de tipo silvestre y las segundas, alas con bordes discontinuos por la presencia 

del marcador fenotípico Serrate. 
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Tratamiento 

Al tercer dia de realizada la cruza, los progenitores fueron colocados en frascos con 

medio de cultivo fresco para que ovopositaran por un periodo de 8 horas, 72 horas después 

las larvas fueron separadas del medio por la técnica de Nothinger (1970) que consiste en 

agregar a los frascos que contienen las larvas una solución de sacarosa al 200/o, lo que 

provoca la flotación de las larvas por densidad. La solución con las lruvas se vertió en un 

embudo de separación de 4 mm de 0 y las larvas se recuperaron en una malla fina de nylon, 

se enjuagaron con agua corriente a temperatura ambiente y se colocaron en grupos de 100 a 

150 en tubos homeopáticos de fondo plano que contenían un gramo de medio instantáneo 

para Drosophila (Carolina Biological Supply) y 4 mi. de la muestra problema o de agua 

destilada. Las larvas completaron su desarrollo en este medio. Para cada punto de muestreo 

se realizaron dos experimentos con dos repeticiones independientes~ de cada punto de 

colecta se registraron un total de 120 alas. 

Fijación y elaboración de las preparaciones 

Una vez que emergieron los adultos fueron sacrificados por exceso de Cter y fijados en 

alcohol al 70%, posteriormente se disectaron las alas de las moscas que presentaban el 

fenotipo silvestre, colocando 1 O parejas de alas de hembras y 10 de machos en portaobjetos 

con solución Fauré (30 gr de goma arábiga, 20 mi de glicerol, 50 gr de hidrato de cloral y 50 
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mi de agua) (Grafeta/., 1984). 

Las alas fueron analizadas con un microscopio óptico a 400X. Cada mancha se 

registró de acuerdo a la sección del ala en la que se encontró; A, B, C, C', D, D' o E, los 

sectores se delimitan utilizando la venación natural de las alas (Fig. 6); el número de células 

que la formaban y el fenotipo de la mancha: mwh, jlr3 o mwh jlr3. 

B 

e 
D 

Fig. 6. Delimitación de las zonas de lectura del ala de 

Drosophi/a melanogaster en prueba SMART. 
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Criterios de lectura 

La mutación m·wh tiene expresividad variable por lo que es posible encontrar en las 

moscas homocigóticas para esta mutación células que forman 2, 3 o más pelos. Se ha 

mostrado que los tratamientos con temperatura pueden inducir la formación de fenocopias 

en las que se observan expresiones con dos tricomas pero no con tres o más (Katz, 1985), 

por esta razón sólo se cuantifican como células mw·h aquellas formadas por tres o más pelos. 

Se considera que dos manchas son independientes si se separan entre sí por 3 o más 

hileras de tricomas normales. Por el plano de división de las células que forman el ala 

(paralelo con respecto al eje longitudinal de la misma), las manchas ubicadas en la región 

dorsal son independientes de las observadas en la región ventral del ala (Graf et al., 1984) 

Análisis estadístico 

Se utilizó el procedimiento de decisión múltiple de Frei y Würgler, ( 1988) para 

determinar si existían diferencias significativas entre la frecuencia de mutación y 

recombinación somática en los lotes experimentales y el testigo. Los datos fueron analizados 

con la ayuda del programa de cómputo SMART (Frei y Würgler, 1988, no publicaJo) y se 

basan en la prueba no pararnétrica de xz. El nivel del ensayo se fija en a~ 0.05. Este análisis 

permite decidir si la frecuencia de manchas inducidas en los tratamientos tiene un 

diagnóstico positivo, débil positivo, negativo o indeterminado con base en las siguientes dos 

hipótesis: la hipótesis nula (Ho) que indica que la frecuencia de las mutaciones inducidas y 
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espontáneas no es significativamente mayor a la frecuencia del testigo negativo y la hipótesis 

(Ha) señala que la frecuencia de manchas inducidas sea m veces mayor que la frecuencia del 

testigo negativo (Graf et al., I 984), donde m, es el factor de multiplicación utilizado para 

realizar este análisis estadístico, indicando cuántas veces debe incrementarse el número de 

eventos de los tratamientos con respecto al testigo para considerar una respuesta positiva. 

Las manchas chicas (de l a 2 células) son más comunes, por lo que predominan en relación 

con la frecuencia de manchas grandes (> 3 células) y la de manchas gemelas, por lo que 

deben analizarse por separado para evitar una sobreestimación de la inducción de las 

manchas menos comunes. De esta manera, para considerar un incremento significativo en la 

frecuencia de manchas chicas y totales (se obtiene de la suma de todas las manchas, por lo 

que la contribución de las manchas chicas es predominante) se utiliza m = 2, rn.ientras que 

para las manchas grandes y las gemelas m = 5. Las siguientes 4 decisiones son posibles (Frei 

y Würgler, 1988): 

1. Aceptar la Ho y rechazar Ha: negativo 

2. Rechazar Ho y aceptar Ha: positivo 

3. Rechazar Ho y rechazar Ha: débil positivo 

4. Aceptar Ho y aceptar Ha: indeterminado 

De acuerdo con Frei y Würgler para obtener un diagnóstico significativo deben 

registrarse un núnimo de 116 alas, por lo que el tamaño de muestra seleccionado por 

tratamiento fue de 120 alas (Freí y Würgler , 1995). Para comparar la distribución del 

número de manchas por mosca se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis, fijando un nivel de 

significancia en a= 0.05. Mediante esta prueba no paramétrica se compara la dispersión en 

la distribución de 3 o más grupos no apareados y en los que la manifestación de la respuesta 
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sigue un arreglo ordinal (Zar, 1983). La acumulación de valores bajo el área de la curva de 

probabilidad es comparada entre las muestras para determinar la presencia de diferencias 

significativas. 

