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1. INTRODUCCIO

1.1. Motivacio personal

Des dels 6-7 anys em va comencar a agradar la part de les materies de ciéncies
gue ens ensenyaven els professors, sobretot qualsevol cosa relacionada amb un
experiment o calculs matematics. | jo en un futur vaig pensar en estudiar Medicina,
pero tenia el dubte que si arribés a la carrera no sabria si dedicar-me a 'ambit de
la investigacié de la medicina o en tractar amb les persones; i era un dubte que

tenia i volia resoldre.

Quan vaig anar al teatre a veure el TR que va dur a terme I'Eva Pérez (Efectes
mutagens del tabac en Drosophila melanogaster), vaig sentir una gran curiositat
per aquest tema; i quan l'any passat vaig veure a les llistes que hi havia la
continuacié d’aquest TR vaig tenir clar que l'aniria a veure. A l'anar a veure el TR
de I'Adria Martos vaig decidir que jo, el meu, també el volia enfocar en algun tema
d’investigacio; pero totes les idees se’m van il-luminar en el moment que ell en el
seu TR, va dir que podria haver una tercera part d’aquest TR comencgat per 'Eva

Pérez.

Des d’aquell moment vaig tenir clar que el que volia era continuar aquest TR, i
d’aquesta manera saber si m’agradava el mén de la investigaciéo per poder-m’hi

dedicar en un futur.

1.2. Objectiu

Abans que citi quin és l'objectiu d’aquest TR, esmentaré breument quins eren els

objectius de les dues parts del TR anteriors a la meva, la tercera part.

En la investigacio del treball de recerca, de 'Eva Pérez, es va experimentar que el
tabac, tant el fumat com el no fumat, és una substancia teratogénica que produeix
una alteracié en els nous individus adults, si els progenitors part de la seva dieta
esta constituida per tabac. Va voler investigar si el tabac produia efectes mutagens

en la Drosophila melanogaster.

Va afirmar que els toxics que s’alliberen en la combustié del tabac fumat fan
incrementar el nombre d’individus andmals, en comparar-ho, amb el tabac no

fumat.



Per aquest motiu, 'Adria Martos, en fer la seva investigacié en el seu treball de
recerca, va utilitzar el tabac fumat ( ja que allibera més toxics que el tabac no

fumat, com es va poder comprovar a la investigacio de I'Eva).

L’objectiu de 'Adria va ser aprofundir en I'experimentacié que 'Eva va dur a terme.
Ell va estudiar els efectes toxics del tabac en la Drosophila melanogaster durant el
seu desenvolupament embrionari. Els tres indicadors que ell va utilitzar van ser la
mortalitat de les mosques femelles progenitores, el nombre de descendents per

femella i les mutacions patides en la generacié filial.

Els tres indicadors anteriors van ser els que va utilitzar per concloure la seva

primera hipotesi.

Per tant, després d’haver citat els objectius de la primera i segona part d’aquesta
investigacio; els meus objectius a aconseguir son: poder investigar quina és la
mortalitat dels individus de Drosophila melanogaster a causa del tabac fumat en la
seva dieta, i si el nombre de cigarretes fumades influeixen en el seu desenvolupament

embrionari, per tant, si tenen algun efecte mutagen a conseqiéncia del tabac.

A més a més, un altre objectiu és millorar I'experimentacié i els problemes que van

tenir les dues persones que van fer la primera i la segona part.

Jo vull aconseguir millorar-los de tal manera, que he d’evitar cometre els mateixos

errors que ells.

Igual que I'Adria va millorar la investigacié de I'Eva en la recerca de la Drosophila
melanogaster, en aquest treball s’ha fet el mateix, s’ha millorat la investigacié de

I'Adria, per poder-ho millorar s’han canviat diverses coses:

Per poder saber el nombre de femelles que tenia cadascuna i d’aquesta manera poder
veure la seva mortalitat o supervivéncia, en lloc de col-locar 3 femelles per pot, jo
només n’he col-locat una, i per poder estudiar millor els efectes mutagens s’han
augmentat les dosis de tabac en les farinetes perqué d’aquesta manera les dosis
fossin més diferents i poder estudiar millor si apareixen o no més mosques andmales a

més quantitat de tabac.



1.3. Hipotesi

En aquest TR és vol comprovar com afecta la quantitat de tabac fumat en les
drosofiles, per aquest motiu s’estima que com més gran sigui la quantitat de tabac
fumat en la dieta de les drosofiles hi haura més efectes mutagens i una major

mortalitat per part d’aquestes.

Per tant, a mesura que les dosis de tabac augmenten, hi ha més mosques anomales i

més mortalitat. En resum:

e Mortalitat de Fo augmenta.
¢ Natalitat del nombre d’individus de F; disminueix.

e Preséncia de mutacions a F; augmenta.

1.4. Estructura

En la part tedrica comencaré esmentant uns conceptes basics sobre la mosca de la
fruita o del vinagre, o Drosophila melanogaster, que sén necessaris per a poder dur
aquesta investigaci6. | després, passarem a parlar sobre els efectes toxics en el

desenvolupament embrionari.
Fo % Fl
Fo simbolitza els progenitors i F; simbolitza els descendents.

En la part practica comencaré parlant del material necessari per dur a terme aquesta

investigacio i del metode.

En lapartat dels resultats esmentaré quins son els resultats que he obtingut fent

aquesta investigacio amb Drosophila melanogaster.

En les conclusions comencaré parlant si la meva hipotesi ha estat correcta i coses que
podria haver anat millorant al llarg de la meva investigacio, i com m”he sentit jo duent a

terme aquest TR.

En els agraiments simplement citaré com ha estat fer aquest TR i totes les ajudes que

he tingut al llarg d’aquest treball.

| finalment, a la bibliografia/ webgrafia citaré les pagines web i llibres dels quals he tret

informacié per poder fer aquest TR.
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2. PART TEORICA

2.1. Drosophila melanogaster

L’espécie Drosophila melanogaster és un insecte
dipter, posseeix dues ales. Es una mosca de
petita grandaria ( 3mm en estat adult); també, és
coneguda com “la mosca de la fruita”, ja que la
trobem principalment en els fruiters, especialment

quan la fuita esta en fermentacio, ja que a part

dels seus sucs, els llevats constitueixen una part

important de la seva dieta.
Figura 1: Drosophila melanogaster

The Organization of the Retina and
Visual System

2.1.1. Cicle vital

Drosophila melanogaster presenta una metamorfosi completa: ou, larva (tres estadis),

pupa i imago.

El desenvolupament complet de la mosca posseeix un temps de durada aproximat de
9-10 dies (la fase d’ou i larva dura 5 dies, i la fase de pupa de 4 a 5 dies), en

condicions de temperatura (25°C), pH i cultius adequats.

e El desenvolupament embrionari es

produeix dins 'ou, originant-se una larva

gue passa per tres estadis (diversos

i embrido teixits estan constituits per cél-lules que
contenen cromosomes politénics). La

,?"/ anade  S€guent és la fase de pupa. On té lloc la

metamorfosi, un cop finalitzada s’obre la

y pupa i emergeix I'adult i; passades 8

#7 20estigio hores les femelles adultes poden ser

o e fecundades.
larva de 30 estagio

Figura 2: Cicle vital de la Drosophila
melanogaster

Drosofilideos


http://webvision.med.utah.edu/2012/10/notable-paper-photomechanical-responses-in-drosophila-photoreceptors/
http://webvision.med.utah.edu/2012/10/notable-paper-photomechanical-responses-in-drosophila-photoreceptors/
http://webvision.med.utah.edu/2012/10/notable-paper-photomechanical-responses-in-drosophila-photoreceptors/
http://webvision.med.utah.edu/2012/10/notable-paper-photomechanical-responses-in-drosophila-photoreceptors/

L’ou

L’'ovoposicid per les mosques femelles adultes
comenca al segon dia de la seva emergéncia; on
préviament la seva fecundacio ha tingut lloc dins I'uter.
Els ous son ovoides, petits (0.5mm) i amb dos filaments
en un dels seus extrems que els impedeixen enfonsar-

se en la superficie tova de l'aliment on sén dipositats,

estan coberts per una membrana quitinosa. Figura 3: Ou de la Drosophila

melanogaster

Embriogénesi de la Drosophila

La larva

Després d'un dia surt la larva de l'ou, blanca, segmentada i amb
forma de cuc. Les larves s6n molt actives i mengen constantment;
és facil localitzar-les gracies a les seves parts bucals que son
negres i es mouen cap enrere i cap endavant continuament.
Aquest moviment els permet formar solcs i canals, que ens indica

I'éxit del creixement del cultiu.

