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ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS EFECTOS GENETICOS PRODUCIDOS POR

RAYOS5-X'Y NEUTRONES EN DROSOPHILA MELANOGASTER

RESUMEN

Por: M, Zuleta (1]

En espermatozoides de Drosophila melanogaster, se hizo un estudio comparativo de los
efectos de neutrones y rayos X en relacion con la produccion de translocaciones recipro-

cas. Los resultados de cste experimento indican due:

1)

2)

3)

4

Cuando se comparan dosis fguales de neutrones ripidos de .58 Mev y rayvos X de
250 Kev, se observa que estos dus tipos de rediaciones difieren en su efe.: tividad
para producir transivcaciones reciprocas.

La proporcionalidad entre la dosis v el efecro es diferente para cada tipo de radia-
vion. La curva que establece lg refacion entre la dosis de rayos X y la produccion de
trunslocaciones se ajusta a la ecuacion: Y=xD%2 : en cambio la gréfica que repre-
senta la relacién entre dosis de neutrones y produccion de translocaciones estd dada
por la ccuncion lineal Y= «D, {en donde = representa la pendiente y ' D la dosis).

Con una serie de dosis de mueetrones comprendida entre 265 y 5.760 rads in produc-

don de translocaciones past de una frecuencie minima de 0.4ofo a 10.560/0,

mientras que con dosts de rayos X comprendidas entre 765 y 4.400r (roentgens), la
produccion de translovaciones se extendic de {,64o/o a 20,90f0.

Con dosis de radiacién entre 0--500 r el valor EBR para transiocaciones rectprocas
fue de 1,1; pero él aumentar In dosis por emima de 500r, el valor EBR de

neutrones d:smmuye

INTRODUCCION

A través de los estudios en-radiobiologia experimental se ha
reconocido que los distintos tipos de radiacidn ionizante, a
pesar de ser similares en su interaccion con el material vi-
viente, difieren en que se requieren dosis diferentes para
producir un efecto biolégico dado (ejemplo: muerte celular,
mutaciones recesivas, ete)).,

Para comparar los efectos bioldgicos de dos radiaciones di-
ferentes se utiliza el concepto de “Efectividad Biologica
Relativa™ {EBR) de una radiacién con respecto a otra. Con-
venicionzlmente, s¢ usan los rayos X como radiacion de refe-
rencia,

El valor EBR se obtiene dividiendo fa cantidad de rayos X
que produce un efecto determinado por la cantidad de la
otra radiacion que produce el mismo efecto. Por ejemplo, si
el valor EBR de neutrones para translocacicnes en esperma-
tozoides maduros de Drosophila es 2, ésto significa que
dicho sistemna bioldgico, una dosis de neutrones de 0,5 rads
causa el misma efecto bioldgico que produce 1 rad de rayos
X,

Varios autores han demostrado que las diferencias en la
efectividad bioldgica de distintos tipos de radiaciones se
deben a desigualdades en la distribucion espacial de ioniza-
cibn de las respectivas radiaciones (Edington ¥ Randolph,
1958; Bacq and Alexander, [961).

(1} Profesora Departamento de Biologia, Universidad de Antiogyuia, Medeliin, Cotombia.
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La disipacién de energia por unidad de trayectoria recorrida
por b particula primaria de ionizacién se describe por me-
dio de las iniciales L E T que significan: Transferencia Li-
neal de Energia.

Se ha confirmado que la radiacién de alto LET, tal como
los neutrones, es mds eficiente en la produccion de dafio
genético y permite menos reparacidn del daiio molecular
que la radiacidn de bajo LET tal como los rayos X (Repot
of the United Nations Scientific Committe on the Effects
of Atomic Radiation, 1966; Fowler, 1974).

A pesar de todos los adelantos alcanzados en la investiga-
ddn sobre radiobiclogia, es dificil establecer fa relacién en-
tre estos dos valores: E B R y LET, debido a que ninguna
radiacion es uvniforme respecto a su densidad idnica. Por
gjemplo, la radiacion espaciada de bajo LET, produce iones
separados a lo largo de la mayor parte de su trayectoria,
pero s¢ disipa en densas nubes de pares idnicos al terminar
su recorrido, Esto se debe a que la particula idnica o LET
en la jlamada cola (Bacq and Alexander, 1961). Ademds,
existen otros muchos factores que complican la compara-
cién entre radiaciones de alto y bajo LET.

