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RETARDO MEIOTICO Y MODIFICACIONES
EN LA RADIOSENSIBILIDAD INDUCIDOS
POR EL PRETRATAMIENTO CON DIHIDROESTREPTOMICINA
EN DROSOPHILA MELANOGASTER

Roporro FELix E. *
JuoiTH IsaBeL GuzMAN R.*
Javier Ramirez F. *

RESUMEN

En el presente trabajo se investigé el efecto del pretratamiento con dibidroes-
treptomicina sobre la espermatogénesis de adultos irradiados de Drosophila mela-
nogaster, demostrindose el retardo meidtico inducido por ¢l antibiético, que es
aditivo al producido por la irradiacién. Se aplicé la técnica de separacién de
progenies, determindndose la frecuencia de mutaciones letales recesivas en ¢l cro-
mosoma X, la pérdida del fragmento scB en el cromosoma Y, asi como la pérdida
del cromosoma X. El aumento en la frecuencia de los machos XO en la primera
progenie del grupo pretratade con el antibidtico, indica la modificacién de los
procesos de reparaci6n del daiio producide por la irradiacién durante la esper-
miogénesis.

Se presenta y se discute una hipdtesis explicativa de los resultados observados,
fundamentada en el efecto que muestra la dihidroestreptomicina sobre las mem-
branas intracelulares de los cucariontes.

ABSTRACT

Pre-trcatment with dihydroestreptomycin was assayed in irradiated male adults
of Drosphila melanogaster. A meiotic delay, which acted additively to the delay
induced by the irradiation was demonstrated by means of the brood tecbnique,
measuring the frequencies of recessive sex-linked mutations, sc8 loss in the Y
chromosome and chromosome X loss. Indications on the modifications underlying
the rcpair processes in sperm were detected by the increase of XO males recovered
in the first brood from the group pre-treated with dihydrostreptomycin and
irradiated.

A working hvpothesis is presented which accounts for the results on the basis
that dihydrostreptomycin changes the permability of intracellular membranes.

INTRODUCCION

Durante la Gltima década se ha reunido
una evidencia experimental considerable
sobre las diferencias en la radiosensibi-
lidad entre algunas de las etapas de Ia
espermatogénesis, explorindose extensi-
vamente las condiciones externas e inter-

nas que afectan a los electos genéticos
de las radiaciones ionizantes en Droso-
phila melanogaster.

El estudio de la gametogénesis en los
estados que preceden a las espermato-
gounias presenta muchos problemas; el

* Programa de Radiobiologia y Genética. Comision Nacional de Energia Nuclear, México.
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mids critico para Drosophila es la escasez
de datos citomorloldgicos, en contraste
con el conocimiento detallado que se
tiene para el ratén y para otros mami-
feros (Oakberg, 1969), asi como para el
chapulin (Hannah-Alava), 1964. En el ra-
tén se pueden identificar tres tipos de
espermatogonias; el tipo A corresponde
a las células tronco del epitelio semi-
nifero, que mediante el proceso de reno-
vacién celular mantienen su propio ni-
mero mientras dan origen a un mimero
ilimitado de células diferenciadas. Las
espermatogonias intermedias se derivan
del tipo A, dividiéndose una vez para
formar espermatogonias del tipo B, que
a su vez se duplican para formar los
CS]]CI']n;ltOCItOS pl"ll'ﬂill‘l()s.

En Drosophila melanogaster se tiene
alguna evidencia citoldgica sobre la exis-
tencia-de 10 a 14 células primordiales,
que estd de acuerdo con la evidencia
genética en favor de 13 células tronco
progenitoras de los espermatozoides
(Sonnenblick, 1950). Asimismo, se tie-
nen datos sobre la reduccién progresiva
en ¢l numero de células tronco en rela-
cion con la edad del macho maduro,
proceso que no se ha complementado
con datos citoldgicos (Liiers, 1956; Abra-
hamson vy Friedman, 1964; Hannah-
Alava, 1964; Puro 1964) . El tinico evento
establecido en el testiculo del macho
maduro, consiste en la ocurrencia de cua-
tro divisiones sincrénicas y dicotdmicas
en las espermatogonias que originan un
quiste de 16 espermatogonias definitivas
que se transforman en 16 espermatocitos
primarios (Pontecorvo, 1944; Cooper,
1950) que posteriormente dan origen
a un conjunto de 64 espermatozoides.
Con respecto a la secuencia de los eventos
anteriores a las divisiones definitivas que
ocurren en el testiculo, dada la ausencia
de informacién bien fundamentada, se
asume que algunas células provenientes
de la reserva de espermatogonias, se
separan mds o menos al azar, iniciando
las divisiones definitivas, lo que deja sin

respuesta al problema de la renovacién
de las espermatogonias. Algunos autores
opinan que las espermatogonias prima-
rias, equivalentes a las espermatogonias
del tipo A de los roedores pasan por
una multiplicacion dicotémica asincrd-
nica antes de separarse y de dividirse
cuatro veces para producir los quistes de
16 espermatocitos primarios  (Tihen,
1946; Cooper, 1950; Kaufmann y Gay,
1963; Puro, 1964).

