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EFECTO DE LAS RADIACIONES GAMA EN ESPERMATOZOIDES MADUROS DE

DROSOPHILA MELANOGASTER

RESUMEN

Desde 1927 cuando Muller conocio que las radiaciones ionizantes causan cambios
en el materigl genético, se han realizado mimerosas investigaciones en todos los
niveles utitizando estas radiaciones. En la dctualidad tienen capital importancia no
sola en experimentos de genética bdsica, sino también porque gran parte de la
poblacion esté expuesta a este tipo de radiaciones, por razones de radicterapia y
principalmente por contamingcion, en lugares de expemnenmaon con energia -
clear, . . B L

£li este trabajo se hizo un estudio sobre la frecuenciz de mutaciones letales recesivas
tigadas ol sexo producidas con diferentes dosis de rayos gama en -gspermatoroides
maduros de machos de Drosophila melanogaster. Machos virgenes de 5 dias de
edad de la cepa Oregon—R se sometieron a la uccidn de los rayos gama de una
bomba de Co 60 Se utilizaron dosis de 4000,3000,2000 ; ¥ 1000 Roentgen, Inmedia-
tamente que recibieron la correspondiente dosis de irradiacion fos machos se cruze-
ron con fiembras de lg cepa F M 6, también de 3 dias de edud. Para g deteccion de
mulaciones leiales recesivas se siguic en forma general el merodo originalmente
ideado por Muller.

Se midio la frecuencia de mutaciones letales recesivas inducides con cada dosis y la
relacion eritre dosis aplicada v frecuencia de mutaciones producidas, se calculé en
base al andiisis de regresion standard por el método de los cuadrados minimas.

Al hacer ung curva gque representa la relacion entre dosis y efecta, se.vic que los
puntos experimentales se ajustan a la ecuacion lineal y= 2.8 x 10~  que a su vez
es la rata de rutacion por gametofpor unidades roentgen. Y se cbservé que la
produccion de mutaciones letales recesivas es divectamente proporciona! a la dosiz
de'rayos gama.

Por: Maria Lufsa Brdvo A (1)
Margarita Zulera B, (2} ..

INTRODUCCION

Sen ampliamente conocidos log efectos de las radiaciones

jonizantes en ¢l material genético, desde la ruptura de los

puentes de hidrégeno del DNA hasta las mids grandes aberra-
ciones cromosdmicas. Tales cambios producen alteraciones

fisicas, bioquimicas y fisiclogicas en los orgammms (Casa— o

rett, 1968),

El dominio de las radisciones ionizentes ha permitido pene-
trar én los misterios de la estructura del gene, guinque en
este momento, para andlisis intracistrénicos y de finas es-
tructuras se prefiere la utilizacién de mutégenos quimicos:
por ser ms especificos, sin embargo las radiaciones ionizen-
tes no han disminuido su importancia capital, no solamente
parz las experimentos basicos de la genética, sino también

* porque gran parte de la poblacion humana estd expuesia a

(1% (2} Profesoras Departamento de Biologiz, Universidad de Ankoquia, Medeliin.
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radiaciones de diversa naturaleza por razones de radiotera-
pia y principalmente per contaminacion, las cuales constitu-
yen ¢l grupoe de los mds potentes mutdgenos de los contami-
nantes de 1a biosfera.

Uno de los organismos més usados en este tipo de investiga-
ciones es la Drosophils melanogaster y las radiaciones a las
cuales es expuesta son los rayos X v v {gama), por ser éstas
muy efectivas en la induccion de toda clase de alteraciones
genéticas usadas en los diferentes niveles de investigacion.

En los estudios realizados en Drosophila y en otros organis-

mos, se ha encontrado que el porcentaje de mutaciones

puntuales se incrementa linealmente con la dos:s (Wolif,
1968). .

El propdsito de este trabajo es hacer un estudic de la fre- -

cuencia de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo pro-
ducidas con diferentes dosis de rayos v (gama) en esperma-
tozoides maduros de machos de Drosoph:la de una edad
determinada.