En muchos casos, adn iratindose del mismo sisterna bioldgi-
¢0, los valores de E B R cambian en direcciones opuestas de
acuerdo con la dosis, 1a intensidad o tasa a la cual se admi-
nistra unia dosis dada (Russell, 1965), los efectos bioidgicos
estudiados, et tipo de células que reciben Ia accién de la
radiacién (Dauch, 1965), la energia de I radiacién (Mura-
kami, 1965) y las condiciones ambientales al aplicar la ra-
diacitn, tales cono concentracion de oxigeno,

La informacitn obtenida a través de estos estudios sirve
como base para recomendar “*Dosis Mdximas Permisibles”,
(DMP) para diferentes tipos de radiacién aplicadas al hom-
bre.

Estas investigaciones también son interesantes como medio
para comprender los procesos de radiacion en los sisternas
biologicos. Por ejemplo, varios autores {Lea, 1955; Muller,
1954), han desarrollado hipGtesis y teorias sobre los meca-
nismos radiobicldgicos iniciales que originan los cambios en
el valor del EBR segun los diferentes efectos genéticos de la
radiacion,

El propdsito del experimento que se describe a continua-
cion es obtener mds datos sobre EBR de neutrones rdpidos
monoenergéticos y rayos X en la produccién de transloga-
ciones reciprocas en espermatozoides de Drosophila mela-
nogaster. '

MATERIALES Y METODOS
FProcedimientos para Irradiar con Neutrones.

Las moscas que se sometieron a la accién de los neutrones
se llevaron en avién al Laboratorio Nacional de Brookhaven
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donde fueron irradiadas y cruzadas. Esta parte del experi-
mento la levé a efecto ei Dr. §, Abrahamson, (geneticista
de la Universidad de Wisconsin), Las moscas se transporia
ron ¢n cajas de icopor con bloques de hielo alrededor para
mantener la temperatura por debajo de 25°C. La dosime-
tria estuvo # cargo del senor LY. Goodman, La irradiacién
se hizo e€n un generador Van de Graff utilizando protones
de 2.8 Mev en la reaccién H3 (p, ) He3. Las moscas se colo-
caron en una caja rceatoria a 3,3 cm de distancia de la
fuente de irradiacitn, formando un dngulo de 100 respec-
10 a la direccién del rayo de protones. Este arreglo produjo
una irradiacion de neutrones de 0.58 Mev 1lofo con un
promedio de intensidad de dosis de 783 rad/hora.

1a irradiacion se levd a efecto en tres periodos o series
diferentes y se aplicaron las siguientes dosis: 265 rads, 765
rads, 1.546, 2.321 rads, 2.870 rads, 4400 rads y 5.760
rads. Cada dosis se aplicd a grupos de 40 moscas.

Pata neutrones ripidos de 0.43 v 0.565 Mev se ha calculado
que en &l material viviente producen trazas de un LET equi-
valente a 72 y 67 Kev/u respectivamente {Smith et al,
1964),

Tratamiento con Rayos X,

Para hacer las comparaciones, también se hicieron experi
mentes con rayos X. Estos se levaron a efecto con las
mismas técnicas genéticas utilizadas en los experimentos
con neutrones. Los machos silvestres de Drosophilz (Canton
S) de 7 ¥ de 3 dias de edad también fueron tratados con
dosis de 765, 1546, 2.321 y 4400 r de rayos X. La irradia-
cién se obtuvo en una mdquina que opera a 250 Kev con
wna intensidad de dosis de 444¢/min a 25 cm de distancia
de 1a fuente de jrradiacién y con filtro de 20 mm. Sé urilizé
un filtro de cobre de 0,5 mm y uno de aluminio de | mm..
Et promedio del LET de estos rayos X en el aguaesde 223
Kev/p, (Boag, 1953),

“Test” para Translocaciones.

En las dos primeras series de itradiacién se expusieron a la
accion de los neutrones machos de 7 dias de edad. En la
tercera serie, los machos irradiados tenjan 3 dias de edad.

En todos 1os casos se irradiaron machos normales de la cepa
Canton --8. Estos s¢ cruzaron con hembras hemocigoticas.
bw: ¢ (la marca recesiva “brown” estd en el cromosoma 2 y
la marca recesiva “ebony™ esid en el cromosoma 3).