El procedimiento mds generalmente
empleado en los laboratorios de inves-
tigacion para el estudio de Ia espermato-
génesis en Drosophila, consiste en la se-
paracion de los descendientes de esper-
matozoides provenientes de células que
fueron irradiadas durante alguna de las
etapas de la espermatogénesis, mediante
Ia cruza sucesiva de los machos irradia-
dos con hembras virgenes que oviponen
posteriormente en cultivos separados (mé-
todo de separacidn de progeniesy. Il
procedimiento, que data de las investi-
gaciones de Muller (1928) y de Hanson
y Heys (1929), ha sida utilizade por
numerosos autores (Muller et al., 1954,
1959; Oster, 1961; Strangio, 1962; Puro,
1963; Oster, 1963; Sobels, 1963, 1966).

La ligura 1 ilustra la radiosensibilidad
especifica de las etapas de la esperma-
togénesis, segiin el porcentaje obtenido
de letales recesivos en el cromosoma X,
en machos que se cruzan inmediata-
mente después del tratamiento con seis
hembras virgenes que se substituyen en
periodos de 48 horas. La representacion
esquemitica de los estados que se mues-
trean en cada progenie estd basada en
los trabajos de Chandley y DBateman
(1962), Sivhagen (1961, 1963), Chand-
ley (1962) y Tates y Leigh (1964). La
aplicacidn de los disefios experimentales
de estos autores posibilité la identifica-
cion de los eventos citoldgicos que se
suceden durante la espermatogénesis se-
gun la radiosensibilidad intrinseca, en
determinadas condiciones, de las etapas
correspondientes comprendidas entre las
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espermatogonias y los espermatozoides
maduros. Puro (1964) estudié la radio-
sensibilidad de los individuos provenien-
tes de células tratadas en el estado de
espermatogonia. Los cambios en la fre-
cuencia de mutacién registrados en pe-
riodos sucesivos después de la irradiacion
son una traduccidon dindmica del pro-
greso de la espermatogénesis, ya que se
muestrean sucesivamente células germi-
nales cuya radiosensibilidad especifica
corresponde a los diferentes estados de
la espermatogénesis durante la irradia-
cién. Posteriormente se demostraron las
diferencias en la radiosensibilidad com-
prendidas en el mismo estado de la es
permatogénesis mediante la cruza de ma-
chos tratados por hembras en un niimero
mayor y durante intervalos mads cortos
(Liining, 1952, 1954; Baker y von Halle,
19563; Abrahamson y Telfer, 1956; Liin-
ing y Henze, 1957; Liining y Henriksson,
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Figura 1. Radiosensibilidad diferencial duran-

te las etapas de la espermatogénesis de D. me-

lanogaster, segin el porcentaje de mutaciones

letales recesivas en el cromosoma X, inducidas
por el tratamiento con 1,500 r.

1959; Oster,
Puro, 1966) .

La reduccidn de la fecundidad en el
macho irradiado, probablemente debida
a la induccion de letales dominantes
(Hoenigsberg et al., 1961; Hoenigsberg,
1964), es otro criterio aplicable a la
localizacién en el tiempo, de los eventos
que ocurren durante la espermatogénesis.
El periodo de esterilidad se manifiesta
al mismo tiempo que los primeros trans-
cruzamientos (crossing-over), indicando
que el dafio inducido en los espermato-
citos y probablemente en las espermato-
gonias mis avanzadas, constituye la cau-
sa de la esterilidad que se observa en la
progenie que sigue al predominio de las
espermitidas, en la que se produce la
mayor proporcidn de letales recesivos.
Auerbach (1954), Ives (19593, 1963},
Strangio (1962) y Chandley (1962) en-
contraron que el porcentaje mds alto de
mutaciones producidas por irradiacién
con rayos X coincide con la progenie en
la que se localiza la esterilidad mds pro-
nunciada que corresponde a los esper-
matocitos y probablemente a las prime-
ras espermdtidas tempranas. El periodo
en que se presenta el grado mayor de
esterilidad asi como la frecuencia mads
alta de mutaciones esti ain en discusion,
aunque se localiza en un periodo muy
cercano a la progenie proveniente de las
espermadtidas,

Kishin (1955), diseii¢ otro procedi-
miento para obtener muestras en las que
predominan células en algunas de las
etapas de la espermatogénesis, mediante
el tratamiento por irradiacién de algu-
nos de los estadios del desarrollo lar-
vario o pupal. El predominio de células
germinales del mismo estado de la game-
togénesis se confirma por la evidencia
directa que proporciona el examen his-
tologico.