MATERIALES ¥ METODOS

Todas las moscas necesarias para este experimento s¢ obtu-
vieron de dos cepas: Oregon—R (tipo silvestre)} como fuente
de machos y la FM6 (First Multiple 6 Inversions) proporcio-
10 las hembras. Esta Oltima cepa es ideal para detectar mu-
taciones letales recesivas ligadas al sexo, ya que posee cro-

mosomas X de la siguiente forma: In{(1} 15D~E; 20A-B"

superpuesta en In (1) 1B2-D1 + {n (1) 3C; 4E-F + In (1)
4D—E1; 11F2—4. Las inversiones miltiples y complejas
suprimen completanente toda recombinacién en hembras
{FM6/ +) heterocigticas, lo cual permite conservar intacto
el cromosoma X en estudio. Ademds posee marcas en dicho
c¢romosoma: Bar (B) dominante, y el yellow (¥) y white (w)
recesivas, las cuales permiten identificar las moscas que reci-
ben este cromosoma (Lindsley and Grell 1968).

PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Test para Detectar Mutaciones Recesivas Letales Ligadas.at -

Cromosoma X.

Cruces Parentales: De la cepa Oregon—R se colectaron ma-
chos de 8 horas de vida para asegurar la virginidad de ellos y
se mantuvieron en alimento fresco hasta los 5 dias de edad
a fin de que almacenen alguna cantidad de espermatozoides
miviles plenamente maduros (Lefevre 1965) (2), lue%o se
sometieron a las radiaciones de la bomba de Co®0

111¢/min. a una distancia de 40 cm. de la fuente, en un

campo de 20 x 20. Se utilizaron dosis de 4000,3000, 2000 ¥y

1000 reentgens. Para facilitar el manejo ¥ quictud de las

moscas se eterizaron y encerraron en pequefios tubos de

vidrio de 2 ¢m. de longitud con un ‘didmetro de 0.5 cm.
Inmediatamente que recibieron la correspondiente dosis de
irradiacion los machos se cruzaron colectivamente {25 en
cada Cuarto de litro) con exceso de hembra virgenes (2
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hembzas por cada macho), también de 5 dfas de edad de la
variedad de FM6.

A las 24 horas de este primer cruce, se separaron os machos

_ de las hembras para-asegurar que éstas recibieron una mues-

tra homogénea de -espermatozoides que estuvieron plena-
menté madiiros en el momento de Ia irradiacion, va que la
utilizacidn de células espermiticas de diferente edad hace
variar el efecto de la radiacién y como consecuencia dificul-
ta la medida de relacion entre la dosis v el efecto genético
(Multer 1954). Las hembras FMé fecundadas se trasladaron
a un nuevo medio de cultivo con intervalos de 5 dias hasta

- que agotaron las reservas espermdticas,

Cruces £} : Del cruce anterior se obtuvo Fj, en la cual las
hembras son heterocigdticas para el cremosoma irradiado
{FM6/+), los machos son todos FM6. Las hembras de esta
generacidn no necesitan ser virgenes puesto que se cruzan
individualmente con sus hermanos que son FM6 (Abra-
hamson 1971). Este cruce F| x Fj se realizdé en tubos
pequefios, a los 14 dias, a partir del momento en que las
hembras parentales fueron pusstas en ¢l medio de cultivo.
De csta formase asegura que la F3 no haya eclosionado ain.
A los 15 dias de iniciado el cruce F| x F1 se examiné F7 a
través de un estereomicroscopio. La poblacion de cada fras-
co fue eterizada con el fin de facilitar la deteccion de las
mutaciones letales recesivas. El criterio para detectar tales
mutaciones fue ¢l disefiado originalmente por Muller (Spen-
cer 1948). La ausencia de machos con fenotipo silvestre
(Fig. 1) indica que los cromosomas irradiados son portado-
res de mutaciones letales recesivas. El promedio de 1a pobla-
cién de cada frasco fue de 50 individuos, cuando 12 pobla-
cién era pequefia de 12 o menos, la falta de maches de
fenotipo silvestre no merece confiabilidad (Abrahamson
1971), en estos casos se sacaron las hembras (FM6/+) hete-
rocigoticas portadoras’ del cromosoma X en estudio y se

‘hicieron cruces individuales con machos FM6 para obtener

en F3 evidencia de 12 mutacion letal recesiva,

Control: Para el control se utilizaron machos Oregon—R y

.hembras FM6. La técnicaseguida: fue la misma que.se em-
-pleo en el test parz detectar murtaciones recesivas ligadas al
“sex0, con la sola excepcidn de que los machos no fueron

irradiados,

RESULTADOS

Con el fin de determinar la accién de las radiaciones en los
espermatozoides maduros de machos virgenes de Droscphi-
la melanogaster de 5 dias de edad, se midio la frecuencia de
mutaciones recesivas letales inducidas con cada dosis Los
resultados obtenidos aparecen en la Tabla 1.