Inmediztamente después de la irradiacién, se colocaron en
frascos pequefios con alimento, cineo machos y ¢cinco hem-
bras. Después de un persodo de 24 horas s¢ mataron los
machos, mieniras que las hembras se pasaron a otros frascos
con alimento fresco por periodos de ? dias. Los machos l:“]
fueron cruzados individualmente con hembras bw; e. Todos
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los hijos Fy , s¢ examinaron en blsqueda de las cuatro clases
fenoti'picas producidas por la recomendacién de los cromo-
somas marcados. La ausencia de una o varias de las combi-
maciones fenotipicas esperadas, permite reconocer en la F2
todas las translocaciones fértiles. Las figuras ., 2,y 3 ilus-
tran ¢l procedimienio seguido para detectar las translocacio-
nes reciprocas entre los cromosomas 2--3; 3- Y32 Y.

Py e | g’+ +X j? bw,e

Fi &+ +><é bw,e

En la segunda serie experimental, los machos P | se cruzaron
con dos grupos diferentes de hembras durante los intervalos
de 0--24 horas y de 24—48 horas después de la irradiacion,
esto con el fin de analizar espermitidas.

Tados los cultivos se mantuvieron a una temparatwea de
259C.

21 b 3‘“ l‘l.xl.l xﬂ

bwie e %

2 2's 3 2"2 3 3" 2" 233" 3" 2"2'3" 32
b ele +3+1€ +1¢ le ¢ o+
-+ -+
e W
VIVEN MUEREN POR DEFIFIENCIA Y PUPLICACION CROMOSGMICA.
SIN TRANSLOCACION CON TRANSLOCACION
BALANCEADA
FIGURA 1. Representacion diagramitica de las Translocaciones reciprocas (T2-- 3) ¥ sus consecuencias fenotipicas utiliza-

das para detectatlas.
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HGURA 2. Representacion diagramdtica de las translocaciones reciprocas (TY-3) y sus consecuencias fenotipicas utilizadas

para detectarlzs.

.$ bwt Tbw zahwi- é bw
COLOR NORMAL LOR “EROWN" 005 COLON NORMAL DJOS “RIOWN" CON DU
ke PO DEFT— Dyas co BOSEEN TRANSLOCACION  FLECACPON DEL CHOMO—
CENCA DL CRO— 2-¥ BALANCEADA SOMA 2. S0N ESTFRILFS
ROSOMA 2, POR FALTA DR UN $EG~
. MENTO DEL C ROMOS0—
MAY.

FIGURA 3.  Representacion diagramdtica de las translocaciones reciprocas (TY - 2} ¥ sus consecuencias fe notipicas wiliza-

das para detectarlas.
Actualidades Biolégicas. Vol .4, No.12
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RESULTADOS

La tabla 1 presenta las translocaciones T 2. 3 obtenidas por
wradiaciéon con neutrones o con rayes X. En 2 tabla 2
aparece el porcentaje de translocaciones que incluyen el
cromosoma ¥, con su correspondiente analisis estadstico,

Los datos ebtenidos con neutrones que aparecen marcados
con fa) se refieren a la muestra de espermatozoides tonuda
entre {--24 horas después de |a irradiacion. La (b} sefiala los

TARLA I

resultados de espermdtides tomados entre 24- 48 horas des-
pués de la irradiacidn con neutrones. La diferencia observa-
da en la produccidn de dafio genético entre Jos tipos de
oélulag no es mayor gue la esperada al azar. Esto concuerda
con los hallazgos de Muller {1954) quien obtuvo la misma
tasa de translocaciones en las diferentes muestras de esper-
ma tomada entre O 6 dias después de la irradiacidén con
reutrones, Dauch (1966) encontrd diferencia significativa
entre los efectos producidos en las diferentes células esper-
miticas, cuando éstas se expusieron a Jos rayos X, en cam-
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bio no encontré diferencia significativa cuando las diferen-
tes ¢cétulas fueron tratadas con neutrones, '

Los cdlculos  para obtener la proporcionalidad entre las
dosis de radiaciones y sus resectivos efectos, se hicieron por
andlisis de.regresion. Este andlisis se hizo aplicando el prin-
cipia de los cuadrados minimos con coeficiente de correc-
¢ion segiin lo indica Mather {1951).
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La linea de represion paru establecer la relacion entre fa
produccion de translocaciones y la dosis aplicada de rayos
X. se determind por medio de la férmula: Y==D%.