Al agrupar las células en orden de-
creciente de radiosensibilidad, medida se-
gin la frecuencia de letales recesivos, se
obtiene la siguiente clasificacién (Oster,

1961; Sobels, 1963, 1966;
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1958a, 1958b; Ives, 1960): 1) esperma-
tidas y espermatocitos primarios, 2) es-
permatozoides en la hembra inseminada,
3} espermatocitos secundarios, 4) esper-
matozoides maduros del primer dia, 5)
espermatozoides maduros del segundo
dia, 6) espermatogonias. Entre los dos
extremos de esta escala de radiosensibi-
lidad existen diferencias equivalentes
aproximadamente a la multiplicacidn
por un factor igual a 12. El analisis de
las causas determinantes de esta diver-
sidad tan notable, indica que estin in-
volucrados varios factores. En primer
lugar, se pueden inducir diversos grados
de dafio potencial en funcidn de las con-
diciones prevalentes durante la irradia-
cion. Por otra parte, el dafio potencial
no se traduce en su totalidad en altera-
ciones genéticas detectables, sino que una
proporcién puede ser reparada, segin el
estado metabdlico de la célula. No obs-
tante, unicamente en los estados celu-
lares mas investigados, tales como las
espermidtidas y los espermatozoides, ha
sido posible la distincién entre los fac-
tores determinantes de la sensibilidad
inicial y los que intervienen en la repa-
racién. En las dos etapas del proceso el
grado de oxigenacion desempeiia un pa-
pel importante, como lo demuestran los
experimentos en los que se comparan
los efectos de los postratamientos con
O, y con N, después de la irradiacién
en atmosferas de O, o de N, (Sobels,
1963, 1966) . Los resultados indican que
después de la irradiacién con 3,000 r en
condiciones andxicas, la reparacion de las
espermdtidas es favorecida por el oxi-
geno, mientras que la reparacion de los
espermatozoides es mayor en presencia
de una atmosfera de nitrégeno. Por con-
siguientes, los efectos de los postrata-
mientos en atmosferas diferentes en las
espermdtidas son contrarios a los obser-
vados en los espermatozoides. En estos
experimentos Sobels empleé una linea
de Drosophila portadora de un cromo-
soma X en forma de anillo, con el ob-

jeto de limitar los letales recesivos debi-
dos a mutaciones puntuales y posible-
mente a pequefias deficiencias. En las
espermiitidas se obtiene la misma pro-
duccion de mutaciones mediante la apli-
cacidon de 1,000 r en atmdsfera de O.,
que con 3,000 r en atmdsfera de N, con
postratamiento con N, en ambos casos,
por lo que el grado de oxigenacién deter-
mina la proporcién de dafio potencial
inducido. La observacion sobre el efecto
de la atmdsfera de O, que disminuye
el grado de recuperacién en espermato-
zoides, demuestra que el oxigeno no soélo
posibilita un mayor dafio potencial, sino
que también reduce la capacidad de re-
paracién,

La evidencia experimental sugiere que
en ambos tipos de células, los efectos
posteriores a la irradiacién se originen
en procesos enzimdticos de reparacion
de las lesiones potenciales que dan ori-
gen a las mutaciones o a los rompi-
mientos cromosdmicos definitivos. Sobels
(1966) demostré que los resultados ob-
tenidos en los espermatozoides no pue-
den ser explicados por la interaccion de
radicales con el Q., ni por la eliminacidn
selectiva de células con dafio genético
por el tratamiento con N, La radio-
sensibilizacidon ohservable después del
pretratamiento con fluoruro de sodio,
yodoacetamida, ribonucleasa o actinomi-
cina D, sugiere que tanto las enzimas
glicoliticas como la sintesis de ARN, o
de proteinas, intervienen en los proce-
sos de reparacién de los espermatozoides.