En la figura 7 se muestra un resumen de Ja metodología utilizada. 
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RESULTADOS 

Los resultados obtenidos en la SMAR T se compararon para la frecuencia de 

manchas por ala de acuerdo a Graf et al. ( 1984) y se realizaron dos comparaciones 

adicionales: un análisis cualitativo del tiempo de formación de las manchas con base en el 

tamaño de las mismas y un análisis cuantitativo de la dispersión en la distribución del número 

de manchas por mosca en las series experimentales y sus testigos concurrentes. 

Punto l. La frecuencia de manchas chicas y totales se incrementaron ligeramente (P 

> 0.05) en las muestras filtradas (50F y IOOF) y la dilución de la mismas no modificó la 

respuesta observada (Fig. 8 a). El análisis del tiempo de formación de las manchas indicó 

que este incremento afectó exclusivamente a las manchas formadas por una célula (Fig. 8 b). 

No se encontraron diferencias significativas en las distribuciones del número de manchas por 

mosca entre las series experimentales .Y el testigo (Fig. 8 e). La frecuencia corregida 

(frecuencia experimental - frecuencia testigo) de las manchas totales de muestras filtradas y 

no filtradas se muestran en la figura 8 d, tabla 8. 

Punto 2. La frecuencia de manchas sólo se incrementó de manera significativa en las 

moscas tratadas con la muestra 100 F (P < 0.05) (Fig. 9 a). El análisis del tiempo de 

formación de las manchas indicó que en general, en todas las series experimentales se 

recobraron 1nanchas de mayor tamaño a las obtenidas en el lote testigo (Fig. 9 b ). El número 

de manchas por mosca en las series experimentales y testigo fue muy similar, excepto por un 

organismo en el lote expuesto a la muestra completa filtrada ( 1 OOF) que presentó 29 

manchas (Fig. 9 c ). La figura 9 d muestra la frecuencia corregida de manchas por ala 
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obtenida en todas las series, en el análisis de Kruskall-Wallis no hubo respuesta significativa 

(Tabla 16). 

Punto 3. Sólo se observó un ligero incremento en la frecuencia de manchas en los 

lotes tratados con muestras sin filtrar (SO y JOO) (Fig. JO a). El tamaño de las manchas 

recobradas fue mayor en las series JOOF, 50 y 100 con respecto a las series testigo y SOF, 

que fueron similares (Fig. 1 O b ). El número de manchas por mosca fue similar al de las 

moscas testigo, con excepción de un organismo con 6 manchas en lOOF. Es importante 

señalar que si bien no se incrementó notablemente el número de manchas por mosca. la 

proporción de moscas con o. y 1 manchas tuvo una distribución diferente al de las moscas 

testigo, en el lote expuesto a la muestra completa (100}, se recobraron más moscas con dos 

manchas (Fig. JO c). En la figura JO d se comparan las frecuencias corregidas de los lotes 

experimentales, se observa que las muestras no filtradas tuvieron el mismo efecto, pero las 

filtradas fueron diferentes obteniéndose en el lote 1 OOF una frecuencia de manchas 

ligeramente menor a la del testigo concurrente. 

Punto 4. La frecuencia de manchas de las moscas expuestas a esta muestra no parece 

depender del filtrado o de la dilución realizadas. En la muestra completa (100) y en la 

filtrada diluida (SOF), la frecuencia de manchas totales fue similar, pero al separar a las 

manchas en clúcas (de 1 a 2 células), grandes ( 2' 3 células) y gemelas, se recobran en ambas 

un poco más de manchas chicas que en el testigo, pero menos manchas grandes y gemelas. 

Por otro lado, la frecuencia de manchas totales de los lotes 100 y 50 F fue menor a la del 

testigo. En todas las series no se observó efecto en las manchas gemelas {Fig. 11 a). El 

análisis del tamaño de las manchas obtenidas reveló que únicamente en la serie 1 OOF la 

proporción de manchas de una célula fue menor y la de dos células fue mayor en 100 a la del 
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testigo (Fig. l l b). No se observaron diferencias entre el número de manchas por mosca de 

las series experimentales y testigo. La figura 11 d muestra dos tipos de respuesta: una 

frecuencia menor a la del testigo en los lotes SOF y 100, una frecuencia menor al testigo y a 

los lotes anteriores en 100 F y 50. 

Punto 5. La frecuencia de manchas totales sólo fue ligeramente mayor en las moscas 

del lote 50F, aunque la diferencia no fue estadísticamente significativa. La frecuencia de 

manchas grandes disminuyó en el orden: 50F, IOOF, 50, 1 OO. No se observó efecto en las 

manchas gemelas (Fig. 12 a). El análisis del tiempo de formación de manchas mostró que en 

las moscas del lote 1 OOF éste fue menor ya que se recobraron manchas de mayor tamaño 

que en el lote testigo. En el resto de los lotes, las manchas fueron de menor tamaño (Fig. 12 

b). Con respecto al número de manchas por mosca en las series experimentales este fue 

menor en todos los casos con respecto al testigo (Fig. 12 c). La figura 12 d muestra que en 

el caso de las series no filtradas la frecuencia es menor al testigo en el orden 50 > 100, 

mientras que en las muestras filtradas, la frecuencia del lote 50F es mayor al testigo y la del 

lote IOOF es menor. 

Punto 6. La frecuencia de manchas totales en los lotes sin filtrar fue similar al testigo 

en la muestra completa (100) y menor en la diluida (50). La frecuencia de manchas chicas y 

totales de las moscas tratadas con la muestra 100 F fue menor a la del testigo pero al diluirse 

la muestra (50 F) se recobró una frecuencia de manchas significativamente mayor a Ja del 

testigo (P < 0.05) (Fig. 13 a). El análisis del tiempo de formación de las manchas recobradas 

indicó que en el lote 50F, las manchas mas frecuentes son de 1 célula. (Fig. 13 b). Con 

respecto al número de manchas por mosca, se observó que éste tiende a ser similar a la 

distribución testigo, aunque la proporción de moscas sin mancha se incrementó en los lotes 
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100 F y 50 con respecto al testigo, se encontró que la dispersión entre los lotes fue 

significativa en el análisis de Kruskal Wallis; mediante la comparación múltiple de Dunn se 

confinnó que existen diferencias significativas entre las distribuciones 50 y 50F (Tabla 17) 

(Fig. 13 c). En la figura 13 d se observa que la frecuencia de manchas por mosca de las 

series experimentales y testigo fue: SOF >testigo > l 00 > 1 OOF > 50. 