El desenvolupament larval es caracteritza per incloure tres estadis
i dues mudes larvals. La primera muda es presenta
aproximadament a les 24 hores i la segona a les 48 hores d’haver

eclosionat 'ou, i 96 hores després de I'eclosio es forma la pupa.

El creixement dels organs interns és gradual i independent de

les mudes.

Pupa

Figura 4: Larva de la
Drosophila melanogaster

Stephen Tobe's Virtual
Laboratory

La metamorfosi és un procés biologic que ocorre durant el desenvolupament d’alguns

animals, especialment dels insectes. El periode de pupa representa a l'insecte un dels

canvis molt conspicus.

La larva prepupal és molt inactiva, expandeix els espiracles anteriors i perd moviment.

En molt poc temps s’escurga i augmenta de volum adquirint gradualment la forma de

pupa en la qual no es nota la segmentacié i la seva cuticula és de color blanc, és un

estat curt i es pot calcular amb facilitat 'edat de la pupa.
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http://labs.csb.utoronto.ca/tobe/drosophila.shtml
http://labs.csb.utoronto.ca/tobe/drosophila.shtml

La cuticula s’endureix i s’enfosqueix lentament, aproximadament 3-4 hores després,

l'organisme es troba pigmentat, rebent la capsula el nom de “pupari”.

Quatre hores més tard de la formacié del pupari, 'animal ha
separat la seva epidermis dins de la capsula i es converteix
en un organisme acefal, sense ales ni potes anomenat
“prepupa”’. La prepupa es retira del medi de cultiu, fixant-se a
la superficie del flasc6. A on els Ultims estadis de la

metamorfosi per formar l'adult s’observen a linterior de

'embolcall de la pupa, podent-se identificar amb facilitat els

ulls, les ales i les potes.
Figura 5: Pupa de la
Drosophila melanogaster

Drosophila suzukii |
Agrolégica

Adult

Durant la metamorfosi es destrueixen certs teixits i Organs larvaris; diverses
estructures adultes s’organitzen a partir del grups de les cél-lules anomenades “discs
imaginals”. Durant la metamorfosi es
destrueixen les glandules salivals, els

COSSOs grassos, l'intesti i els musculs.

Quan la série de canvis acaba, I'adult o
imago emergeix ftrencant [I'extrem

anterior a I'embolcall pupari. En poc

temps les ales s’estenen i [l'animal

adquireix la forma d’un insecte dipter.

Figura 6: Adult Drosophila melanogaster

Microscope Imaging Station. Gallery.
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https://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwjAofKwrs3PAhUERhQKHfc4CykQjhwIBQ&url=http%3A%2F%2Fwww.agrologica.es%2Finformacion-plaga%2Fdrosofila-alas-manchadas-drosophila-suzukii%2F&bvm=bv.135258522,d.ZGg&psig=AFQjCNEGwqBsbigSiF_oHsbDA6ZvLWcPVw&ust=1476090127585168
https://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwjAofKwrs3PAhUERhQKHfc4CykQjhwIBQ&url=http%3A%2F%2Fwww.agrologica.es%2Finformacion-plaga%2Fdrosofila-alas-manchadas-drosophila-suzukii%2F&bvm=bv.135258522,d.ZGg&psig=AFQjCNEGwqBsbigSiF_oHsbDA6ZvLWcPVw&ust=1476090127585168
http://www.exploratorium.edu/imaging_station/gallery.php?Asset=%3Cem%3EDrosophila%20melanogaster%3C/em%3E%20antennepedia%20mutants&Category=%3Ci%3EDrosophila%3C/i%3E&Group=&Section=Introduction

2.1.2. Dimorfisme sexual

La distincié entre el mascle i la femella, es pot fer a partir del tercer estadi larvari, en la
pupai en la fase adulta. Algunes de les caracteristiques sén:

e Les gonades masculines, en el tercer estadi larvari, sén majors que les
femenines, aix0 es pot observar per la seva transparéncia.

e En/lestat de pupa, el mascle posseeix una pinta de quetes negres, “pinta
sexual’, situada en el primer tars del primer parell de potes. Aquesta pinta és
visible en pupes de més de 3 dies.

Femella Mascle
Figura 7: Dimorfisme sexual
Microscope Imaging Station. Gallery.
Caracteristica Femella Mascle
Mida de I'imago Gran Petit

Forma de 'abdomen
Segments abdominals
Pinta sexual

Genitalia externa

Disc imagal genital

Acaba en punta
No fusionats
Absent
Ovopositor
Petit

Curt i arrodonit

3 ultims fusionats
Present

Ganxos pigmentats
Gran

Taula 1: Diferencies entre els mascles i les femelles
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http://www.exploratorium.edu/imaging_station/gallery.php?Asset=%3Cem%3EDrosophila%20melanogaster%3C/em%3E%20antennepedia%20mutants&Category=%3Ci%3EDrosophila%3C/i%3E&Group=&Section=Introduction

2.1.3. On es troba la Drosophila melanogaster?

L’insecte Drosophila melanogaster ens crida I'atencié pel seu habitat; aquesta mosca
es troba en les cases, caves i fabriques de vinagre i melmelada; és atreta pels acids

de les fruites.

Aquesta mosca és originaria de la costa occidental d’Africa, s'ha estés per la majoria
de zones calides d’arreu del mén. A Catalunya és present al litoral, sobretot a les
comarques de Tarragona. A la resta de la Peninsula s’estén per bona part del territori,

especialment pel Pais Valencia, Murcia i Andalusia.

L . o D. suzukii (Agost 2010)

Any 2010 EPPO la inclou a la seva llista d’alertes

Figura 8: Distribucié geografica de la Drosophila melanogaster

Presentacio Drosophila suzukii_ RS _Jornades Fito_1QS2011.ppt

2.1.4. Mutacions

Les mutacions genétiques per construir un organisme es situen en 'ADN. Cada gen,
una part de 'ADN, té la capacitat d’ordenar les instruccions per a la col-laboracié amb

altres gens.

Per construir un organisme els gens interactuen entre si per dur a terme la seva
missio. Un defecte en un gen, pot causar una alteracié en aquesta construccié de

Forganisme.

Les mutacions no s6n bones ni dolentes: algunes sén beneficioses i altres poden ser
letals. Mitjancant la creacié de nous gens, les mutacions son una de les forces que

posseeix I'evolucié per donar lloc a noves espécies.
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Algunes de les mutacions de la mosca de la fruita sén les que podem observar en el

seguent quadre:

Aquesta és la forma normal, tipus salvatge, de la mosca
de la fruita. Observa la forma i longitud de les seves ales

per comparar amb les seglents.

Vestigial wings

Aquesta mutacié es coneix amb el nom d'ales vestigials
per la reduida grandaria d'aquestes. Aquesta mutacio
apareix en el cromosoma 2 i €s recessiva (ha de portar
un gen de cada progenitor per expressar aquestes ales).
Curly wings

Aquesta és la varietat curly, d'ales corbades, també
mutacio resident al cromosoma 2. Es tracta ara d'una
mutacié dominant, és a dir, amb només una copia del
gen, la mosca ja presenta el caracter. Pero si les dues
copies s6n mutants, la mosca no sobreviu.

Yellow

Aguesta és una mosca amb el cos groguenc. Ara la
mutacio resideix en el cromosoma sexual X. Aquestes
mutants no sén capacos de produir el pigment negre
normal del seu cos.

Ebony body

Presenta el cos fosc, gairebé negre. La mutaci6 resideix
en el cromosoma 3. Normalment, aquest gen es
responsable del color torrat normal. Si aquest gen falta,
el pigment negre s'acumula en tot el cos.

White apricot

Els seus ulls sén de color taronja. Posseeixen un
defecte en el gen "blanc", que normalment produeix
pigment vermell. En aquestes mosques, el gen només
treballa parcialment, produint menys pigment del normal.
White eyes

Amb ulls blancs, presenten un defecte en el gen "blanc”,

perd en aquest cas, no produeixen cap pigment.

14



Spapol
No presenten ulls. Els gens que posseeixen les
instruccions per formar els ulls en les larves estan

defectuosos.

Antennapedia

< Posseeixen potes en lloc d'antenes al cap. Algunes
cel-lules es converteixen en potes en aquest lloc. El gen
defectuds instrueix falsament a algunes cél-lules a

convertir-se en potes en lloc d'en antenes.