El interés sobre los efectos de la irra-
diacion en la cinética celular data de
la primera época de la radiobiologia,
ya que entre los primeros efectos obser-
vados estd el retarde mitdtico consecutivo
a la aplicacion de dosis reducidas de
irradiacidn que no causan la muerte ce-
lular. No aobstante, aunque la investiga-
cién sobre el efecto citado es muy abun-
dante, no se ha fundamentado una teoria
general sobre el retarde mitdtico.

Cuando los cultives de células en Ia
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fase de crecimiento exponencial se irra-
dian con una dosis de 500 r, el electo
mis notable es el descense inmediato del
indice mitético (proporcién de células
en mitosis) lo que se traduce en una dis-
minucion virtual en el nimero de células
en el cultivo. La ausencia de actividad
mitética, seguida por un aumento sub-
secuente en el indice mitético son dos
aspectos caracteristicos del retardo mito-
tico. Otro aspecto general del retardo
mitdtico inducido por irradiacién es su
efecto temporal.

Aunque los mecanismos causantes de
este proceso no estin bien interpreta-
dos, se tienen numerosos resultados expe-
vimentales que lo explican en parte.
Puesto que el metabolismo del ADN es
afectado por la irradiacion, varios auto-
res han investigado los procesos deriva-
dos de la inhibicidn de la sintesis del
mismo (Okada, 1970) . En algunos casos,
el metabolismo del ADN es aparente-
mente normal a pesar del retardo de la
divisién celular, como ocurre en los cul-
tivos de tejidos, lo que sugiere que el
proceso constituye una manifestacion del
dano inducido en alguno de los meca-
nismos que controlan la iniciacién de
la division celular. El retardo reversi-
ble debido al bloqueo en el estado
G. en células HeLa, puede originarse
en el dafio que se produce en los cro-
mosomas, referible a su vez al estado de
condensacién del ADN que tiene lugar
justamente antes, o durante el principio
de la mitosis. Otras hipotesis, [lundamen-
tadas en datos experimentales, sefialan
la interferencia con la oxirreduccion de
los compuestos sulfhidrilos durante la di-
vision celular (Stern, 1956), 1a inhibicién
de los mecanismos determinantes de la
division del citoplasma (Deering y Se-
tlow, 1957) y la interferencia con la for-
macion del huso (Okada, 1970).

En los cultivos de tejidos de mamife-
ros, el retardo mitdtico mas notable se
localiza en el estado G. o en el estado S,
mientras que el retardo menos percep-

tible tiene lugar durante el estado Gi.
Las dilerencias entre los tres estados pue-
den explorarse mediante el estudio de
algunos de los procesos modificados en
el lapso comprendido entre la irradiacion
y la llegada a la mitosis consecutiva. El
retardo observable durante el estado G,
se origina principalmente en el deno-
minado “bloqueo del estado G." atri-
buible a alguno de los siguientes even-
tos: a) produccién de aberraciones cro-
mosomicas, b) desespiralizacién de los
cromosomas condensados en la profase
del estado M, que retroceden al estado
no condensado caracteristico de la inter-
fase, y ¢) inhibicion de la sintesis de
las proteinas necesarias para la mitosis.
Ll retardo de las células en el estado S
se debe en parte a la depresién de la
sintesis el ADN, y en parte a la pro-
longacion del periodo G.. El retardo de
las células en el estado G, se atribuye
a la prolongacién ligera del estado S,
asi como al alargamiento del estado G,
Asimismo, el retardo del estado M se
origina en la prolongacién del estado §
y del estado G.. Por consiguiente, entre
los efectos debidos a la irradiacidn son
dos los que probablemente constituyen
las causas principales del retardo mitd-
tico: la depresion de la sintesis del ADN
y el bloqueo del estado G., puesto que
las células irradiadas en otros estados
{(Gy y M} se detienen al llegar a los
estados S y Go..

La espermatogénesis es un proceso
continuo que tiene lugar a partir de las
espermatogonias que finalmente dan ori-
gen a los espermatozoides a través de
los cambios citogenéticos que caracteri-
zan a las etapas premeidticas, a las divi-
siones metoticas y a la espermiogénesis.
La abundante literatura que se tiene so-
bre la citologia de las espermatogonias,
espermatocitos, espermitidas y esperma-
tozoides, que se han examinado abun-
dantemente con el microscopio 6ptico y
con el microscopio electrénico, se com-



6 FELIX, R., J. I. GUZMAN Y J. RAMIREZ

plementa con los datos obtenidos en ex-
perimentos sobre la radiosensibilidad
especifica que muestran las células du-
rante cada una de las etapas citadas,
No obstante, sin el artefacto que cons-
tituye la radiacién ionizante, no es po-
sible la reconstruccion de los eventos
citogenéticos que se suceden durante la