Punto 7. Con excepción del lote 50, la frecuencia de manchas chicas, grandes y 

totales en los lotes experimentales fue menor a la del lote testigo (Fig. l 4 a). Al analizar el 

tiempo de formación de las manchas se observó que en todos los lotes experimenta1es se 

presentaron manchas de mayor tamaño que las recobradas en el testigo~ además, en el lote 

SOF, la frecuencia de manchas de una célula, fue menor a la del testigo (Fig. 14 b). En el 

mismo lote se recobraron moscas con más manchas, aunque no se encontraron diferencias 

significativas con el testigo concurrente (Fig. 14 c). En la figura 14 d se compara la 

frecuencia corregida de manchas totales encontrando el siguiente orden: 50 > testigo > 100 

> SOF > lOOF 

Punto 8. El filtrado de las muestras no modificó la frecuencia de manchas en las 

muestras completas ( 1 OOF y l 00), sin embargo, al diluir las mismas se incrementó 

ligeramente la frecuencia de manchas (50F y 50) que, en todos los casos, fueron menores a 

la frecuencia del lote testigo (Fig. 15 a). El análisis del tiempo de formación de las manchas 

mostró que con excepción del lote 50 que muestra un tamaño de manchas similar al del 

testigo, en todas las series experimentales se recobraron manchas de tamaño mayor (Fig. 15 

b ). Con respecto al número de manchas por mosca se observó una dispersión similar entre 

series experimentales y testigo, sin embargo, es importante señalar que en el caso de la 

muestra 100, la proporción de moscas sin mancha tiende a ser ligeramente mayor que la del 
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testigo (Fig. 15 e). La figura 15 d compara la frecuencia corregida de manchas por ala 

obteniendo la siguiente relación: testigo> 50 > 50F > 100 = lOOF. 

Los resultados del análisis estadístico SMART, se muestran en las tablas 8-15. 
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Tabla 8. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto l. 
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:.:-~ i ;,,.: :;: ~ [,. r; ): j~~ ,'~~; :-:.,:; ~},. J-: '. ·'./ ~,¡ i-~~·!.t/\~~ {/:.: i~;.~-~::i;, ~~1:~ .. -¡,,;;'\ ,·-:~i~'; :'.~.- ... "~ ¡: -~~ '1 · } ·· '. - • ._, - . " • :· ~ _; °'.' 'L. . ' 

i. Man~has · Man~hás · M..nchas • • Manchas 
sencdlas " sen.cillas. .. emelas · . totales 

h ... · a· des g · e teas gr n . .fu=S. m=2 
1 "rrt = .. 2 m;"S· 

Agua destilada 120 0.32(38) 1 0.05(6) 1 0.00(0) 1 0.37(44) 

SO F 120 0.38(46)- 1 0.05(6)- 1 0.03(3)i 1 0.46(55)-

100-F 120 0.38(46)-1 0.07(8)- 1 0.01(\)i 1 0.46(55)-

50 120 0.32(39)-1 0.03(3)- 1 0.03(4)i 1 0.38(46)-

100 120 0.33(40)- 1 0.05(6)- 1 O.OO(O)i 1 0.38(46)-

+ = positivo; - =negativo; w =débil positivo; i = indetenninado; m =factor de multiplicaci6n. 
Niveles de probabilidad: alfa= beta= 0.05. 
Prueba estadística de una cola. 
Diagnostico estadístico de acuerdo a Frei y Worgler (Mut. Res., 203 (1988) 297-308) 

1 
, ~.bservada 1 cOrregida 

43 1.51 1.5 

54 1.56 1.8 0.4 

54 1.67 1.8 0.4 

45 1.71 1.5 0.1 

46 1.67 1.6 1 0.1 
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Tabla 9. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 2. 

·• · ,,,. ·:. · '' ':· : ;:.'; · ;:r/.:,~.;_/ :/~~ /' ::,:?, .• ;iii~~it~··'),<).ir~iñ~·· .:') ~ F.¡.;;º~~~;j<Í,( ': 
' ~Pt"~~e.~t'?, ;:,{:~o. d,e : fº0:Manbh~s:P.qfala'~4!iier9•de .m#!!'/(as), .. , 'l'.1iíiWh~¡;· p(omedio de cfop. · '!folji\aj:l,ón dé cl!)p.<;, 

;'. .. {;~;;i,l•J ... ·.·:~-\~.·~tl;:~'.1.··~,~~~:·;:~~;·::.·:~~i:::~\)::t~~~.:-!".'';¡·.~;~~~';;'l~t::":;;.i~-'lj:",·.,·~ :i!~\··.<·:.::::_··: . ., .. ,. .. , ",' -, ... ! ·;:•, .. , ...• tl, .... 

Manchas ·Mánchas 
sencillas ·sencillas )>'lanchas Manchas 

chicas·. 
d .gemelas · totales· 

" ·: . gran. e.s m=S . . in=2 . 
,_ ,-m.=2 ·· m=S 

Agua destilada 120 0.32(38) 0.05(6) 0.00(0) 0.37(44) 

SO F 120 0.33(40)- 0.08(9)- 0.02(2)i 0.43(51)-

100-F 1 120 1 O.S6(67)+ 0.08(10)- 0.07(8)+ 0.71(8S)+ 

so 1 120 1 0.37(45)- 0.08(9)- 0.01(1) i 0.46(SS)-

100 1 120 1 0.37(44)- 0.04(S)- 0.03(3)i i 0.43(S2) 

+=positivo; - =negativo; w e débil positivo; i = indetenninado; m"' factor de multiplicación. 
Niveles de: probabilidad: alfa= beta"' 0.05. 
Prueba estadística de una cola. 
Diagnostico estadístico de acuerdo a Frei y WOrgler (Mut. Res., 203 ( 1988) 297-308) 

,-; observada.! corregida 
i .. 