En la irradiacién con neurrones, la finea de regresion se
abtuvo con_ la férmu],a; Y=« ) en donde | x ::.E]XY .
ZIX-
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D~ dosis de radiacion y Y= frecuencia de translocaciones. La
frecuencia de translocaciones espontaneas, encontradas por
algunos autores, como Glass (1955) es tan pequetia (cerca
de 8 x 100), que se puede considerar el coeficiente de
intercepcion iguat & cero. La figura 4 representa las Lineas
de regresion para las translocaciones entre los cromosomas
2.3 producidas con rayos X neutrones,

La curva que representa la relacion dosis de rayos X v pro-
duccidn de T 2-3, se ajusta a la formula ¥~ 0538 x 10°6
xD?, (Donde Y es la produccién de translocaciones por
gameto). Con X} = 5.2;0.15<P< 0.20. Elvalor de “test ji”
al cuadrado se obtuvo com la siguiente formula: X? =
ny2 o (2IY)
e’

En la irradiacion con neutrones, ia frecuencia de transloca-
ciones 2-3 aumenta de acuerdo a la ecuacion lineal Y=11,5
x 10=6 x D: con XZ =17. 6; P=0.02. Solo una de las
observaciones estd situada fuera de la linea de regresion, Se
trata de una frecuencia muy baja obtenida con la dosis
1,546 r de neutrones. Cuando se hicieron los calculos sin

z-3

L OTRARELGCACIONLE

FomsemTaTL

DOSIS EN krd

FIGURA 4. Relucitn entre la dosis de radiacidon v la
frecuencia de lanslocationes reciprocas 1) entre los
CTOMOS0MAas :

Las Lincas verticales indican los limites del error stan-
dar.

tener ¢n cuenia los resultados de la dosis 1 546, los datos se
ajustaron muy hien a la linea de rtegresion con la siguiente
ecuacion:¥=12,7 x 10 ® x D: con XZ =48;
0.40< P<T0.50. Estas consideraciongs hacen sospechar que
ocurrié algo andinalo von la dosis 1.546 rads (neutrones).
Posiblemente un etror técnico introdujo la desviacion res-

pecto a Ia linea de regresion,

Las curvas de la figura 5 representan la relacion entre dosis
de radiacidén y produceidn de translocaciones con el cromo-
soma Y.

Taoto en la figura 4 como en la 5 se puede ver que la
efectividad com la dosis de 4.400 t de rayos X es menor que
la esperada. Fsta observacion sugiere una tendencia a la
saturacion por la accion de altas dosis de rayos X.

Segim Muller (1954), asta depresidn que se observa con
alias dosis de rayos X, puede explicarse por el aumento de
translocaciones no viables ¥ de mutaciones tetales dominin-
tes.
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FIGURA 5. Relacion entre la dosis de radiacion y la Fre- |
c ia de transl iones que incluyen ¢l cromosoma Y.
Las lineas verticales indicun Jos limites del error stindar.
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DISCUSION,

En los distintos tipos de cutvas que relacionuan el efecta de
las diferentes radiaciones con la dosis, se ve claramente que
la frecuencia de transfocaciones reciprocas es una funcion
lineal de la dosis de neutrones, Fste efecto lineal de la dosis
indica-que la translocacion es producida por efecto de una
sola trayectoria de neutrones, Segn Muller (1954}, Giles
(1954) y-Lea (1955), ésto se debe a que las rupturas necesa-
ras para cada translocacion, son producidas por la misma
traza de ionizacién y que los extremos rotos capaces de
union intercambiada estén situados cerca uno de otro. En
cambio con rayons X se observé que cuando las dosis son
superiores a 500 r la frecuencia de translocaciones aumenta
en relucion 4 la dosis elevada al exponente 3/2. liste mismo
anmento exponencial de transtocaciones ha sido observada
por otros investigadores como Mulfer ¢1954).

Se cree que €l aumento exponencial de las aberraciones,
cuando se aplican radiaciones de baja densidag idnica como
los rayos X, indica que los rearreglos cromosdmicos resul-
tan de la interacciébn de diferentes trazas idnicas (Giles,
19543,

Estas observaciones muestran que la relacion entre dosis y
produccion de translocaciones cromosdmicas es diferente

mara los dos tipos de radiaciones.

Sin embargo, Traut {1963) ha demostrado que a dosis 'de'

rayos XdeO--§5rel aumento de transtocaciones es lineal, tal

como sucede con {os neutrones,

Segin Muller (1954), la razdn para la linearidad de rayos X
a bajas dosis, se debe a que con pequefas dosis hay muy
poca proporcion de trazas iénicas por célubi v si dos trazas
i6nicas ltegan a un nicleo, lo mds prohable es que no que-
den suficientemente cercanas como para que los extremos
rotos producidos por las dos trazas independienies puedan
mtercambiarse, En consecuencia, a hajas dosis de rayos X,
las dos rupturas necesarias para la translocacion deben resul-
tar por efecto de una sola traza idnica. probablemente causa-
das por la ionizacién densa de la terminacién. En tat caso,
es de esperar que el nimero de translocaciones aumente
linealmente con dosis hajas de rayos X, Aprovechando este
hecho, e valor EBR para transtocaciones T2 - 3 se determi-
néd mas ¢xactamente, comparando la pendiente {116 x
10°5) para aumento lineat de translocaciones 2 3a dosis de
rayos X de (-.-500 r (Traug, 1963) con la pendiente (1. 27 x
10‘5) cotregida para gumento lineal de T-.2 -- 3, con neu-
trones.