Taula 2: Diferents mutacions de la Drosophila melanogaster

2.1.5. La Drosophila melanogaster com a model de laboratori

Va comencar a ser utilitzada per Thomas Hunt Morgan en els anys 20 per diverses
raons, entre elles, la seva facilitat de manipulacié i la velocitat amb la qual es

reprodueixen.

2.1.5.1. Caracteristiques generals

Presenta una serie de caracteristiques, tant bioldogiques com genétiques, que fa que
siguin un material ideal per a la investigacié genética; d’aquestes caracteristiques, cal

destacar-ne:

e Son petites i facils de manipular i conrear en el laboratori.

e Tenen un cicle bioldgic molt curt ( 9-10 dies a 25°C).

e S6n molt fertils: cada femella pot posar fins a 500 ous.

e EI seu component cromosdomic és de 2n= 8, el que simplifica I'estudi

citogenética de 'espécie.

. A fruit fly has fo
La Drosophila melanogaster presenta 4 parells de L el

cell. This diagram shows the |
cromosomes: of the genes that are mutated in
the flies here.

chromosomes 3 chromosome 2
XandY '

" vestigial gene

yellow gene A \ ' ! eyes abzent gene
white gene ™ y curly gene
Figura 9: Parells de cromosomes chromosome 3 ;, ’ thromosomia 4
ebuny gene »n

antennapedia yum‘
Drosophila melanogaster como
modelo de estudio 7 )




2.1.5.2. Avui en dia

Avui s'utilitza per detectar gens que intervenen en el cancer, en malalties
neurodegeneratives, addiccions i fins i tot en conductes que tenen paral-lelismes amb

els humans.

2.1.5.3. Qué és una espeécie model?

Els organismes models sén ampliament usats per analitzar les causes de malalties
humanes i possibles tractaments.

Una espécie model, ha de tenir certes caracteristiques, que no tenen a veure amb la

seva abundancia en la naturalesa, sin6 amb questions practiques:

e Elseu cicle vital: ha de ser curt.

¢ Elnombre de descendents: ha de ser elevat en cada generacio.

e La manutenci6 i el maneig: han de ser senzills.

e Coneixement de l'espécie: coneixements de com ftreballar amb aquesta
especie.

e Facil de manipular: poder agafar els individus i transportar-los d’un lloc a un
altre.

e Caracteristiques morfoldgiques facils d’observar.

e Presentar diversos fenotips per a un mateix caracter i que siguin estables.

Algunes espécies model, deixant de banda la Drosophila melanogaster, son el

pollastre i les granotes africanes, el peix globus i el ratoli.

2.1.5.4. Recerca de la Drosophila melanogaster

Per a molts cientifics, la Drosophila melanogaster, és la top model de la recerca

cientifica. Per exemple:
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Figura 10: Cromosomes

Genética y medicina molecular en cardiologia
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http://www.revespcardiol.org/es/genetica-medicina-molecular-cardiologia/articulo/13023/

L'IRB Barcelona patrocina el primer simposi dels liders cientifics espanyols que

usen Drosophila per als seus estudis biomédics. (27/09/2012)

Els cientifics de I'lnstitut de Recerca Biomeédica (IRB Barcelona), Jordi Casanova i
Cayetano Gonzalez -professors de recerca del CSIC i ICREA respectivament-, han
reunit per primera vegada a més de 40 liders cientifics espanyols de referéncia
internacional en I'Us de Drosophila melanogaster per a lavangament de la
biomedicina. La 12 Conferéncia sobre Biologia Molecular, Cel-lular i del
Desenvolupament de Drosophila a Espanya se celebra a Aiguablava, Girona, fins

aquest proper divendres 28 de setembre.

Drosophila melanogaster, popularment coneguda com la mosca de la fruita o del
vinagre, ha estat Util per establir les bases de la biologia. Agquest petit insecte esta
darrera de la feina de sis premis Nobel de Medicina i avui és un dels models de
recerca clau en els laboratoris biomedics de tot el mén. Per raons historiques, la
mosca Drosophila ha tingut un paper fonamental en el progrés de la ciéncia a Espanya
i en el reconeixement internacional de la mateixa. “Tot i aquesta fortalesa, mai abans
s’havia organitzat una trobada que convoqués a tots els experts distribuits per la
geografia espanyola. Cobrim un buit historic i mostrem la poténcia internacional de la
nostra investigacio”, explica el Dr. Gonzalez, cap del Laboratori de divisio cel-lular a
I'IRB Barcelona que desenvolupa el projecte “FliesCan” finangat amb dos milions
d’euros pel Consell Europeu de Recerca (ERC en les seves sigles en anglés) per

avancar en el coneixement del cancer usant la mosca Drosophila.

L’objectiu del simposi és buscar sinérgies i potenciar la col-laboracié entre grups de
recerca provinents d’onze centres diferents, entre els quals cinc de Barcelona (IRB
Barcelona, Centre de Regulaci6 Genomica, Institut de Biologia Molecular de
Barcelona, I'Institut de Biologia Evolutiva i la Universitat de Barcelona), tres de Madrid
(Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa (CBM), Instituto Cajal y Universidad
Auténoma de Madrid), lInstitut de Neurociéncies d’Alacant, el Centro Andaluz de
Biologia del Desarrollo, a Sevilla, i el CICbioGUNE de Bilbao.
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En el simposi hi ha grups experts en arees punteres com 'epigenética i la gendmica, la
proliferacié i formacié de tumors i en la migracié cel-lular i les metastasis del cancer.
Fins fa pocs anys, gairebé tota la investigacié espanyola es desenvolupava al CBM
gracies a la figura d’Antonio Garcia Bellido, que el 1969, va crear escola en lI'estudi
d’aquest insecte. “Ara hi ha grups que s’han establert en diferents llocs i I'IRB
Barcelona ha concentrat diversos laboratoris de Drosophila que cobreixen una amplia
varietat d’arees cientifiques biomediques” explica el Dr. Casanova. Casanova és cap
del grup Morfogénesi a Drosophila, on estudien el desenvolupament de l'insecte amb
un interés especial en la migracié cel-lular i la seva relaci6 amb processos de

metastasis del cancer.

El proposit dels investigadors és que les Conferencies sobre Biologia Molecular,
Cel-lular i del Desenvolupament de Drosophila a Espanya tinguin continuitat. Aquest
simposi s’emmarca dins d’'un ambicidés projecte dins de I'lRB Barcelona liderat per
Jordi Casanova, Cayetano Gonzalez i Marco Milan, denominat FlyCenter. Aquesta és
una iniciativa interdisciplinaria que té els objectius d’optimitzar recursos tecnics i
plataformes cientifiques per als grups de Drosophila, organitzar reunions internacionals
de primer nivell i escometre projectes per modelar malalties humanes usant Drosophila

en col-laboracié6 amb centres de tot el moén.
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2.2. Efectes toxics en el desenvolupament embrionari

Hi ha substrat, que per la seva toxicitat, pot generar problemes en el
desenvolupament embrionari.

Alguns dels elements toxics son:

e Alcohol: el consum d’alcohol durant I'embaras pot causar sindrome
d’alcoholisme fetal, una sindrome de naixement d’efecte permanent. Alguns
estudis defensen que el consum moderat d’alcohol durant 'embaras podria
no suposar un risc per al fetus, encara que cap quantitat d’alcohol durant

Fembaras pot garantir que sigui absolutament segur.

Figura 11: Tabaci alcohol

Cigarretes i copes, embarassos de
risc

e Tabac: els nens exposats al fum de la cigarreta poden experimentar una

amplia gamma de problemes de comportament, neurologics i fisics.

Figura 12: Tabac

“L'embaras és el millor moment per deixar
de fumar”
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e Marihuana: el consum de marihuana durant 'embaras s’associa amb
deficiencies en el llenguatge, I'atencid, les arees de funcionament cognitiu i

la conducta delictiva en els fills, fins a 'adolescéncia.

Figura 13: Tabac

Exigen discusion sobre tabaquismo y
obesidad en proxima legislatura

2.2.1. Teratogeénia

La teratogenia és la capacitat de produir malformacions. Es diu que una infeccié, droga

0 producte és teratogénic quan és capag de produir les malformacions.