MATERIALES

l. Sisterna de cruzas. Se empled el
“sistema de cruzas Oster”, para la detec-
cion de la pérdida del cromosoma X y
del fragmento sc® del cromosoma Y, asi
como la induccién de letales recesivos
en el cromosoma X en los machos tra-
tados. Los “machos Oster” tienen un
cromosoma X en forma de anillo con
los genes marcadores “vellow” (y) vy
Barra (B). La forma del cromosoma li-
mita la recuperacion de los letales rece-
sivos a los que se originan en mutacio-
nes puntuales y en pequeiias deficiencias,

espermatogénesis, puesto que los pard-
metros aplicados para su delimitacion
en ¢l tiempo, estin basados en las dife-
rencias en su radiosensibilidad, ya que
la ocurrencia espontinea de los eventos
mencionados es tan baja, que su deter-
minacidon experimental resulta practica-
mente imposible,

Y TECNICAS

ya que al fragmentarse dicho cromosoma
solamente se recupera cuando al unirse
los extremos libres se restituye el cromo-
soma original. El cromosoma Y tiene
insertado un pequeiio fragmento (sc¥)
del cromosoma X que contiene el alelo
silvestre de “vellow” (y+), que a su vez
impide la expresion del gene “yellow”
del cromosoma X en anillo. Las hembras
tienen sus cromosomas X con el marca-
dor “yellow” (y) y las inversiones sc*,
In19 y sc® (Bridges y Brehme, 1944;
Lindsley v Grell, 1967).

P X2y B/fsc®BY xy st Ind9 sci/y scol IndY st
(rmachos Barre) x (hembras “yellow™)

F1 hembras normales (“yellow”-Barra): X2 y B/y sc®t ind9 sc®

machos normales (silvesires): y sc*l In49 scd/sc¥Y

pérdida del cromosoma X: y sc*? In49 sc8 (maches “yellow™)

pérdida de la porcién sc® del cromosoma Y:
y sc* In49 sc¥/Y (machos “yellow™)

Para distinguir los machos provenien-
tes de la pérdida del cromosoma X, de
los machos que provienen de la frag-
mentacion del cromosoma Y, que care-
cen del fragmento sc® portador del alelo
silvestre de “yellow”, se hace la prueba
de fertilidad de los machos “yellow”, cru-
zindolos con hembras virgenes; sola-
mente los machos con un [ragmento del
cromosoma Y son fértiles en contraste

con los machos XO que son estériles, ya

que existen dos genes en el brazo corto
y cinco genes en el brazo largo del cro-

mosoma Y, que confieren fertilidad a los

machos de Drosophila melanogaster (Su-

zuki, 1970) .

El registro de las mutaciones letales
recesivas inducidas en el cromosoma X¢?
y B se hace mediante cultivos en fras-
cos homeopdticos (cultivos individuales)
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en los que se aisla la cruza de una hem-
bra heterocigdtica de la primera genera-
cion portadora del cromosoma anular:
Xe2 y B/y scst In49 sc8, por dos machos
hermanos: y sc®* In49 sc8/sc®Y. La mitad
de los machos descendientes en cada cul-
tivo deben ser portadores del marcador
0jos en Barra, cuya identificacién en el
fenatipo de los adultos es muy sencilla,

2. Procedimiento experimental. Se irra-
diaron machos adultos a la edad de 3
dias que no se habian cruzado, o bien
se inyectaron a los dos dias de edad,
irradiandelos 24 horas después de la in-
yeccién. Los machos tratados y los del
grupo testigo se cruzaron con dos hem-
bras virgenes en cultivos individuales,
con el propésito de distinguir la pérdi-
da del cromosoma X, de la pérdida del
fragmento sc® unido al cromosoma Y,
cuando alguno de los dos eventos tiene
lugar durante la espermatogénesis de los
machos progenitores: X2 y B/scY. Los
cultivos individuales se transvasaron
cuatro veces renovandose las hembras al
transcurrir periodos sucesivos de tres
dias cada uno, obteniéndose cuatro pro-
genies al cabo de doce dias. Las hem-
bras ovipusieron en cada cultivo, elimi-
nindolas después de cinco dias. La
cuenta de descendientes se hizo 16 dias
después de la iniciacién de los cultivos
individuales.

