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RESUMEN 

La contaminación atmosférica del Área Metropolitana de la Ciudad de México 

(AMCM) es generada por las emisiones de 3.5 millones de automóviles, de 

35,000 industrias y las actividades de casi 20 millones de habitantes. Dentro 

de los contaminantes atmosféricos se encuentran los metales pesados que 

provocan estrés oxidante. Por otro lado, las plantas han desarrollado la 

habilidad para sobrevivir a este medio, adaptando su fisiología al entorno. Los 

microRNAs (miRNAs) son reguladores post-transcripcionales e intervienen en 

distintos procesos fisiológicos, entre estos la respuesta frente a estresores 

abióticos. En Arabidopsis thaliana se demostró que la disminución 

transcripcional del miR398 inducida por estrés oxidante es esencial para la 

acumulación del mRNA blanco, superóxido dismutasa 2 (CSD2) y un aumento 

a la tolerancia de estrés oxidante.  Con la finalidad de detectar el efecto de la 

contaminación atmosférica, en especial por metales pesados se utilizó a 

Taraxacum officinale como bioindicador de contaminación atmosférica de dos 

zonas del AMCM, el Centro de Ciencias de la Atmósfera, UNAM (Lat. 19.33º 

N, Lon. 99.18º W, Alt. 2260 m) y la de altura denominada Altzomoni en el 

parque Nacional Iztaccíhuatl-Popocatépetl (Lat. 19.12º N, Lon. 99.65º W, Alt. 

4000 m) por la expresión diferencial del miR398 y CSD2 en temporada de 

secas y lluvias. Los resultados de este trabajo muestran una disminución de la 

expresión de miR398 en la época de secas para ambos sitios; Altzomoni 

(0.002 ± 0.0006) y CCA (0.000123 ± 0.00035) (p > 0.05). Por otro lado, la 

expresión de CSD2 se ve aumentada en época de secas en Altzomini (19.80 

± 7.04) y CCA (119.67 ± 22.79), siendo para el sitio CCA donde se observa 

una mayor expresión relativa de CSD2 (p > 0.05). El aumento en la 

concentración de metales pesados en las hojas es mayor para época de 

secas en la zona de Altzomoni, seguida de CCA en la misma época, 

sugiriendo que la elevada concentración de Cd, Ni y V para la zona de CCA 

en época de secas son los causantes de la producción de estrés oxidante en 

Taraxacum officinale, debido a las emisiones de contaminantes de la Ciudad 

de México. 
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   De acuerdo con los resultados obtenidos sugieren que la alta 

concentración de metales activa la maquinaría de defensa, en este caso por 

enzimas CSD2 y su regulador post-transcripcional el miR398 se ve 

disminuido, proponiéndolos como bioindicadores de contaminación 

atmosférica en Taraxacum officinale. 
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ABSTRACT 