Les malformacions son importants per la seva freqiiéncia ( 5% dels nascuts), mortalitat

(quarta causa en la infancia) i morbiditat.
Agents Externs

Els agents externs, que poden ser tant fisics com quimics com infecciosos, sén els
anomenats teratogens, que actuen sobre els gens alterant el desenvolupament de

l'organisme que s’esta gestant. Poden provocar una embriopatia o una fetopatia:

e Agents fisics: sbn mecanics (compressio per brides amniotiques), térmics o
radiacions ionitzants (malformacions després de bombes atomiques).

e Agents quimics: la talidomida, els antineoplastics, els antiinflamatoris
antiprostaglandinics (focomelias), esteroides, alguns antibiotics (anomalies
dentaries per tetraciclines), sulfamides, vitamines (estenosi per hipervitaminosi
D)...
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Infeccions: rubéola (embriopatia rubeodlica: catarates, sordesa, cardiopatia
congenita), toxoplasmosi (fetopatia amb afectacio cerebral i ocular), SIDA,
varicel-la, citomegalovirus (microcefalia, calcificacions cerebrals, ceguesa,
corioretinitis, hepatosplenomegalia), herpes (microcefalia, microftalmia,
displasia retinina, hepatosplenomegalia, retard mental), xarampio, parotiditis,

hepatitis, poliomielitis, varicel-la, ECHO, coxsackie.

El defecto del tabique
ventricular es una abertura
anormal en la pared que
separa los dos ventriculos

Auricula
derocha

Figura 14: Teratogénia

Defecto del tabique
ventricular

1 teratogenia y anomalias

e Agents Quimics
La talidomida és un farmac teratogenic (provoca malformacions congenites),
que va ser receptat entre els anys 1956 i 1963 com a sedant i com a calmant
de les nausees durant els tres primers mesos de 'embaras.
Aquest medicament va provocar milers de naixements de nadons afectats de

dysmelia, naixien sense bragos, sense cames o0 sense bracos ni cames.

Figura 15: Talidomida

Grlnenthal pide perdén por la
tragedia de la Talidomida: una
triste historia
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La talidomida afectava al fetus de dues maneres: encara que la mare prengués
el medicament directament com a sedant o que el pare el prengués, ja que la
talidomida afecta a 'esperma i transmet els efectes nocius ja en el moment de
la concepci6. Espanya no va retirar aquest medicament fins el 1963, després
de comprovar els seus efectes.

“una de les majors tragédies mediques dels temps moderns”

Figura 16: Home afectat per la
talidomida

Eurodiputados instan a Espafia a
indemnizar a victimas de la
talidomida

L’Etiologia endogena és produida per una anomalia genética que afecta tot un

cromosoma 0 homés a un o diversos gens.

Les anomalies cromosomiques sén numeriques o estructurals. Entre les numeériques
hi ha les trisomies (triplicacions de cromosomes, com la sindrome de Down o
trisomia del cromosoma 21) i les monosomies (abséncia d'un cromosoma d'una

parella, absencia d'un cromosoma X en la sindrome de Turner).

Anomalies cromosomiques estructurals soén les delecions (pérdua d'un
fragment cromosomic) i les translocacions (un fragment es deixa anar d’un

cromosoma i s’adhereix a un altre).

Els gens anomals (10% de les malformacions) poden ser dominants (apareix la
malformacié amb un sol gen patoldgic), recessius (malformacié només si els dos gens,
patern i matern, sén malalts) o lligats al sexe (anomalies localitzades en el cromosoma
X, no es manifesten en la femella perque té un altre cromosoma X sa, es manifesten

en el mascle perqué no té un altre cromosoma X).
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3. PART PRACTICA

Abans de comencar amb I'explicacié de la part practica i de com es va dur a terme

aquesta investigacid, cal recordar quin era 'objectiu i la hipdtesi d’aquest TR.

Com s’ha dit anteriorment en I'apartat 1.2. 'objectiu és estudiar el desenvolupament de
la Drosophila melanogaster en diferents cultius de tabac, i poder respondre la hipotesi
plantejada a l'apartat 1.3. la qual és la mortalitat d’aquestes i els diferents efectes

mutagens que els hi pot provocar el medi de cultiu en el qual es reprodueixin.

En la taula segtient es detallen els diferents medis de cultiu:

Medi de cultiu Nombre de cigarretes Nombre de répliques
Grup control 0 cigarretes 12 pots
F 15 cigarretes 12 pots
F+ 30 cigarretes 12 pots
F++ 45 cigarretes 12 pots

Taula 1: Diferents medis de cultius.

Com s’ha dit en la part teorica, en el punt 2.1.2. les drosofiles tenen un cicle vital de 9-

10 dies, per aquest motiu s’aniran observant cada setmana.

Es fara un recompte de la mortalitat de Fo, i s’observaran els efectes mutagens de les

mosques en la generacio Fi.

S’estima que la hipdtesi plantejada sigui afirmativa, per tant, que la quantitat de
mosques andmales augmenti a mesura que el tabac també ho fa. | que també ha

mesura que el tabac augmenti la mortalitat de les mosques també ho faci:

¢ A més tabac augmenta la mortalitat de F,
e A més tabac disminueix la natalitat (nombre F,)

e A més tabac augmenta la preséncia de mutacions a F;
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El seglient esquema aclarira la investigacié que es vol dur a terme:

Mosques de
CESIRE
Es col-loquen
Fo en....
. 0
S’observara la
F mortalitat Fq
F+
F++
Es col-loquen
F1 en....
0
S’observara el
. nombre d’individus
de la F; i el
nombre d’individus
F+ amb preséncia de
mutacions.
F++

Un cop tenint clars els conceptes ja es pot passar a I'explicacio del material i del
metode.
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3.1. Material

En aquest apartat citaré tots els materials necessaris per dur a terme aquesta

investigacio. Aquests seran els diferents aspectes a dir sobre el material utilitzat:

WD PR

Preparacio de les infusions
Preparacio de les farinetes
Preparaci6 dels pots

Col-locacio6 de la Drosophila melanogaster

3.1.1. Preparacio de les infusions

Figura 17: Preparacio de les Figura 18: Preparacio de les
infusions. infusions.
FONT PROPIA FONT PROPIA

90 cigarretes.

1.2L d’aigua de l'aixeta.

4 ampolles d’aigua d’1.5L de capacitat: les he utilitzat com a recipients per
infusionar les cigarretes en l'aigua.

Recipient mesurador: s’ha utilitzat per mesurar les quantitats d’aigua que feia
falta per posar a les infusions.

Microones: s’ha utilitzat per escalfar 'aigua a 100°C durant 150s.

Got de vidre: per posar-ho dins el microones amb l'aigua.

Permanent: s’ha utilitzar per col-locar a cada ampolla d’aigua quin nombre de

cigarretes contenia i per marcar el grup control.
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10 dies més tard després de fer les infusions:

e Colador: s’ha utilitzat per filtrar les infusions i que les restes de tabac es
quedessin al colador.

e Embut: s’ha utilitzat per introduir les infusions en unes altres ampolles d’aigua.

e 4 ampolles d’aigua d’1.5L de capacitat: s’han utilitzat per col-locar les
infusions un cop que ja han estat passades pel colador.

e Permanent: s’ha utilitzat per col-locar a cada ampolla d’aigua quin nombre de

cigarretes contenia i per marcar el grup control (O cigarretes).

Figura 19: Infusions de tabac.

FONT PROPIA

3.1.2. Preparacio de les farinetes

Les quantitats d’ingredients han estat pesades per preparar 48 pots de vidre.
Ingredients:

e 300mL d’aigua de laixeta.

e 300mL d’aigua infusionada amb 15 cigarretes.

e 300mL d’aigua infusionada amb 30 cigarretes.

e 300mL d’aigua infusionada amb 45 cigarretes.

¢ Una mica d’aigua destil-lada ( s’explicara en el métode on es va fer servir).

e 4 cullerades de sucre (1 cullerada per a cada farineta).

e 182¢g de farina de blat (45.5 g per a cada farineta).

e 11.2g d’agar (2.89g per a cada farineta).

e 1.8g de nipagin (metil-4-hidroxibenzoat (CgHgO3)) (0.459 per a cada farineta).
e 20mL d’etanol absolut (CH5-CH,-CHj3) (5mL per a cada farineta).
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Figura 20: Preparacio de les farinetes.