El registro de mutaciones letales rece-
sivas ligadas al sexo se hizo siguiendo el
sistema de cruzas indicado en los pd-
rrafos anteriores mediante cultivos in-
dividuales iniciados con individuos nor-
males de la primera generacién, apar-
tindose aquellos cultivos entre cuyos
descendientes no se encontraron machos
con ojos en Barra, o bien los que pre-
sentaron machos de dicho fenotipo en
una proporcién menor al 109, Los cul-
tivos apartados como posibles portadores
de letales recesivos se examinaron nue-
vamente después de tres dias, inicidindose
nuevos cultivos para obtener la tercera
generacion, con dos hembras heteroci-

goticas y tres o cuatro machos proceden-
tes del mismo cultivo en cada caso. Asf se
obtuvieron mds de 100 machos en las
dos generaciones procedentes de la cruza
de una hembra heterocigitica de la F;.
Después de examinar al microscopio las
dos series de cultivos (Fo y Fy), se clasifi-
caron como portadores de letales los
cultivos con menos del 59, de machos
con ojos en Barra (Spencer y Stern,
1948; Baker y Edington, 1952; Levine
e Ives, 1953).

Se empled el medio de cultivo que
regularmente se prepara en el labora-
torio, con levadura de cerveza, harina
de maiz y agar como ingredientes prin-
cipales, afiadiéndose tegosept y dcido
propiénico para el control de microorga-
nismos en todos los cultivos (Félix,
1969) . La informacion sobre los detalles
téenicos que posibilitaron la preparacion
y control de los cultivos en el volumen
requerido, estd contenida en publicacio-
nes anteriores (Félix y Rodriguez, 1968
a y b; Félix, 1970 a, b y ¢; Félix y Sal-
ceda, 1970).

Los cultivos se mantuvieron a la tem-
peratura de 25° C durante todo el expe-
rimento.

3. Tratamiento con dihidroestrepto-
micina. La dilucién empleada de dihi-
droestreptomicina (Lakeside), de 400
microgramos por mililitro se determiné
probando en un gradiente de concen-
tracion, la que no afectara a la viabilidad
ni a la fertilidad de los adultos inyecta-
dos, ya que la concentracién mayor a
1,000 microgramos por mililitro es letal.
El antibidtico se administré en el abdo-
men empleando una micropipeta elabo-
rada en el laboratorio (Félix y Salceda,
1964; Olivieri, 1967; Félix y Rodriguez,
1968a), con la que se inyectd un volu-
men aproximado de 0.22 microlitros por
individuo.

4, Irradiacion. Para la irradiacién de
los adultos se utilizé un equipo de rayos
X Siemens Stabilipan del Departamento
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de Radioterapia del Hospital General,
con las siguientes constantes fisicas: fil-
tro de Cu de 0.5 mm, 250 Kv y 15 mA.

A 40 em de la ventana se obtuvo una
razon de dosis de 117 r/min. La dosis
administrada fue de 2,000 r.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Retardo meidtico inducido por el pre-
tratamiento con dihidroestreptomicina.
Cuando una poblacién celular asincro-
nica se expone a la radiacion ionizante,
se observa un descenso inmediato del
indice mitdtico, seguido por un incre-
mento en la multiplicacion celular, que
se eleva sobre el nivel anterior al trata-
miento. Los cultivos de células de ma-
miferos muestran dichas modificaciones
del indice mitdtico después de la irra-
diacidn, observandose el mismo proceso
en otros tipos de células procedentes de
organismos superiores (Lea, 1962). El
tiempo transcurrido entre la irradiacion
y la recuperacion del indice mitdtico es,
por definicion, el periodo que compren-
de el retardo mitdtico.

Aungque la informacion sobre los pro-
cesos modilicados durante el
meidtico es escasa, no se tienen datos
para justificar una distincion fundamen-
tal entre las conclusiones abtenidas para
las células en mitosis y las observaciones
derivadas de la investigacidon sobre el
retardo meidtico.

Kaufmann y Gay (1963) lograron una
especificacion precisa de los estados de
la espermatogénesis en Drosophila me-
lanogaster, mediante un sisema de
cronometria que proporciona datos com-
plementarios sobre el tiempo que requie-
ren los espermatocitos primarios durante
su desarrollo, para llegar a determinados
estados posteriores. El sistema, basado
en estudios citoldgicos, con aplicacion
de las técnicas usuales de autorradio-
grafia, consiste en administrar timidina
tritiada a larvas al principio del tercer
estadio mninfal, o bien, a adultos de 2
dias de edad, registrando la presencia
del compuesto radiactive en las células

retardo -

durante su progreso en el testiculo, dado
que la timidina se incorpora a los cro-
mosomas tnicamente durante el estado
S del ciclo celular, que estid limitado a
Ia interfase de los estados goniales y del
espermatocito primario.