. 

43 l.S 1 1.5 

so 1.66 1.7 0.2 

83 1.81 2.8 1.4 

SS l.8S 1.9 0.4 

so 1 1.62 1.7 0.2 
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Tabla 10. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 3. 

. ," .~-:" ~:' ·Í"\ · 0:?,T:::'(F ·e:::.·"'' "" ,.,; ''.';':r-¡i. ':' .,-.~ ;;~·\¡ii.,>·. : ::·' ;t« .. c. """'> ...... :; .. · .... · .. + .,·. ,... . .. .. . COnifluesto· 1·" : No.- de~·:_;.~¡;'··· ~¡ .• -,. 1··.~·;¡J:·~'-i ~ ·~:{ 1 .
1

• •• ··~·);.e::-~·:.;:::·~·,. ·.Manchas' ~f>J. -;Tamaño_.:;,;. ,: i. ,Frecuencia de 
:. '[/[; :. • : : ¡-!~tas ;;'. :·:;}~:',~c~:P,?r .. a\~ ?;tu,~~r:i ~e .mane~••\ : · .mlvh,":; 'p~ofuedio· de ~toó : .. fo.f!11ación de cl~n• 

.. ·, .~•··,,,·,\•··.~·······;f••· .,·..;.· .. · .·~··I \ .· .. !~•·· - ·¡•··• 1 

·Manchas Milochas 
Manchas Manchas . sencillas - . sencillas 

chicas .. 'grandes· gemelas totales 
. .m=5 . m=2. 

1 .1 '• m ;_.2 -.- .m=-s-:· .. ' ;·.· 

Agua destilada 1 120 1 0.32(38) 0.05(6) 0.00(0) 0.37(44) 

50F 1 120 1 0.33(40)- 0.03(4)- O.OO(O)i 0.37(44)- 1 

100-F 1 120 1 0.28(34)- 0.07(8)- 0.0l(l)i 0.36(43)- 1 

50 1 120 1 0.35(42)- 0.09(1 l)i O.OO(O)i 0.44(53)- 1 

100 1 120 1 0.35(42)- 0.08(10)- O.Ol(l)i 0.44(53)- 1 

+=positivo; - =negativo; w =débil positivo; i =indeterminado; m =factor de multiplicación. 
Niveles de probabilidad: alfa= beta= 0.05. 
Prueba estadistica de una cola. 
Diagnostico estadístico de acuerdo a Frei y WOrgler (Mut. Res., 203 (1988) 297-308) 

observada 1 corregida 
.. 
-:::··:,: .. 

43 1.51 1.5 

44 1 1.45 1 1.5 1 o 

43 1 2.00 1 1.5 1 o 

51 1 1.92 1 1.7 1 0.3 

51 1 1.92 1 l. 7 1 0.3 
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Tabla 11. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 4. 
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.i _; >H·:J ~J ~-.. : l ~: :I~ !·. ~:- ·: \~~~·: t' .;:~~::~ 1..~-~~i~;{~:~:-~-~ :\.:·.:~;~ ~-:~ ~ ... ~-::~.;~~~¿,-,~~~~:i:~· ·. · é ·;. ~:: '· -.: , "·; .. · ·- ·<.; "'~" -. v-. . ·. :· . .,._ · · \ .... , . ¡· · :,.,;;~:_,.; .. • : ~ •1 

M~11c~a~. ,Man~h~s. Mánchas: Ma~chas : :: ... ·. · ··¡ ·•· ·:· · 
sertdUa~ .. ~FnqU."s · : sehietas : iotales •. .· , . ob~~i:v~da corregid~ 
. chicas , ' , grandes ... m=S . . m=2 . . . 
'm=.:r . m=s· . . 

Agua destilada 120 0.32(39) 1 0.08(9) 1 0.03(3) 1 0.43(Sl) 

SO F 120 0.37(44)-1 0.03(3)- 1 0.01(1)- 1 0.40(48)-

100-F 120 0.26(31)-1 0.08(10)- J 0.01(1)- 1 0.3S(42)-

50 120 0.31(37)-1 0.03(4)- 1 0.01(1)- 1 OJS(42)-

100 120 0.3S(42)- I 0.05(6)- 1 0.00(0)- 1 0.40(48)-

+ "' positivo; ~"' negativo; w ... débil positivo; i "' indeterminado; m = factor de multiplicación. 
Niveles de probabilidad: alfa" beta= 0.0.5. 
Prueba estadlstica Je Wto cola. 
Diagnostico estadlstico de acuerdo a Frei y Würglcr (Mut Res., 203 (1988) 297~308) 

_,·: 
~ 

so 1.80 1.7 

47 1.51 1.6 41 

42 1.98 1.4 43 

40 1.50 1.4 -0.3 

46 1.87 1.6 ~.l 
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Tabla 12. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 5 . 

. fcompuesto ~~,¡ wo,:~~: 
... e· ·1· .... '·a1· .. · .. . • as ... 