FONT PROPIA

Instrumental:

e Balanca electronica: s’ha utilitzat per pesar la farina de blat i I'agar.

e Balanca de dos plats: s’ha utilitzat per pesar el nipagin.

e Paper: s’ha utilitzat per deixar els tres ingredients mesurats anteriorment
durant uns dies.

e 4 provetes de 250mL de capacitat: s’han utilitzat per mesurar els volums de
l'aigua i les infusions de les cigarretes.

e 4 provetes de 10mL de capacitat: s’han utilitzat per mesurar el volum d’etanol
absolut.

e 3 espatules: per poder obtenir les quantitats de farina de blat, agar i nipagin
necessaries.

e 4 vasos de precipitats de 100mL de capacitat: s’han utilitzats per barrejar el
nipagin amb I'etanol absolut.

e 8vasos de precipitats de 250mL: s’han utilitzat per barrejar, per una banda la
infusi6 amb una mica d’aigua destil-lada o aigua, amb l'agar i el sucre; i per
altra banda, la infusi6 amb una mica d’aigua destil-lada o aigua amb la farina
de blat.

e 2 varetes de vidre: per barrejar les mescles que s’han fet en els vasos de
precipitats.

e Drap: per subjectar els vasos de precipitats quan estaven
calents.

e Bec Bunsen: s’ha utilitzat per escalfar la mescla.

Figura 21: Preparacio de les farinetes.

FONT PROPIA
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Figura 22: Ingredients per a la Figura 23: 48 pots minuts abans de
preparacio de les farinetes. posar les farinetes.
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3.1.3. Preparacio del cultiu

48 pots de vidre (24 pots petits i 24 pots grans): s’han utilitzar per poder
contenir la Drosophila melanogaster i anar-les estudiant al llarg del seu procés.
Farinetes: preparades anteriorment, com aliment per les mosques quan
s’utilitzen en camps d’investigacio.

48 taps d’escuma: s’han utilitzats per tapar els pots de vidre i que les mosques
no surtin.

48 trossos de paper en forma d’acordié: s’han utilitzat per introduir-los en els

pots de vidre perque les mosques puguin fer la metamorfosi en un lloc sec.

Figura 24: Pots de vidre amb la farineta i
el llevat fresc esmicolat.

FONT PROPIA
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e 48 trossos de paper en forma de paperina: s’han
utilitzar per col-locar les mosques adormides amb l'éter,
perqué sind haguessin caigut a la farineta i al despertar-
se s’haguessin mort.

e 1 pastilla de llevat fresc: com a cultiu i aliment de les
mosques dins el pot.

e Placa de Petri: s’ha utilitzat per esmicolar el llevat fresc.

¢ Navalla: per esmicolar el llevat fresc en la placa de Petri.

Figura 25: Pot de vidre
amb el llevat i 'acordio.

FONT PROPIA

Figura 26: Pots amb Figura 27: Col-locaci6 del
les farinetes. llevat fresc en les farinetes.
FONT PROPIA FONT PROPIA
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3.1.4 Col-locacié de la Drosophila melanogaster

Taula de suro: s’ha utilitzat per picar els pots de vidre, perqué aixi no es
trenquin.

2 pots de vidre buits: s’han utilitzat per treure les mosques dels seus cultius
amb l'objectiu de poder-les observar.

4 esponges de cotd: s’han utilitzat per
impregnar-les de dietil éter per adormir les
mosques.

Dietil éter: (CH3-CH,-O-CH,-CH3) s’ha
utilitzat com a sedant per adormir a les
mosques amb la finalitat de manipular-les,
observar els seus canvis 0 mutacions i
poder-les comptar. Si deixem les mosques
amb aquest compost quimic més de 5
minuts pot arribar a matar a les mosques.

Paper blanc: s’ha utilitzat per col-locar les

mosques, un cop adormides, per poder-les

comptar. Figura 28: Taula del laboratori
durant la investigacio.

FONT PROPIA

1 tros de paper: s’ha utilitzat per poder moure les mosques pel paper blanc
quan s’estaven comptant.

Lupa: s’ha utilitzat per poder observar millor les mosques, tan alhora de
diferenciar-les entre mascles i femelles com per mirar si tenien alguna mutacio.
10 pots de Drosophila melanogaster salvatge: vaig comencar necessitant
282 exemplars. Les mosques me les va proporcionar CESIRE per poder

comencar amb la meva investigacio.
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Figura 29: Pots que em va proporcionar

CESIRE.

FONT PROPIA

Figura 30: Lloc on vaig anar a
recollir els pots de les mosques.

FONT PROPIA

CESIRE: El CERES s'encarrega de I'Ambit
Social i Cultural del CESIRE icol-labora
estretament amb ['Arxiu  Nacional de
Catalunya en el manteniment del Servei

Didactic d'aquesta institucio.
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3.2. Méetode

En aquesta part del Treball de Recerca s’explicara tot els passos anteriors a I'obtencié

dels resultats finals.

3.2.1. Fase: Fo—F;

Un cop preparats els cultius amb les diferents dosis de tabac, respectivament, es
creuaran individus de Drosophila melanogaster salvatge provinents de CESIRE,
generacié a la qual he anomenat Fy, i els col-locaré en quatre medis de cultius diferent,

segons els medi de cultiu poden estar:

1. Ocigarretes: sense toxics de tabac, és a dir, amb aigua de l'aixeta. Aquest I'he
anomenat el medi de control 0 o grup control. D’aquest medi es prepararan 12
répliques, és a dir, es prepararan 12 pots.

2. 15 cigarretes: amb una infusié de 15 burilles de cigarretes de tabac. Aquest és
el medi F. D’aquest medi es prepararan 12 répliques, és a dir, es prepararan 12
pots.

3. 30 cigarretes: amb una infusié de 30 burilles de cigarretes de tabac. Aquest és
el medi F+. D’aquest medi es prepararan 12 répliques, és a dir, es prepararan
12 pots.

4. 45 cigarretes: amb una infusié de 45 burilles de cigarretes de tabac. Aquest és
el medi F++. D’aquest medi es prepararan 12 repliques, és a dir, es prepararan

12 pots.

Un cop transcorreguts uns 9-10 dies, temps que dura el cicle de la Drosophila
melanogaster, s’observara la generacié F; (els descendents de F,), per poder
determinar alguns resultats i comencar a donar conclusions sobre aquesta part de la

investigacio i dir si la nostra hipotesi era 0 no correcta.

Cal recordar que la nostra hipotesi és: a més quantitat de tabac hi haura més mosques

anomales, i també menys index de supervivencia de Fo.

A continuacié s’explicara quin va ser el procediment o els passos que vaig seguir per
la preparaci6 de les infusions i de les farinetes (aliment de la Drosophila

melanogaster).
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3.2.1.1. Preparacio6 de les infusions

Per a poder realitzar aquesta investigacié en Drosophila melanogaster vaig haver de

fer unes infusions amb diverses quantitats de la combusti6 del tabac.

Pero aquest treball esta basat en dues investigacions prévies a aquest, aleshores vaig
parlar amb I'Adria Martos, quines quantitats va utilitzar ell i quin tipus de cigarretes va

utilitzar, per poder fer una altra investigacié en aquest camp.

Les infusions les vaig fer el dia 1 de setembre del 2016, i les vaig tenir en repos fins el

dia 10 de setembre del 2016. Les infusions van estar fetes a casa.

Primerament, abans de comencar a fer les infusions vaig preparar tot el material
necessari per poder-les fer; on aquest material esta citat en el punt 3.1.1. (material).
Un cop que el material ja esta preparat podem comencar amb la seva elaboraci6. Tot
seguit, vaig agafar les quatre ampolles d’aigua 1.5L i els hi vaig escriure amb el
permanent, el nombre de cigarretes que anaven a contenir en el seu interior. A
continuacié, es van agafar les cigarretes cremades i es van separar en tres grups (15-

30-45 cigarretes), no vaig extreure cap filtre de la cigarreta les vaig col-locar dins les

ampolles sense cap tipus de canvi.

Figura 31: Primer pas de les infusions.

FONT PROPIA

Tot seguit, vaig introduir 300mL (mesurats amb un pot de cuina, semblant a un vas de
precipitats) d’aigua de l'aixeta, a 300 vats durant 3 minuts al microones escalfada amb
el microones, dins de cadscuna de les ampolles. Un cop l'aigua introduida s’ha de
deixar durant 3-4 dies a temperatura ambient (20°C-22°C aprox.) i 6-7 dies dins la

nevera a 4°C.
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Un cop transcorreguts 10 dies, després d’hahiver fet les infusions ha arribat el moment
de colar-les per extreure’'n la brossa i només quedar-nos amb el liquid, qué és el

necessari per poder passar a fer les farinetes.