El cilculo de Ja mlacion dosis-frecuencia de mutaciones le-
tales recesivas se basc en el andlisis de regresién standard
por medio del método de los cuadrados minimos con eb
coeficiente de correceidn, aplicado segin las medificaciones
de Mather (1951),
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La linez de regresion se determiné por medio de la formuis .
Y =K + ab. Donde K representa ¢l punto de interseccitn,
a representa el incremento -de mutaciones por Roentgen

{swndoa—g_x;z(_ y xv = ZIXY - (EUQ Y)Y, D=
X

doms, Y = frecuenm esperada de mutac:onas letales TeCosi-
vas por dosis}.

EI. emor standard fue calculado aplwandn la formula:
ES J%g_
Er la curva que representa Ta relacién e-.ntre dosns ¥y efecto

(Fig. 2) se ve claramente que los puntos experimentales s¢
ajustan a 1a ecuacién lineal.:

33
Y-=-‘2 8x 10'5 xD,
dnnde Y— ala frecuem:m d.e mutaménj gamelo}dosls

La prueba de ji cuadxado did el mguu:nte valor: X% =
Q. 213 con una probablhdad de 1000!0 P 950{0

En el contrel se nb@ewu una frecuem:a de mutacion espon-

tinea de O.1ofc la cua] w tom6 como punto cle mtersecclén
con la orderiada. )

mscusmrq

Como puede observarse ea la curva (Fig. 2), la produccion
de mutaciones letales recesivas es directamente proporcio-

. nal a la dosis de rayos gama.
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Un gran nimero de investipadores, entre ellos Muller
(1939), Edignton (1956 y 1958), Abrahamson {1964), Zule-
ta (1968), etc., también han encontrade que la relacidn
entre dosis de radmcmnes ionizantes y la frecuencm de mu-
taciones es lineal.

Por comparacién de los datos obtenidos en este experimen-
to (Tabla I} con los reportados por Edignton {1956), quien
también trabajo con radiaciones gama para inducir mutacio-
nes letales recesivas en espermatozoides maduros {Tabla I} y
Fig. 2) se observa que ambos resultados son similares en el
incremento lineal de las mutaciones en funcidén de la dosis.
Sin embargo, la rata de mutaciones/gameto/roentgen del
presente trabajo, 2.8 x 10-3, es mayor que la reportada por
Edignton (1956), quien obtuvo una rata de 194 x 10-5 (Fi-
gura 2).

Un andlisis de las variables de los dos experimentos muestra
que son iguales, excepto en dos aspectas: en la‘edad de los
machos irradiades ¥ en el tamafio de la muestra,

En el presente experimento se utilizdé machos de 5 dias de
edad, mientras que Edignton (1956) empled machos de 3 y
4 dias. La diferencia de las cdades podria influir sobre &l
efecto genético de las radiaciones debido a que los esperma-
tozoides plenamente maduros exhiben mutabilidad mas ele-
vado que las células germinales en estadios mas tempranos
de maduracion (Timofeeff 1937) y los machos virgenes de
mayor édad almacenan mis cantidad de espermatozoides
maduros {Lefevie 1968a v 1968b) en ¢l momento de ser
sometidos a irradiacién, por lo tanto se aumenta la probabi-
lidad de mutacidn.

TABLA H

Frecuencia de mutaciones letales recesivas ligadas al sexo, inducidas por radiaciones gama en machos Oregon—R de 3 a
4 dias de e(_iad. '

Dosis No. de cromosomgs No. de letales Porcentaje de letales

(1) snalizados =~ 1 error standard

0 1875 1 0.053% 0.05

1000 2799 61 218 7 028

2000 2764 117 423 1038

3000 2322 123 530 I 047

4000 1801 137 761 - 1.11
(Edington 1956)
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