·', 

Agua destilada 120 

50 F 120 

100-F 120 

50 120 

100 120 

: -: ... ;::¡:, ~~:::_~' .,· ·:;_ ... ,. ·: :<>· ~-'.(;1.; ·¡ ~ 

:. Mancnas,por ala {Número di! níánbhas) 
·_;_.~·,., 'J:• .r··· .. ·; .. : .. -~: 

Manchas · Manchas 
sencillas : ·sencillas · 
chicas · grandes 

· m=2'' .. m:.5' 

0.32(39) 1 0.08(9) 

Manchas 
gemelas 
· m=5 

Manchas 
totales': 
m=2 

0.03(3) 1 0.43(51) 

0.37(44)-1 0.07(8)- 1 0.03(4)i 1 0.47(56)-

0.32(38)-1 0.06(7)- 1 0.03(3)i 1 0.40(48)-

0.30(36)-1 0.04(5)- 1 0.03(3)i 1 0.37(44)-

0.33(40)- 1 0.03(3)- 1 0.03(3)i 1 0.38(46)-

+=positivo; - = ncgath·o; w =débil posith·o; i-= indetenninado; m =factor de multiplicación. 
Niveles de probabilidad: alfo= beta= O.OS. · 
Prueba estadlstica de una cola. 
Diagnostico estadístico de acuerdo a Frei y WUJgler (Mut. Res., 203 (1988) 297-308) 

·Manch.iij <:''rainaiÍo ·' ,,:: Frecuencia de 
:1 irnvh ;¡; :pf9riiedio:de clon : . forriiación de clon 

observada 1 corregida 

50 1.80 1.7 

55 1.84 1.9 0.2 

46 1.91 1.6 -0.1 

42 1.67 1.4 -0.3 

45 1.58 1.5 -0.2 

48 
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Tabla 13. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 6. 

'f.,,t~m.' püesw': ::i: :'.~~:·Jt "·> ·,¡;:e,.: .. ,:.. ':' .. CN·'·:·.; ;;; '·'.·: .. ::;· • .· l~ O ~ · ·M!ll1chá$:· :.::· .. ,:,¡.amarlo, ,:- . :·· '.iFÚciiértc1~·¿,t • 
.... · [ 1. . . .,. . 1• . .,. .M\U!C•¡~s P!'( ll)á. l!merq.dF·Jnapcn~s). .. .· · h .. . d' d ¡ , fi' · .. d 1 . 

·· ·• .• • · ::: . ·. ~· .:·i": ·.~~. ~~/::· ·-~···.:'.:/;;.,:.;~:~.\:·~~~!-;; t·~~:~ ·~- _n '~: .l';_t'~ 3; ~;,·: <:·• ,; )..:·.· ,:~-:~.--~~··:; ... ~roir~, J.9::-.~.f .º."; . ·::, :?~act~? .. ~ e,c, o_n.: .. 

Manchas Manchas M h · • M h · 
sencillBs sencillas . an~ 85 anc as · . . . 

h
. d gemelas ·totales observada 1 corregida 

c 1cas gran es . m,;;5 .: . m=2 . . . 
.m= 2 m=5 

Agua destilada 120 0.32(39) 0.08(9) 0.03(3) 0.43(51) 50 1.80 1.7 

50 F 120 0.50(60)+ 0.08(9)- 0.02(2)- 0.59(71)i 70 1.64 2.4 0.7 

100-F I 120 1 0.31(37)- 0.03(3)- 0.02(2)· 0.35(42)- 40 1.75 1.4 -0.3 

50 1 120 1 0.25(30)- 0.03(4)- 0.00(0)- 0.28(34)- 34 1.76 1.2 -0.5 

100 1 120 1 0.31(37)- 0.06(7)- 0.03(4)i 0.40(48)- 46 1.78 1.6 -0.1 

+=positivo; - "'negath·o; w =débil positivo; i = indetenninaJo; m =factor de multiplicación. 
Niveles de probabilidad: alfa= beta= O.OS. 
Prueba estadlstica de una cola. 
Diagnostico estadlstico de acuerdo a Frei y \Vurgler (Mut. Res., 203 (1988) 297-308) 
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a) Tipo de mancha por ala 
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Tabla 14. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 7. 

cº~tj~ii~·:;:::•['. NSi~e;j ':~:;~~~~ ;:?~~,~¡z.r;,~~-~ahch~;~"·~·.j ~=~~":··.) ~r~~~t~~ c1on 
. ' . . . 

Agua destilada 120 

SOF 120 

100-F 120 

50 120 

100 120 

Manchas 
sencillas 
chicas 
m=2 

Manchas I Manchas 
· sendllas · gem.elas 

grandes 
m=S m=S 

Manchas 
totales 
m=2 

036(43) 1 0.05(6) 0.01(1) 1 0.42(50) 

0.25(30)-1 0.05(6)- 1 0.05(6)i 1 0.35(42)-

0.28(33)- 1 0.05(6)- 1 O.Ol(l)i 1 0.33(40)-

0.37(45)- 1 0.06(7)- 1 O.Ol(l)i 1 0.44(53)-

0.32(39)-1 0.03(4)- 1 0.02(2)i 1 0.37(45)-

+"'positivo; - "'negativo; w'" débil positivo; i"' indeterminado; m'" factor de multiplicaclón. 
Niveles de probabilidad: alfa .. beta"' O.OS. 
Prueba estadística de una cola. 
Diagnostico estadístico de acuerdo a Frei y Wllrgler (Mut. Res., 203 (1988) 297-308) 

so 1.62 

42 2.26 

40 l. 75 

52 1.67 

44 1.55 

'. F~~~uen~ia de · 
formación de ·clon 

observada 1 corregida 
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1.8 0.1 
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Tabla 15. Frecuencia de manchas inducidas por muestras de agua del punto 8 . 