Primerament, es van tornar agafar 4 ampolles d’1.5L, i es van tornar a escriure, amb el
permanent, la quantitat de cigarretes que contindrien en el seu interior. Seguidament,
es va agafar un colador i un embut per filtrar les infusions, és a dir, es van extreure els
residus solids de l'aigua infusionada, de manera que només ens quedessim amb les

dissolucions del tabac, i col-locar cadascuna a 'ampolla buida corresponent.

| el resultat de les dissolucions va ser com es mostra en la figura 32:

d L % §! !!5

Figura 32: Dissolucions de tabac.
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Un cop ja tinguem les dissolucions, les tornarem a possar a la nevera fins el dia que es

facin les farinetes.

3.2.1.2. Preparacio de les farinetes

Un cop llestes les infusions podem prosseguir amb la preparacié de les farinetes,

laliment dels indivus d’estudi, en aquest cas, la Drosophila melanogaster.

Primerament, abans de comencar amb la seva elaboracié es va organitzar tot el
material dit en el punt 3.1.2. (material), i es va deixar sobre la taula del laboratori de

'escola.
Amb aquestes farinetes vam poder omplir els 48 pots, per dur a terme la investigacio.

Primerament, es va pesar, amb una balanca electronica, els 45.5g de farina
corresponents per cadascuna de les farinetes; amb aquesta mateixa balanga, també
es van pensar els 2.8g d’agar quatre vegades. | amb una balanga de dos plats es va

pesar els 0.45g de nipagen quatre vegades.

Un cop, aquests ingredients mesurats, ja ens podem posar amb les farinetes.
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Es va abocar el grup control en una proveta de 250mL de capacitat. | es va repetir el

mateix procediment amb les dissolucions de tabac: F, F+ i F++.

Figura 33: Balanca electronica
| amb l'agar.

~ | FONT PROPIA

Un cop tots els ingredients eren llestos, es va procedir a la seva barreja amb el fi
d’obtenir les farinetes. Es van preparar 3 vasos de precipitats: dos de 250mL i un altre

de 50mL, i dues varetes de vidre per barrejar la mescla.

Tot seguit, en el vas de precipitats de 250mL s’introdueix els 100mL d’aigua, els 2.8g
d’agar i una cullerada de sucre; i tot aixd es comenca a escalfar sobre un Bec Bunsen,
com es pot observar en la figura 34; sense deixar de remenar la mescla un cop el foc

ences.

Figura 34: Primer pas de la
preparacié de les farinetes.
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Mentre la mescla s’anava escalfant, en el vas de precipitats de 250mL s’hi va abocar
una mica de l'aigua que no s’havia introduit en la mescla anterior amb la farina. Un cop
que s’ha obtingut una mescla homogénia de la segona mescla que s’ha realitzat,
s’introdueix a la mescla inicial que estavem escalfant en el Bec Bunsen, fins a tornar a

obtenir una mescla homogeénia.

36



Es va reservar una mica d’aigua per recollir qualsevol resta de la pasta de la farina que

hagués pogut quedar en el vas de precipitats.

Mentre, en un vas de precipitats de 50mL, es va introduir 5mL d’etanol absolut
(mesurats, préviament, amb una proveta de 10mL de capacitat) i 0.45g de nipagin. Es
va remoure amb moviments de ma i de seguida, es va abocar al vas de precipitats

amb la mescla principal.

El nipagin evitava la proliferacid de microorganismes de la farineta, impedia que la

- !
5 Pl
" 1

farineta floris.

Figura 37: En el laboratori
de I'escola fent les farinetes.
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En el moment en que la farineta va comencar a espessar-se, es va retirar del Bec

Bunsen amb I'ajut d’una tovallola per no cremar-se.

Préviament, es van col-locar els 12 pots en fila per qué fos més facil col-locar les

farinetes.
Es va anar abocant una mica de farineta a cada pot, i es van deixar secar durant 24h.

Com ja s’ha esmentat anteriorment, aquest procediment es va repetir tres vegades

més canviat 'aigua per les dissolucions de tabac infusionat: F, F+ i F++.

Un cop fetes es van tapar amb taps d’escuma.

Figura 38: Moments previs a
introduir les farinetes.
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A 'endema d’haver preparat les farinetes es va procedir a la preparacioé dels pots per

la introducci6 de les mosques F, en el seu interior.

Es van col-locar un dia més tard de la preparacio de les farintes, perqué aquestes es

refredesin i quedessin solides.

Previament, a la col-locaci6 de les drosofiles dins els pots, es van tenir que
acondicionar els pots perqué aquestes es poguessin reproduir amb més facilitat. Per

aixod es van seguir uns passos:
Col-locacié de les mosqgues en els pots:

Primerament, es van retirar els taps d’escuma de tots els pots. Seguidament, amb un
tros de paper es va eixugar l'aigua que havia quedat en el seu interior. Un cop aquest
pas llest, es va procedir a triturar una pastilla de llevat fresc en una placa de Petri amb

lajut d’'una navalla.

El llevat fa fermentar la farina perqué les mosques s’alimentin. Es va col-locar mitja

culleradeta de café de llevat a l'interior dels 48 pots.

Figura 39: Llevat dins les farinetes. Figura 40: Col-locaci6 del llevat
dins les farinetes.
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Tot seguit, s’hi va afegir un tros de paper en forma d’acordi6 per a cada pot, perque les

mosques poguessin subjectar-se durant la seva metamorfosi.

Figura 41: Pots amb el cultiu de
tabac.
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A continuacié, amb un tros de paper més petit s’hi va fer una paperina per col-locar

les mosques dormides en linterior del pot i no s’enganxessin amb la farineta.

Un cop aquests passos estaven fets, es va procedir a la col-locacié de les mosques F,
proporcionades per CESIRE. La generacié F, va estar durant 3-5 dies a I'estufa del
laboratori de I'escola perqué es reproduissin amb més rapidesa, ja que en el TR
anterior van tenir problemes amb la quantitat de mosques, que eren insuficients. | van
haver de posar la Fy en dies diferents; en resum, s’han posat en I'estufa per assegurar-

nos que es tenien suficients mosques.

Per poder col-locar les mosques en els pots, cal adormir-les amb dietil eéter per poder

manipular-les amb facilitat.

En linterior de cada pot es va col-locar 1 femella i 3 mascles, ja que es volia veure
quantes mosques naixien per femella i d’aquesta manera poder veure el seu index de

supervivencia dins de cada tipus de cultiu.

Figura 42: Separant els mascles de
les femelles.
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Per a poder dormir les mosques s’ha de seguir un protocol:
Primerament, s’ha d’organitzar tot el material dit en l'apartat 3.1.4..

Després, s’han de mullar les esponges de coté amb el compost quimic, dietil éter. Tot
seguit, s’agafa un dels pots i se li dona cops contra una tauleta de suro perqué les
mosques baixin al fons del pot, i al retirar el tap d’escuma no puguin sortir volant.
Sense parar de donar cops col-loquem a la part superior del pot un altre pot, pero buit i

girant-lo.

En aquest moment, es pot deixar de donar cops; pero tot seguit s’ha de tornar a donar
cops perqueé les mosques passin al pot buit, i un cop que estaven totes es pot retirar el
pot que conté la farineta i seguir donant cops fins col-locar 'esponja amb el dietil éter. |
a l'altre pot rapidament tornar a col-locar el tap per si s’hagués quedat alguna que no

surtis volant.

En les figures seglients es mostra tot el procés:

Esponges amb dietil éter.

Figura 43: Donant cops contra la
tauleta de suro.
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Figura 44: Traspas de les mosques.
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Figura 45: Mosques adormint-se.
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Les mosques amb el cotd de dietil éter massa temps podria arribar a matar-les, per

tant, s’ha de vigilar el temps que esta el coté que és de 5 minuts.

Un cop transcorreguts els 5 minuts, s’escampen les mosques en un paper blanc, per
poder observar-les amb facilitat i, poder distingir els mascles de les femelles amb I'ajut
d’una lupa. | al col-locar-les dins del pot es fan posar dins d’'una paperina perqué no

morin o quedin enganxades a la farineta, ja que a I'estar adormides no podien volar.

Una vegada que els pots ja eren llestos es deixen reposar durant 7 dies

aproximadament.

Un cop transcorregut aquest temps, es va passar a I'extraccio dels individus adults Fo,
ja que ja havien tingut els encreuaments i havien deixat ous, generacié F,. Per treure
la Fq dels pots es segueix el procediment d’adormir les mosques, explicat anteriorment.
Un cop que ja estan al paper blanc es compte quantes han sobreviscut, i d’aquesta

manera podrem comencar a estudiar la mortalitat de les drosofiles.