Estos estudios demuestran directamen-
te la retardacidén en el progreso de las
células durante la esperm:ttogénesis de-
bido a la irradiacion externa, que com-
prende un periodo de 24 horas, seglin
el tiempo en que se observan los pri-
meros espermatocitos y los primeros es-
permatozoides marcados (Tabla 1).

En el presente experimento se demues-
tra que el pretratamiento con dihidroes-
treptomicina induce un retardo meidtico
que es aditivo, o mds notable que el
producido por la dosis de irradiacion
de 2,000 r. Mediante el disefio experi-
mental descrito, se separan progenies
originadas en espermatozoides provenien-
tes de células tratadas con el antibiético
e irradiadas en etapas de la esperma-
togénesis que difieren en su radiosensi-
hilidad intrinseca, observindose un des-
plazamiento de la progenie proveniente
del tratamiento de la etapa de mayor
radiosensibilidad, hacia la derecha, al
comparar con el grupo al que no se
administrd el antibiético (Fig. 2, tablas
2 y 3). Los eventos genéticos examina-
dos para la determinacién de la radio-
sensibilidad son: el porcentaje de mu-
taciones letales recesivas en el cromoso-
ma X anular (X2 y B) y la frecuencia
con que ccurre la pérdida del fragmento
sc8 del cromosoma X translocado al cro-
mosoma Y. Ambos eventos se desplaza-
ron en la escala del tiempo de la pro-
genie de 3 a 6 dias a la progenie de 6
a 9 dias posteriores a la irradiacién. Ives
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{1960} v Sobels (1966) demostraron que
la etapa de la espermatogénesis que
muestra mayor esterilidad corresponde a
los espermatocitos, En el presente expe-
rimento la etapa de mavor radiosensi-
bilidad, cuando este parimetro se de-
termina segun los dos eventos examina-
dos, corresponde también a los esperma-
tocitos, ya que el retardo meidtico indu-
cido en estas células prolonga el lapso
que transcurre entre las divisiones meio-
ticas y la secuencia posterior de madu-
racién de los espermatozoides a partir
de las espermitidas.
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B Espermdtidos

C Espermotocitos
D Espermotogonios

Figura 2. Retardo meidtico resultante del pre-

tratamiento con dihidroestreptomicina e irradia-

cidn con 2,000 r en machos adultos de D. mela-
nogaster.

En la figura 2 se ilustra el alarga-
miento del lapso que transcurre entre
los espermatocitos, identificados por su
alta frecuencia de mutacion, y la'csper-
miogénesis. El efecto de retardo produci-
do por la dihidroestreptomicina sobre

diversos tipos celulares tiene lugar en los
espermatocitos, que son las altimas célu-
las que se dividen durante la espermato-
génesis.

Los autores del disefio experimental
descrito estiman que su posible aplica-
cidn a los organismos multicelulares pue-
de aclarar algunos de los efectos de las
substancias que retardan a la division
celular, tanto al nivel citoldgico como
al nivel molecular.

Algunos efectos de la irradiacion tie-
nen lugar cuando se aplica radiacion
ionizante densa, que induce dafio en las
estructuras celulares submicroscépicas
que no son modificables por una ioni-
zacion aislada, fragmentindose por el
impacto de varias ionizaciones simulti-
neas dentro de un volumen reducido.
Bacq y Alexander (1966) propusieron
a las barreras intracelulares como estruc-
turas involucradas en el dafio inducido
por irradiacidn ionizante, cuya ruptura
posibilita Ia liberacién de enzimas. El
efecto amplificador que muestra el oxi-
geno sobre el daiio bioldgico producido
por radiaciones de haja transferencia
lineal de energia, puede partir de Ia
cadena autooxidativa iniciada por una
ionizacion, que destruye a las barreras
mencionadas constituidas, en parte, por
fosfolipidos.

Es bien conocido el efecto de la radia-
cion ionizante que conduce a la for-
macion de diversos perdxidos en ¢l mate-
rial bioldgico, que pueden ser tdxicos
para la célula (Latarjet, 1958) . Los pe-
roxidos originados en el ADN y en el
ARN (Weiss, 1958), en los aminoicidos
y péptidos (Okada, 1938), y en los lipi-
dos, son materia de investigacién radio-
bioldgica. Algunos autores han enfocado
atencién especial en la peroxidacion de
los lipidos (Horgan et al, 1957; Wills
y Wilkinson, 1967), ya que estos com-
puestos son constituyentes significativos
de las membranas intracelulares. Como
un efecto derivado de tal proceso, las
proteinas (Tsen y Collier, 1960; Wills
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y Wilkinson, 1966}, los cofactores, los
electrolitos, etcétera, salen de las células,
o bien se desprenden de las particulas
subcelulares (Wills y Wilkinson, 1967)
causando disturbios notables en la fisio-
logia celular.