·\!···.-!., .~.,.~~; 
Compuesto· : :-

' :.[J.\;: 
.. ".· ~~-:·~.·~: -1-T ~!!~!·: .... ~~~:-: :i:·:~:~r-~~--¡·é~. ~ .. :1···1~r .. ,~F----1'./ __ :. :::t;~:;~;~¡-M~tlc~~. ¡~ ?t~;~~t~hfª.· ~B~ .;~:i:- >1>~~.¡,.;~t~~.·¿1ª -de> .. _;-~:_:· 

.No, ?•.. ' .ManchÍis por: á!~: (NúinérO' ~é-'!1""~ha.s); : .. , 11,;.;h ·,: ; prottli!dio de cloi\ : 'fóímación de el~'!~.' ª~'~ ~-~··· : .. ;:.t:;;j~':ü.,í~:~:. :";i,1;:;;; ~- ,·._( ~:'. 'i :·._ f • :i~•. ·.:·.• •· .: -.~\. :·> · .. , ' ' :. ':"'>•; '.:·. i; 1, ' '¡•~ .' - !- ;' ~' I~ .. ', • '': ,,.- : 

Mancha.s Manchas Ma~chas Manchas 1 ·' 
sencillas. sencillas 

gemelas totales 
chicas •grandes 
m·.:..2 rn"'5 . 

··m.,,5 ·m.,,2 .. 

'· 
Agua destilada 120 0.36(43) 0.05(6) 0.01(1) 0.42(50) 1 

50 F 120 0.32(38)- 0.03(3)- O.Ol(l)i 0.35(42)- 1 

100-F 1 120 1 0.27(32)- 0.03(4)- 0.03(3)i 0.32(39)- 1 

50 1 120 1 0.34(41)- 0.03(3)- 0.02(2)i 0.38(46)- 1 

100 1 120 1 0.24(29)- 0.06(7)- 0.03(3)i 0.32(39)- 1 

+=positivo;.= negativo; w"" débil positivo; i =indeterminado; m =factor de multiplicnción. 
Niveles de probabilidad; alfa= beta= O.OS. 
Prueba estadlstica de una colo. 
Diagnostico estadístico de acuerdo a Frci y Worgler (Mut. Res., 203 (1988) 297-308) 

1 " 
•. ; 1 ~bsÓN;~a 1 corrégida 

1 . 1 

50 1 1.62 1 1.7 

42 1 1.64 1 1.4 1 -0.3 

39 1 1.90 1 1.3 1 -0.4 

46 1 1.65 1 1.6 1 -0.1 

38 1 2.08 1 1.3 1 -0.4 
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Tabla 16. Análisis de Kruskal-Wallis. Punto 2 . 

. · Agua.destilada 59.F 

50 F NS* 

50 NS* NS* 
. 

· .. lOOF NS* NS* NS* 

100 NS* NS* NS* NS* 

No sigruficallvo: N s•-P>0.05 

Tabla 17. Análisis de Kruskal-Wallis. Punto 6. 

50 F NS (-23.542)* 
. 

50 NS (28.525)* s (52.067)** 

. IOOF NS (13.425)* NS (36.967)* NS (-15.100)* 

100 NS (-5.033)* NS (18.508)* NS (-33.558)* NS (-18.458)* 

No stgnificauvo: NS•-P>0.05 
Significativo: s••::<Q.01 
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DISCUSIÓN 

El uso de sistemas de biomonitoreo es una alternativa necesana para la 

determinación del riesgo ambiental que puede representar un compuesto, mezclas de 

compuestos, o fuentes particulares de emisión para los organismos. Comúnmente, la 

determinación de la calidad ambiental se realiz.a con base en análisis fisicoquímicos a través 

de los cuales se pretende establecer el grado de contaminación y en consecuencia, el posible 

impacto para los organismos que lo habitan. La comparación de los parámetros 

cuantificados con estándares preestablecidos es una herramienta para el diagnóstico de la 

calidad ambiental de una localidad. Sin embargo, existen numerosos reportes que indican 

que esta comparación no es suficiente cuando se requiere conocer además el efecto de 

contaminantes particulares o de mezclas de los mismos en los organismos, esto sin contar, la 

ocurrencia de sinergismo entre los contaminantes que coinciden en tiempo y espacio 

(Butterworth, 1995). 

Las muestras se probaron sin filtrar, filtradas, diluidas y ftltradas-diluidas. Este 

método se utilizó por dos razones. La primera fue comparar el efecto del filtrado en la 

actividad de la muestra, ya que este proceso eliminarla partículas orgánicas de más de 0.45 

µ. La segunda fue para tener al menos dos rúveles de concentración, con los que se podria 

construir una curva de la actividad genotóxica para cada punto y de esta manera, detectar 

aquellos tratamientos en los que una concentración sumamente alta provoca la muerte de las 

células o de los organismos afectados. 

En ténninos generales, la materia orgánica natural (NOM, natural organic matter) en 
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sistemas acuáticos debe ser considerada la suma de NOM en la forma de partículas rígidas 

no filtrables (POM, rigid particulate NOM) y la materia orgánica disuelta (DOM, dissolved 

NOM). Más específicamente se pueden encontrar los siguientes componentes en muestras 

de agua: 

l. Materia orgánica (NOM) particulada, rigida (POM), que no puede pasar a través de una 

membrana o poro de 0.45 µ. 

2. NOM particulada, flexible, mayor de 0.45 µ en diámetro pero con capacidad de 

flexibilizarse bajo presión y pasar de esta manera un poro de 0.45 µ (FPOM). 

3. NOM subparticulada, filtrable, con un diámetro menor a 0.45 µ,que pasa directamente a 

través del poro (SPOM). 

4. NOM disuelta, no posee estructura de partícula y está presente en el agua a un nivel 

molecular sin ser integrada a estructuras particuladas (DOM) (Vinebrooke, J 998). 