Air pollution in the Metropolitan Area of Mexico City (MAMC) is generated by 

emissions from 3.5 million cars, 35,000 industries and activities of nearly 20 

million population. Air pollutants include heavy metals that cause oxidative 

stress. On the other hand, plants have developed the ability to survive this 

environment, adapting its physiology to the environment. MicroRNAs 

(miRNAs) are post-transcriptional regulators and are involved in various 

physiological processes, among these the response to abiotic stressors. In 

Arabidopsis thaliana it was shown to decrease transcriptional miR398 induced 

oxidative stress is essential for mRNA accumulation target, superoxide 

dismutase 2 (CSD2) and increased tolerance of oxidative stress. In order to 

detect the effect of air pollution, especially that of heavy metals, in this 

research use a Taraxacum officinale as a bioindicator of air pollution in two 

areas of the MAMC: the Center for Atmospheric Sciences-UNAM (Lat. 19.33º 

N, Lon . 99.18º W, Alt. 2260 m) and Altzomoni in Iztaccihuatl-Popocatepetl 

National Park (Lat. 19.12º N, Lon. 99.65º W, Alt. 4000 m).  The differential 

expression of miR398 and CSD2 in dry and rainy season was measured. The 

results of this study shows a reduction in the expression of miR398 for the dry 

season for both sites; Altzomoni (0.002 ± 0.0006) and CAS-UNAM (0.000123 

± 0.00035) (p> 0.05). On the other hand, the expression is increased in CSD2 

dry season in Altzomini (19.80 ± 7.04) and CAS (119.67 ± 22.79). Of these, 

CAS showed a greater relative expression of CSD2 (p> 0.05). The increased 

concentration of heavy metals in the leaves is higher for dry season Altzomoni 

area, followed by CAS during the same dry season, suggesting that the high 

concentration of Cd, Ni and V for the area of CAS dry are responsible for the 

production of oxidative stress in Taraxacum officinale, due to emissions of 

pollutants from Mexico City. 

According to the results suggesting that the high concentration of of 

metals is being offset by the machinery of defense, in this case the observed 

increase of CSD2 enzyme in dry season and its post-transcriptional regulator 

the miR398 which diminished, proposing as bioindicators of air pollution in 

Taraxacum officinale.  
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INTRODUCCIÓN  

1.1 Contaminación	  atmosférica	  	  

El área metropolitana de la Ciudad de México (AMCM) está 

conformada por las 16 delegaciones, 59 municipios del Estado México y un 

municipio en Hidalgo (SEDESOL 2012) que se encuentran distribuidos en una 

superficie de 7,866.1 km2, con un parque vehicular de 5 millones de 

automóviles (SEDEMA-GDF 2013). A este complejo se suman las emisiones 

de 35,000 industrias que consumen 40 millones de litros de combustibles 

(Molina y Molina 2005) y finalmente, la existencia de casi 21 millones de 

habitantes (CONAPO 2012). La Ciudad de México es una cuenca elevada a 

una altura de aproximadamente 2,240 metros sobre el nivel medio del mar 

(SEDEMA-GDF 2013), montañas fronterizas de la cuenca hacia el este, sur y 

oeste (Doran et al. 1998). El valle de México ocupa aproximadamente 1,300 

km2 en una elevación de 1000 m sobre el fondo, con puntos bajos en el norte 

y sur (Edgerton et al. 1999); estas condiciones topográficas y las grandes 

emisiones de contaminantes le confieren a la ciudad, elevadas 

concentraciones de contaminantes en la atmósfera (Shannon et al. 1998, 

Tzintzun et al. 2005).  

La contaminación atmosférica es una mezcla de compuestos de 

diferente origen. Entre los principales contaminantes registrados en la Ciudad 

de México por la Red Automática de Monitoreo Atmosférico (RAMA) se 

encuentran gases como el ozono, monóxido de carbono, bióxido de nitrógeno, 

óxidos de azufre, partículas menores a 10 micrómetros (PM10) y partículas 

menores a 2.5 micrómetros (PM2.5), Se presentan además compuestos 

orgánicos volátiles con metales pesados, de estos últimos destacan cobre, 

zinc y aluminio (Quintana et al. 2011), así como de distintos agentes 

biológicos (Moller et al. 2008). Todos estos elementos plantean la complejidad 

del problema y la necesidad de realizar los estudios encaminados a 

determinar los efectos de estos contaminantes.  
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La contaminación atmosférica está asociada con el aumento de 

admisiones hospitalarias y muertes (Levy et al. 1999). Evidencias recientes 

sugieren que la exposición a la contaminación atmosférica constituye un 

factor de riesgo para el desarrollo de cáncer de pulmón (Moller et al. 2008). 

Estudios previos señalan que tienen efecto cuando se expone a las 

poblaciones y sistemas in vivo (Pope y Douglas 2006, Sun et al. 2010b). 

Dentro de los efectos, que incrementan el riesgo a desarrollar enfermedades 

degenerativas, por los componentes de la contaminación aérea se encuentra 

el estrés oxidante y el daño primario al DNA (Alfaro et al. 2002, Risom et al. 