Figura 46: Pot amb F4, després de
treure Fq.
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Una setmana més tard d’haver extret F, dels 48 pots, toca extreure F, i observar-les,

per poder-les observar s’ha de tornar a seguir el protocol explicat préviament.

Per poder comptar les mosques de la generacié F,, es va fer amb un tros de paper
blanc que servia per poder separar-les (sempre sobre un paper blanc). Un cop
comptades les mosques d’un pot, es passava a mirar si alguna d’elles havia tingut un
efecte mutagen, i aixi poder respondre a la nostra hipotesi plantejada al punt 1.3., per
poder veure els efectes mutagens es va fer per mitja d’una lupa, per poder-ho veure

amb més facilitat.

Figura 47 i 48: Recompte de F;.
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| repetir aquest procediment en els 48 pots.
Un cop realitzada la investigacio plantejada, la part practica del TR ja era finalitzada.

Pero les mosques encara eren dins dels pots, aleshores es va procedir a posar-les una

sobredosi de dietil éter per matar-les i llencar-les dins de les escombraries.

Figura 49: Mosques amb sobredosi.
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Amb els pots, es va retirar el paper en forma d’acordio i la paperina amb I'ajut d’'unes
pinces i la farineta es va retirar amb l'ajut d’'una espatula, i tot seguit van passar a ser
rentats per extreure’n la farineta que no havia acabat de marxar i algun residu solid,

netejant-los amb aigua i sabé amb lajut d’'una escombreta, i després deixant-los

assecar.

Figura 50: Llengant la farineta a la brossa.

FONT PROPIA
En resum:
S’han preparat 48 pots:
TN
¢ 12sense tabac 3 mascles i 1 femella per pot (F)
e 12 amb 15 cigarretes
. —
e 12 amb 30 cigarretes
e 12 amb 45 cigarretes Descendents (F.)
__~

Esperem que, el cultiu de farineta constituida per 45 cigarretes neixin més mosques
anomales que en els altres tipus de cultiu, per tant, que les mosques tinguin algun

efecte mutagen.

També s’espera que en els 12 pots de 45 cigarretes, I'index de supervivéncia sigui

inferior als altres 36 pots.

Per tant, la nostra hipotesi seria certa, ja que a més quantitat de tabac, més mortalitat i

més mosques anomales.
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4. RESULTATS

En aquest punt del Treball de Recerca és mostraran les dades obtingudes durant el

procés de [lexperimentacié, dels diferents tipus de cultiu, amb la Drosophila

melanogaster.

Els resultats es mostraran en cadascun dels pots de cada tipus de cultiu, i fent la

mitjana d’aquests resultats amb els altres cultius.

4.1. Supervivencia de Fq

En aquest punt es mostrara una taula, una de cada tipus de cultiu, on es veuran els

resultats obtinguts durant la primera setmana de la investigacié amb les drosofiles.

Cal recordar, que primerament, s’hi van col-locar 3 mascles i 1 femella per pot, a tots

els tipus de cultius.

Medi de cultiu: O (grup control)

Numero Inicialment Després de 7 dies...

olssleit - Mascles Femelles Mascles Femelles

1 3 1 2 0

2 3 1 3 1

3 3 1 2 1

4 3 1 3 1

5 3 1 2 1

6 3 1 3 1 N° total de mascles: 27/36
7 3 1 2 1 (84.4% supervivents)

8 3 1 2 1

9 3 1 > 1 N° total de femelles: 11/12
10 3 1 1 1 (91.6% supervivents)

11 3 1 2 1

12 3 1 3 1 Taula 2: Medi de cultiu O.
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Medi de cultiu: F (15 cigarretes)

Numero Inicialment Després de 7 dies...
| de olelt - Mascles Femelles Mascles Femelles
1 3 1 1 1
2 3 1 3 1
3 3 1 3 1
4 3 1 2 0
5 3 1 3 0
6 3 1 2 1
N° total de mascles: 28/36
! 8 1 1 1 (87.5% supervivents)
8 3 1 2 1
9 3 1 3 1 N° total de femelles: 10/12
(83.3% supervivents)
10 3 1 3 1
11 3 1 2 1
12 3 1 3 1 Taula 3: Medi de cultiu F.

Medi de cultiu: F+ (30 cigarretes)

NUmero Inicialment Després de 7 dies...
| GlSel . Mascles Femelles Mascles Femelles |
1 3 1 3 1
2 3 1 3 1
3 3 1 3 0
4 3 1 2 1
5 3 1 2 0
6 3 1 3 1 N° total de mascles: 32/36
! 3 1 3 0 (90.6% supervivents)
8 3 1 2 1
9 3 1 2 1 N° total de femelles: 8/12
10 3 1 3 0 (66.6% supervivents)
11 3 1 3 1
12 3 1 3 1 Taula 4: Medi de cultiu F+.
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Medi de cultiu: F++ (45 cigarretes)

Inicialment Després de 7 dies...

Mascles Femelles Mascles Femelles
1 3 1 2 1
2 3 1 2 0
3 3 1 2 1
4 3 1 3 1
5 3 1 3 1
6 3 1 2 0 N° total de mascles: 24/36
! 3 1 2 1 (75% supervivents)
8 3 1 2 0
9 3 1 2 1 N° total de femelles: 8/12
10 3 1 1 1 (66.6% supervivents)
11 3 1 1 1
12 3 1 2 0 Taula 5: Medi de cultiu F++.

A continuacid, els resultats es mostraran en una grafica, per poder-ho veure amb més

claredat:
Supervivencia dels mascles i les femelles F,
35 -
p— \\
o
% 25 N
S 20
$S —— Mascles
£ 15 ~—Femelles
Q. .
310 #.\.*-. —— Lineal (Mascles)
5 ——Lineal (Femelles)
0 T T 1

Grup Control | F (15) F+ (30) F++ (45)
(0)

Nombre de cigarretes del medi de cultiu

Grafic 1: Supervivéncia dels mascles i
les femelles Fo.
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Podem dir que els resultats obtinguts en la supervivencia de la F, eren els resultats

gue ens esperavem, i per tant, concorden amb la nostra hipotesi.

Figura 51: Mosques
provinents de CESIRE,
moments abans de col-locar-
les als pots.
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4.2. Descendeéncia filial F1, per femella progenitora

En la taula seglent es mostra, per tipus de medi, el nombre d’individus F; que s’han

generat en 'encreuament de Fo.

En el punt 4.3.1 es pot trobar quatre taules semblants a I'anterior, perd amb molta més

informacio, és a dir, més ampliades.

_ _ Nombre de Qvives ala 22 F./Q ales 2 F./% viva al
Tipus de medi .
pots setmana setmanes final
Grup control 12 pots 11 1706 155,09
F 12 pots 10 1326 132,60
F+ 12 pots 8 850 106,25
F++ 12 pots 8 572 71,50

Taula 6: Descendéncia filial F;.

Com es pot observar, en la taula anterior, el nombre d’individus obtinguts F; és bastant

elevat; aquests nombres sén deguts a la quantitat de pots que hi havia de cada medi

de cultiu.
Descendents F; per femella F,
180
% 160
2
S 140 ~_
o
2120
= 100
£ 80 =4—Descendents F1 per
2 ~ femella FO
g 60 ——Lineal (Descendents F1
% 40 per femella FO)
g 20
e 0 T T T 1
E Grup control  F (15) F+ (30) F++ (45) Grafic 2: Descendents
S 0) F, per femella Fo.

Nombre de cigarretes del medi de cultiu

En aquesta grafica es pot veure el dit anteriorment, que a mesura que les dosis de

cigarretes augmenten, la descendéncia d’individus F; disminueix.
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4.3. Mutacions dels individus F1

En aquesta taula es mostra, per medis, el percentatge de les mosques anomales o

amb malformacions dels individus F;, sobre els individus de la generacio filial F.

Aquesta taula i el grafic que es mostra posteriorment a la taula ens ajudaran a resoldre

la nostra hipotesi (a més tabac més efectes mutagens).

_ ~ Nombre de mosques Nombre %
Tipus de medi . .
anomales F; d’individus F; anomales
Grup control 5 1706 0,29%
F 19 1326 1,43%
F+ 20 850 2,35%
F++ 19 572 3,32%

Taula 7: % mosques anomales.