La prueba de mutación y recombinación somática de Drosophi/a fue diseñada para 

determinar incremento en la frecuencia basaJ de mutación y recombinación. En el caso de las 

manchas totales y las manchas chicas, se requiere duplicar la frecuencia basal (m=2) y en el 

caso de las manchas grandes y gemelas se requiere quintuplicar la frecuencia basal (m=S) 

para diagnosticar una respuesta estadísticamente significativa. Sin embargo, se ha observado 

que ocasionalmente en un lote experimental se obtiene una frecuencia de mutación y 

recombinación somáticas menor a la del testigo, esta diferencia podría implicar la presencia 

de un falso efecto negativo por lo que se ha establecido que para determinar un resultado 

negativo en la prueba de mutación y recombinación somáticas en Drosophila, es necesario 

que coincidan tres parámetros de evaluación: l) la frecuencia de manchas por ala; 2) el 

tiempo de formación de las manchas y 3) el número de manchas por mosca, deben ser 
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similares a los del testigo negativo concurrente (Ramos et al., 1998). Se ha observado que 

en ocasiones la frecuencia de manchas por ala en series experimenta1es y la del testigo 

negativo es similar, sin embargo el tiempo de formación de las manchas es diferente, 

recobrcindose manchas de mayor tamaño que las del testigo, aunque en igual número; o bien, 

manchas de un tamaño mucho menor que las del testigo negativo. ambas situaciones se han 

clasificado como respuesta falso negativo. Por otro lado, la presencia de contaminantes que 

requieren ser metabolizados por el organismo modifica el número de manchas por mosca. 

Comúnmente, más del 50 % de las moscas testigo no presentan manchas en sus alas, una 

fracción menor muestran una mancha y en una proporción aun menor se recobran dos o más 

manchas por mosca. Es muy poco frecuente que en una mosca no expuesta a genotóxicos se 

presenten más de tres manchas (Ramos et al., 1999). Por otra parte, existen evidencias de 

que concentraciones muy elevadas de genotóxicos producen una menor frecuencia de 

alteraciones cuando e1 nivel de toxicidad es tal que provoca el retraso en la división celular o 

bien, la muerte de las celulas afectadas si el daño producido no puede ser reparado (Brusick, 

1985; Ramos-Morales y Rodriguez-Amaiz, 1995; González-César y Ramos-Morales, 1997). 

De esta manera," cuando se tiene una muestra verdaderamente negativa, procesos 

como el filtrado o la dilución de la misma no modifican la frecuencia de eventos genéticos ni 

el patrón en el que estos se presentan. Por otra parte, se considera que una muestra negativa 

es falsa, cuando alguno de los tres parámetros evaluados muestra un patrón diferente al del 

testigo negativo concurrente (Ramos et al., 1998). 

El uso de metodologías de laboratorio para estudios de biomonitoreo plantea la 

necesidad de determinar cuál es el testigo negativo adecuado. En este trabajo se utilizó agua 

destilada como testigo negativo, sin embargo, es importante considerar que las variaciones 
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que se presenten en la naturaleza deben ser mayores que las que se recobran en condiciones 

controladas de laboratorio. En relación con los estudios de muestras de agua, cada testigo 

negativo correspondiente debe ser determinado, por ejemplo, para muestras de rio, cuerpos 

de agua cerrados, aguas subterrimeas y otros (Ramos, 1999). 

De las muestras analizadas, las correspondientes a los puntos 1 y 2 mostraron mayor 

actividad cuando las muestras fueron filtradas (Fig. 8 a y 9 a) es probable que estas muestras 

contuvieran materia orgánica fonnando coloides. El proceso de filtración podria dispersar 

estos coloides en materia orgánica subparticulada, la cual podría atravesar la membrana y 

modificar, de esta manera, la actividad de la muestra (ver Fig. 5). Además, en las muestras 

de los puntos l y 2, el tiempo de producción de las manchas fue mayor al de las moscas 

testigo, lo que indica que las alteraciones que provocaron la producción de las manchas 

ocurrieron en divisiones celulares más tempranas, por lo que se obtuvieron manchas con 

mayor tamaño que en las moscas testigo (Fig. 8 b y 9 b ). Con respecto al número de 

manchas por mosca no se observaron diferencias entre las moscas testigo y las 

experimentales del punto 1, pero sí entre las del . punto 2, esto es, en las moscas 

experimentales, el número de las manchas fue mayor que en el testigo ( > 4). Al respecto, es 

imponante señalar que en las moscas tratadas con la muestra de agua filtrada (1 OOF) se 

recobró un organismo con 29 manchas. El análisis del número de manchas por mosca es 

importante por la razón anterior. Es costumbre que en la prueba de mutación y 

recombinación somática se determine el efecto genotóxico de algún compuesto comparando 

la frecuencia de mutación entre las series experimentales y testigo, sin considerar la 

localización de las manchas recobradas. Por ejemplo, la frecuencia de manchas por ala varia 

entre 0.25 y 0.45, cuando se conservan prácticas de laboratorio adecuadas, lo que da un 
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promedio de 0.35 n1anchas por ala o 35 manchas por cada 100 alas registradas. En este 

contexto, una mosca con 29 manchas pr<icticamente dobla la frecuencia del testigo con lo 

que se sobrestima el efecto del posible contaminante. Lo anterior es sumamente importante, 

sobre todo en estudios de mutagénesis en los que se puede llegar a conclusiones 

equivocadas. En estudios de biomonitoreo, esta respuesta puede permitir la detección 

temprana del efecto de un cambio en el ambiente en los organismos más senSibles lo que es 

de gran ayuda para la toma de decisiones sobre la protección del ambiente. 

En las moscas del punto 3, la dilución de las muestras no modificó en apariencia la 

frecuencia de manchas, sin embargo, a pesar de que ésta es igual en las muestras sin filtrar 

(50 y 100) (Fig. 10 a), el tamaño de las manchas es mayor a la del lote testigo (Fig. 10 b) y 

el número de manchas por mosca es mayor en la muestra completa que en la diluida (Fig. 1 O 

e). En las muestras filtrada sin diluir (lOOF) y diluida (50F), se recobran frecuencias similares 

al testigo, pero nuevamente el tamaño de las manchas es mayor que el de las moscas testigo 

sin llegar a ser significativo. 