2005, Quintana et al. 2011) 

 

1.2	  Efecto	  de	  los	  metales	  pesados	  en	  las	  plantas	  	  

Las plantas están constantemente expuestas a numerosos estresores 

bióticos y abióticos, dentro de los primeros se encuentran los metales 

pesados. Estos, aunque son componentes naturales de la corteza terrestre y 

están presentes en diferentes concentraciones, pueden ser tóxicos para los 

organismos a concentraciones muy bajas. Los efectos químicos, biológicos y 

fisiológicos de la exposición a metales pesados en las plantas son cada vez 

más preocupantes, lo anterior debido a su potencial de acumulación en los 

organismos y prevalencia en la cadena trófica (Sarma et al. 2011, Whiteside 

et al. 2010, An et al. 2012, Schreck et al. 2012). 

Los metales pesados incluyen al cobre (Cu), hierro (Fe), manganeso 

(Mn), zinc (Zn), níquel (Ni), cobalto (Co), cadmio (Cd) y aluminio (Al), siendo 

todos tóxicos para las plantas en altas concentraciones. Algunos metales 

pesados a bajas concentraciones son esenciales para las células vegetales, 

ya que son cruciales en la catálisis de reacciones enzimáticas. Los metales 

como Fe, Cu, Zn, Co y Ni actúan como cofactores de varias enzimas que 

catalizan reacciones bioquímicas involucrados en mantener el crecimiento y 

desarrollo (Rascio y Navari-Izzo 2011).  
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Algunos estudios muestran que la acumulación excesiva de metales 

pesados provoca reacciones tóxicas en las plantas, alterando procesos 

fisiológicos y bioquímicos. En los tejidos vegetales puede disminuir la longitud 

de la raíz, la biomasa de la planta, la germinación de semillas y la biosíntesis 

de la clorofila (Singh et al. 2010) y dentro de la célula, afectan a la 

fotosíntesis, respiración, nutrición mineral, reacciones enzimáticas y muchos 

otros factores fisiológicos (Pourrut et al. 2011). 

 

1.3	  Mecanismos	  de	  defensa	  de	   las	  plantas	  ante	   la	   inducción	  de	  

EROs	  por	  metales	  pesados  

Los metales pesados incrementan la producción de especies reactivas 

al oxígeno (EROs). La cual resulta de la interacción de los metales pesados 

con la actividad de transporte de electrones, particularmente en el cloroplasto 

y las membranas mitocondriales. El aumento en la producción de EROs 

puede alterar el estado redox de las células, provocando estrés oxidante y 

daño a macromoléculas biológicas (He et al. 2011, Carrasco-Gil et al. 2012, 

Chen et al. 2012). 

Las plantas han desarrollado diversos mecanismos de defensa por los 

cuales pueden transformar las EROs en productos menos tóxicos. Estos 

mecanismos incluyen la excreción de metales por la raíz, la quelación por 

moléculas orgánicas, la unión de los metales a la pared celular y el secuestro 

de éstos en vacuolas, manteniendo su estado redox celular y disminuyendo el 

daño causado por el estrés oxidante. Para que las plantas puedan llevar a 

cabo esta tarea de manera eficiente se requiere de la intervención metabólica 

de fitoquelatinas (PCs), glutatión reductasa (GSH), carotenoides y tocoferoles, 

así como de los sistemas antioxidantes enzimáticos incluyendo catalasa 

(CAT), superóxido dismutasa (SOD), ascorbato peroxidasa (APX), peroxidasa 

(POD), guaicol peroxidasa (GPX), por mencionar algunas. El incremento de 
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los niveles de intermediarios metabólicos y enzimas antioxidantes conduce a 

un aumento de la tolerancia al estrés oxidante, inducido por metales pesados 

(He et al. 2011). 