Misra et al. (1965) demostraron una
reduccidn significativa del contenido en
fosfolipidos y en colesterol libre de los
tejidos del cerebro del cobayo, posterior
a la inyeccién intramuscular de una solu-
cién salina de sulfato de dihidroestrep-
tomicina. Por otra parte, Finkelstein y
Cass (1967) encontraron una disminu-
cién de la permeabilidad al agua de algu-
nas membranas en funcién de su conte-
nido de colesterol.

La depresion de la sintesis del ADN
y de la division celular por la irradia-
cién ionizante se han explorado amplia-
mente en poblaciones asincronicas de
células, con relacion a los cuatro com-
ponentes mids importantes que pueden
intervenir en el proceso: los trifosfatos
de ribonucledsidos, las enzimas, princi-
palmente la polimerasa, las desoxirribo-
nucleoproteinas y los activadores (Mg?
y otros iones divalentes). Una hipote-
sis de trabajo sobre los mecanismos cau-
santes de la depresion de la sintesis del
ADN, seiala que la radiacién altera uno
o varios de estos factores (Okada, 1970) .
Looney et al. (1965) demostraron la de-
presion de la poza de timidina como un
efecto de la irradiacién, que consecuti-
vamente reduce la sintesis de ADN du-
rante la regeneracidon del higado de la
rata,

La dnica modificacion que puede ser
relevante a los resultados experimenta-
les resefiados en el presente trabajo, sobre
el retardo meidtico inducido en Dro-
sophila por la inyeccién de dihidroes-
treptomicina, es la modificacién de las
membranas celulares, sefalada por Misra
et @l. (1965) que produciria un descen-
so en la sintesis de ADN con la depresion
consecutiva de la division celular, pro-
bablemente por la reduccion de la poza

de trifosfatos de ribonucledtidos, segin
los resultados obtenidos por Looney et
al. (1965).

FPérdida del eromosoma X durante la
espermiogenesis. Los datos eontenidos en
la tabla 4 indican el aumento de Ia radio-
sensibilidad en la primera progenie, que
corresponde a las ultimas etapas de la
espermiogénesis, €n el grupo irradiado
que se traté previamente con dihidro-
estreptomicina.

Los cromosomas de los organismos
superiores contienen proteinas asociadas
al ADN, por lo que al investigar el
dane cromosdémico inducide, se deben
analizar las modificaciones en el con-
tenido proteico que pueden ser causan-
tes de las modificaciones observadas en
la radiosensibilidad.

Kaufmann y Gay (1963) hacen un
estudio detallado de los cambios signi-
ficativos en el contenido de proteinas
asociadas al ADN durante las notables
modificaciones que tienen lugar en el
transcurso de la espermiogénesis, que in-
volucra la transformacion de las esperma-
tidas en espermatozoides maduros con
la pérdida de la mayor parte de los
organelos citopldsmicos.

En todos los estados de la espermato-
génesis de Drosophila, a excepcién de
los espermatozoides maduros, estd pre-
sente una histona con alto contenido de
lisina, que durante las 1nltimas etapas
de la maduraciéon de los espermatozoi-
des es substituida por una proteina rica
en arginina.

La sintesis de proteinas en las esper-
mitidas y en los espermatozoides es inte-
resante, puesto que Olivieri y Olivieri
(1965) demostraron que la sintesis de
ARN no ocurre en las células posterio-
res a los espermatocitos en Drosophila,
por lo que la sintesis de proteinas tiene
lugar a partir del ARN preexistente du-
rante la espermiogénesis. Con anterio-
ridad se descubrié en los embriones del
erizo de mar la presencia de ARN men-
sajero que persiste durante un tiempo
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prolongado {Gross y Cousineau, 1964;
Gross et al., 1964).

El efecto de la dihidroestreptomicina
sobre las membranas celulares en la
espermiogénesis puede ser un factor sig-
nificativo durante la induccion y la
reparacion del dafio genético debido a
la irradiacién, que en este experimento
se traduce como un incrementc en la
frecuencia de la pérdida del cromosoma
X anular.

Las nucleasas tienen interés especial
en radioguimica, al considerar las mo-
dificaciones que se pueden originar en
los dcidos nucleicos por la irradiacidn
ionizante. Roth y Eichel (1959) demos-
traron una disminucion significativa en
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