En las muestras restantes se observaron diferencias entre las muestras no filtradas y 

filtradas. Es importante recordar que las muestras se filtraron con una membrana microporo 

0.45 µ, como se recomienda para las determinaciones del contenido de contaminantes en 

muestras de agua (Meybeck, 1989). La diferencia en la respuesta gcnotóxica provocada por 

las muestras filtradas y sin filtrar, podría explicarse, al menos parcialmente, debido a que en 

el proceso de filtrado, la presión ejercida podría provocar el rompimiento de la fracción 

coloidal y de esta manera, liberar partículas de materia orgánica que, una vez liberadas, 

podrían atravesar la membrana, modificando su composición y en consecuencia la respuesta, 

en comparación con la muestra no filtrada. 
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Se ha observado que en ocasiones la frecuencia de manchas en las series filtradas es 

menor a la del testigo concurrente y a la de la muestra no filtrada, sin embargo, lo anterior 

va generalmente acompañado con la aparición de manchas de mayor tamaño o bien, la 

ausencia de manchas, en comparación con su testigo concurrente (Ramos et al., 1999). 

La determinación de la genotoxicidad de un compuesto se hace con base en su 

capacidad para inducir alteraciones al DNA, de manera que si un genotóxico potencial no 

incrementa dicha frecuencia se asume que no es genotóxico. Sin embargo, se presta poca 

atención al hecho de que las moscas expuestas a un posible genotóxico presenten 

frecuencias de manchas menores a las de moscas no expuestas como se muestra en las 

figuras 12 a la IS. Este resultado se ha sugerido que puede estar en relación con la 

inducción de enzimas que participan en la desintoxicación de genotóxicos o bien, con la 

pérdida de las células dañadas, lo que provocarla que la frecuencia de eventos detectados 

sea menor ( González-César y Ramos-Morales, 1997). 

En el resto de las muestras, la frecuencia de manchas en las muestras completas 

( 100) fue menor a la del testigo negativo concurrente (Figuras 11 a 1 S). En todos los casos 

se observó que el tiempo de formación de las manchas mostró un patrón diferente al de los 

testigos negativos concurrentes, aunque la distribución del número de manchas por moF 

mostró poca variación en relación con la del testigo. El uso <le muestras filtradas, diluidas y 

filtradas-diluidas facilitó comprobar que efectivamente se trata de falsos negativos, ya que 

en éstas la dispersión entre los tres parámetros evaluados fue diferente también a la de los 

testigos negativos concurrentes. 

Es importante insistir en que si sólo se utilizan muestras completas, Ja determinación 

de Ja genotoxicidad con fines de biomonitoreo seria muy limitada y podria llevar a 
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conclusiones falsas. 

El uso de Drosophila en estudios de biornonitoreo es una alternativa valiosa porque 

además de ser un modelo in vivo, es sensible a niveles ambientales de contaminación y 

permite detectar a aquellos organismos más sensibles que muestran una respuesta temprana 

ante cambios ambientales, misma que puede ser atendida para evitar mayores daños al resto 

de la población o poblaciones expuestas. Es importante complementar los resultados que se 

obtienen con un orgarusmo, con las determinaciones fisicoquírrúcas de Jas muestras 

problema, lo que nos permitiría saber si hay relación entre )as concentraciones y 

componentes de una mezcla y el daño inducido, sin embargo, no debe olvidarse que con 

frecuencia, una muestra puede presentar valores menores a los permisibles para un uso 

especifico y no obstante, representar un peligro potencia] para los organismos expuestos. En 

este estudio, conocer las concentraciones de algunos compuestos no permitió establecer una 

relación entre la respuesta de genotoxicidad y la concentración de los posibles genotóxicos 

seleccionados, ya que en su mayoría, las concentraciones de los posibles genotóxicos se 

encontraron por debajo de los límites pennisibles. Hay que considerar que sólo se conocía la 

concentración de algunos compuestos y no la totalidad de los que conformaban la muestra; 

así corno las posibles interacciones entre ellos. Así, no puede descartarse que la actividad 

genotóxica detectada en los puntos 2 y 6 sea debida a algún otro factor no considerado en 

este estudio, ya que el análisis de metales pesados y plaguicidas sólo se realizó para: Cu, Zn, 

Pb, Cr y As, en el caso de los metales pesados y para: aldrin, heptacloro epóxido, ppDDE, 

Dieldrin y ppDDT, en el caso de plaguicidas. En resumen, con base en los resultados 

obtenidos en este estudio, se podria señalar lo siguiente: 

• El resultado obtenido en el punto 2 debe ser considerado como falso positivo para la 

62 



prueba de SMART debido a que el incremento en la respuesta se basa solamente en un 

organismo de toda la población analizada y no fue comprobada estadísticamente con la 

prueba de Kruskal - Wallis. 

• La respuesta obtenida para el punto de muestreo No. 6, sí sería considerada como 

positiva debido a que fue aportada por varios organismos de la población expuesta, es 

decir, la respuesta fue reproducible y fue comprobada estadísticamente con la prueba de 

Kruskal - Wallis. 

• Drosophí/a me/anogaster sí puede ser utilizada como biomonitor ya que posee la 

capacidad de descartar entre muestras positivas, negativas y ser sensible aún a las posibles 

interacciones de los diversos componentes de las muestras. 

• Es importante disponer de modelos biológicos ín vivo para estudios de biomonitoreo. 

Debe procurarse en lo posible, establecer relaciones de causalidad entre uno o vaños 

factores en el ambiente y el efecto encontrado en los organismos. Es indispensable 

disponer de criterios claros para diagnosticar una respuesta positiva y una negativa. 
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CONCLUSIONES 

1. Drosophi/a melanoga..'ller es sensible a niveles ambientales de contaminantes. 

2. Drosophi/a me/anogaster y la prueba de mutación y recombinación somáticas (SMART) 

pueden ser utilizados en estudios de monitoreo ambiental sin necesidad de concentrar las 

muestras de interés. 

3. La comparación de la frecuencia de manchas, el tamaño de manchas y el número de 

manchas por mosca entre las series experimental y testigo es indispensable para descartar 

falsos positivos. 
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