A continuacié es mostra el grafic, que juntament amb ell trobem la linia de tendéncia

de les mutacions de la Drosophila melanogaster:

Mutacions dels indivus F;

3,5

3 el
2,5 /
2 /

15

== Mutacions dels indivus F1

— Lineal (Mutacions dels

1 / indivus F1)
0,5
rd
O T T T 1
Grup F (15) F+ (30) F++ (45)
control (0)
Nombre de cigarretes del medi de cultiu

% mosques mutades

Grafic 3: Mutacions dels
individus F;.
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4.3.1. Tipus d’efectes mutagens segons el medi de cultiu F;

Les taules seglents estan separades per medis de cultius, on es pot observar la
natalitat dels individus de la generaci6 F,, també ens mostrara les diferents mosques

anomales que han sorgit de cada medi de cultiu.

Medi de cultiu: grup control

Numero Femelles Descendents Mosques

de pot finals F1 anomales Efecte mutagen

5 1 105 3 2-curly wings
1-vestigial wings

3 1 154 0
4 1 169 0
5 1 0 0
6 1 213 0
7 1 203 0
8 1 229 0
9 1 199 1 1-yellow
10 1 85 0
11 1 140 0
12 1 200 1 1-ales “estranyes”

Taula 8: Medi de cultiu 0.
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Medi de cultiu: F

Numero Femelles Descendents Mosques

_ . Efecte mutagen
de pot finals Fy anomales

1 108 1 l-antennapedia
2 1 77 1 1-vestigial wings
1-vestigial wings
3 1 159 3 l-antennapedia
1-ebony body
4 0 0 0
5 0 49 4 3-antennapedia
1-vestigial wings
6 1 133 0
7 1 103 0
8 1 178 1 l-antennapedia
9 1 0 0
10 1 179 2 2-curly wings
1 1 140 3 l-antennapedia
2-vestigial wings
12 1 200 4 4-antennapedia

Taula 9: Medi de cultiu F.
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Medi de cultiu: F+

Ndmero

de pot

Femelles

HIEUS

Descendents
F1

Mosques

anomales

Efecte mutagen

1 24 1 1-vestigial wings
5 1 123 3 2-vestigial wings
l-antennapedia
3 0 20 2 2-antennapedia
1-yellow
4 1 111 3 1-ebony body
1-vestigial wings
5 0 0 0
2-antennapedia
6 1 150 4 1-vestigial wings
1-yellow
7 0 135 2 2-ebony body
8 1 55 1 1-vestigial wings
9 1 0 0
10 0 45 0
1 1 81 ) l-antennapedia
1-ebony body
12 1 106 1 1-vestigial wings

Taula 10: Medi de cultiu F+.
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Medi de cultiu: F++

Numero Femelles Descendents Mosques
_ . Efecte mutagen
de pot finals Fy anomales
1-curly win
1 1 39 2 _ y g
1-vestigial wing
2 0 22 2 2-antennapedia
3 1 52 1 1-vestigial wings
4-antennapedia
4 1 108 5
1-yellow
5 1 50 2 2-yellow
6 0 1 0
7 1 16 2 2-ebony body
8 0 0 0
9 1 31 1 1-curly wings
10 1 128 0
2-antennapedia
11 1 125 4 1-ebony body
1-vestigial wings
12 0 0 0

Taula 11: Medi de cultiu F++.
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4.3.2. Efectes mutagens (imatges)

A continuacié, es mostraran unes imatges de les drosofiles anomales que es van
poder fotografiar el mateix dia, que es comptaven el nombre d’individus F; de cada pot

i medi corresponent.
Malformacio: “Curly wings”

Aquesta malformacié no es de les més observada en la nostra investigaci6. Com el

seu nom indica, les ales de la drosofila es troben recargolades.

Es un tipus de mutacié que es troba en el gen del cromosoma 2; I'al-lel que determina
anomalia és dominant, és a dir, només que un dels dos tingui aquest al-lel sera el que
s’expressi en la seva descendéncia.

En aquest tipus d’anomalia les ales es troben mirant cap a dalt, com es pot veure en la
imatge.

Figura 52: Femella curly wings Figura 53: Mascle curly wings.

generacio F;. . o )
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
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Malformacio: “Vestigial wings”

Aquesta malformacié és de les més observades en aquesta investigacié juntament

amb la antennapedia.

Com el seu nom indica, aquesta malformacié afecta a les ales, és a dir, les ales s6n
molt més petites, fosques i arrugades. Les ales no es troben en paral-lel al cos, siné
gue es troben als costats.

Les ales estan tan deformades que les mosques no poden volar.

Aquest al-lel es troba en un gen del cromosoma 2, pero és un tipus d’al-lel recessiu, és
a dir, dels dos al-lels (un de cada progenitor), que determinen aquesta mutacio, han

d’estar els dos alterats, perqué és pugui expresar aquesta mutacié en el genotip.

Figura 54: Femella vestigial Figura 55: Mascle vestigial wings

wings generacié F;.
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
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Malformacio: “Antennapedia”
Aquesta malformacio és una de les més trobades en la investigacio.

Aquesta malformacié es troba en el cap de les drosofiles. Es un gen HOM-C que
controla la formacié de les cames durant el desenvolupament. La pérdua de funci6 de
les mutacions a la regi6é reguladora d’aquest resultat de gens en el desenvolupament
del segon parell de potes en ectopic antenes. En contrast, les converteix en antenes a

les cames ectopics.

Figura 56: Femella Figura 57: Femella antennapedia.

antennapedia generacio F;.
Handbook of Biological Statistics
FONT PROPIA
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Malformacio: “Ebony body”

Aquesta malformacio ha estat observada en alguns individus durant la investigacio.

Es troba codificada en el gen e del cromosoma 3R. No afecta a la morfologia de les

ales, sin6 que afecta en el pigment de la pell, aquesta es torna d’'un color molt fosc,

qguasibé negre.

Figura 58: Mascle ebony Figura 59: Mascle ebony body.

body generacié F,.
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg
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Malformacio: “Yellow”
Aquesta malformacio ha estat observada en alguns individus durant la investigacio.

Aquesta malformacié no afecta a la morfologia de les ales, sind que ho fa en el

pigment de la pell, aquesta es torna d’un color grogenc.

Figura 60: Femella yellow Figura 61: Femella yellow.

generacio6 F;. . .
GETEG Universidad del Valle
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5. CONCLUSIONS

Primerament, es pot afirmar que s’ha assolit I'objectiu d’aquest treball de recerca,

continuar amb la investigacié de la Drosophila melanogaster comengada per Eva
Pérez i seguida per I'Adria Martos, observant la mortalitat i supervivéncia de les

mosques i els diversos efectes mutagens produits pel tabac.

Aquest treball prové d’'una hipotesi inicial: els toxics del tabac afecten el
desenvolupament de les drosofiles, per tant, a més quantitat de tabac, més mortalitat

en Fo i menys mosques a la F;.

e Fy: mosques progenitores.

e F;: mosques descendents de Fy.

Per tant, després d’haver fet les proves necessaries es va obtenir uns resultats els

quals s’anomenaran pels tres indicadors (anomenats al 1.3.)

1. A mesura que la dosi de tabac augmenta en la seva dieta, la mortalitat de les
femelles augmenta.

2. A mesura que la dosi de tabac augmenta, neixen menys fills per femella
progenitora.

3. A mesura que hi ha més dosi de tabac en la seva alimentacié, la quantitat de

mosques, que neixen anomales, augmenta.

Els toxics del tabac afecten negativament a la Drosophila melanogaster, la qual cosa

es podria extrapolar amb els humans.

Figura 62: Generacio F;.
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passat al llarg del transcurs d’aquest treball, especialment a la meva mare( per cuidar
les mosques el temps que van estar a casa), al meu pare, a la meva germana, al meu

iaio i a la meva cosina.

També agrair, a tots els professors que al llarg d’aquests mesos s’han preocupat tant

per mi com per I'evolucié del meu TR.
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M’agradaria fer una menci6 a les senyores de la neteja per preocupar-se per mii les
mosques cada dia que anava al laboratori, i anar-me preguntant dia rere dia que em

veien per alla: ¢ Como van tus moscas?, Pobrecillas estas moscas, etc.
| per ultim aquest TR m’ha ajudat a créixer i conéixer més del mon de la investigacio.

Per dltim posar aquesta foto: resumeix tot el treball i 'esfor¢ que s’ha dedicat en la

realitzacié d’aquesta investigacio.

Figura 63: Treballant en el laboratori de I'escola.

GRACIES A TOTS ELS QUE HEU FET POSSIBLE AQUEST TR!
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