2-3)1,27 x 1073 1)
Pendiente para rayos X (T 2- 3% 1,16 x (03

E B R - Pendiente para neutrones (T-

Para estimar el valor EBR & dosis mds altas que 500 r se
compararon las dos dosis diferantes de radiacion, que pre-
ducen la misma frecuencia de translocaciones.

Actuzfidades Biologicas. Vol 4, No.12
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tbas dosis se pueden calcular por medio de las lineas de

regresion), Ejemplo de EBR a un nivel de 5o/0 de transtoca-
cioves T 2-- 3. EBR {50/0) de Translocaciones} .
14(}rraym— X 053 :

40001 ne uirones.

Puede observarse que cuando se caleula el EBR para translo-
aciones, a dosis menores de 500 r, la eficiencia de los
neutrones rapidos s 1.1 veces la de rayos X o sea que por
una dosis de rayos X se mecesitan 0.9 de neutrones para
producic el mismo efecto. Es claro también, que con dosis

superiores a 5007, los rayos X producen un aumento de -
translocaciones proporcional a la dosis elevada a un expo-

nente mayor que |, en cambio la produccidn de transloca
ciones con neutrones continia directamente proporcional a
dosis altas. Por lo tanto, la efectividad bioldgica relativa de
neutrones respecto a los rayos X, disminuye-con ef aumen-
to de la dosis.

Por ejemplo, en este experimento ¢l valor EBR esde 1,1 con®

dosis menores de 500r: en cambio con 4.000 rads de neu-
trones el valor EBR es de 0.53 o sea, que casi se necesita
duplicar la dosis de neutrones para obtener la misma fre-

cwencia de translocaciones producidas por 2.1 40 de rayos X.

En las investigaciones de Muller (1954) con espermaiozoi-
des maduros de Drosopliile melanogaster, irradiados con

neutranes rapidos de ? Mev, se obtuvo un valor EBR de 54

para produccion de 1ofo de translocaciones 2-.3.

Dauch {1966}, quien también trabajé con espermatozoides
maduros de Drosophila melanogaster, irradiados con neu-
trones rapidos de 3 Mev obtuvo un valor EBR de 2.3 para -

translocaciones 2--3 producidas con dosis de 500r.

Si comparamos los valoses EBR, a bajas dosis de radiacién,
obtenidas por Muller, (1954), Dauch (1906) ¥ en este expe-
rimento. ohservamos la siguiente relacion: §: 2:1, Fsta rela-
cién indica que los neutrones de 0.58 Mev utilizados en el
presentc experimenta, son menos eficientes en compa-
racidn con los nevirones de 2 Mev y 3 Mev utilizados por
Muller ¥ Dauch respectivamente. La diferencia en efectivi-
dad de los neutrones wtilizados en estas investigaciones; po-
siblemente so dehen a que comuo son de diferentes energias
producen distinias densidades de ionizacion (LET), to cual
repercute en el efecto biologico de la radiacion.

Varios hallazges experimentales sustentan esta interpreta-
cién, Por ejemplo, Randolph (1964}, encontrd que no exis-
te una dependencia lineal de ta produccién de aberraciones
cromosomicas respecto al LET de Jos diferentes lipos de
radiacion, pero si hay un LET Sptimo que esta comprendi-
do entre 50 y 70 Kevfu. Esta transferencia lineal de energia
conesponde a neuwrones de 1 Mev,

Por otra parte, se ha demostrado que dosis iguales de neutyo-
nes de diterentes energias, producen densidades idnicas dis-
tintas. Por ejemplo, Snyder (1904) en cultivo de tejido de
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ratones observd que con cierta dosis de neutrones de 0.1
Mev, ¢l 550f0 de la transferencia lineal de energia es de 75
Kev/it, mientras que, con la misma dosis de neutrones de
2,5 Mev, solo el 150f/o del LET alcanza tal densidad.

Es claro que la efectividad biolgica relativa depende del
LET ¥ de la energia de tos neutrones, sin embargo se puede
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