Las EROs son los radicales libres derivados del oxígeno tales como el 

hidroxilo (HO•), el anión superóxido (O2
•), peroxilo (RO2

•) y no radicales como 

peróxido de hidrógeno (H2O2) (Circu y Aw 2010, Corpas et al. 2011). En 

condiciones aérobicas, se generan especies reactivas al oxígeno, ya que es 

un aspecto inevitable para la vida (Jaspers y Kangasjärvi 2010, Swanson y 

Gilroy 2010). Las mitocondrias, cloroplastos y peroxisomas son considerados 

como las principales fuentes de producción de EROs en las células vegetales. 

El radical HO• se estima la especie más reactiva, por su capacidad para iniciar 

y desencadenar reacciones, ya que son los responsables de producir efectos 

tóxicos en las plantas (Mittler et al. 2004). En condiciones normales, los 

niveles de EROs óptimos se mantienen por las enzimas antioxidantes. Sin 

embargo, cuando son expuestas a metales pesados las cantidades de las 

especies de oxigeno EROs se incrementan (Opdenakker et al. 2012). 

El incremento de las EROs provoca desequilibrio debido a la 

producción y la eliminación de éstas, lo que conduce al estrés oxidante 

(Morina et al. 2010).  

Las plantas no tienen capacidad para moverse y se encuentran fijas 

durante su ciclo de vida, por tal motivo se adaptan constantemente en su 

crecimiento y metabolismo a estresores abióticos. Es por esto que desarrollan 

la habilidad para subsistir mediante la regulación de la expresión de genes 

con el propósito de adaptar su fisiología al entorno. Se ha demostrado que la 

regulación post-transcripcional de la expresión de genes desempeña un papel 

importante en la respuesta al estrés abiótico en plantas (Floris et al. 2009). 

Recientemente, se han estudiado a los microRNAs (miRNAs) y se evidencian 

como reguladores centrales de numerosos estresores abióticos, incluyendo 

los metales pesados (Fig. 1). 
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Fig. 1.  Interacción de los componentes de tolerancia a metales pesados y los 

miRNAs en las plantas; SOD (superóxido dismutasa), CAT (catalasa), APX (ascorbato 

peroxidasa) y GPX (guaicol peroxidasa); modificado de Gupta et al. 2014). 

 

1.4	  Expresión	  microRNAs	  

 Actualmente se conoce que una parte del genoma expresado en las 

células eucariontes en etapas de expresión génica a nivel post-

transcripcional, es mediado por secuencias cortas de RNAs no codificantes 

(ncRNAs). Dentro de las funciones principales de éstos se ha encontrado que, 

aunque no son tan conservados como los genes que codifican para proteínas, 

su función reguladora ha permanecido en el genoma y su respuesta ante 

cambios en el medio (Khalil y Rinn 2011).  
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Los microRNAs (miRNAs) corresponden a una gran familia de RNAs 

pequeños no codificantes, de aproximadamente 18-24 nucleótidos de longitud 

que son críticos en la regulación post-transcripcional de la expresión de genes 

y son los ncRNAs más estudiados (Bartel 2004). En mamíferos los miRNAs 

regulan la expresión de más del 60% de todas las proteínas que codifican 

para genes a través del apareamiento de bases con el extremo 3' UTR del 

mRNA. Esta interacción generalmente conduce a la inhibición de la síntesis 

de proteínas ya sea por degradación o por la represión traduccional. Estos 

miRNAs están involucrados en la regulación de muchos procesos, incluyendo 

proliferación, diferenciación, apoptosis y desarrollo (Johnston y Hobert 2003, 

Huang et al. 2008).  

Los miRNAs pueden ser intragénicos sintetizados a partir de la 

maquinaria que realiza por corte y empalme, o intergénicos, con su propio 

promotor. Este transcrito primario (pri-miRNA) es escindido por el complejo 

enzimático formado por Drosha y DGCR8, originando a un transcrito 70 a 100 

nucleótidos llamado precursor de miRNAs (pre-miRNA). Los pre-miRNAs se 

exportan desde el núcleo por mecanismos mediados por Exportina5 y es 

procesado por Dicer que forma un dúplex miRNA:miRNA de 

aproximadamente 18-24 nucleótidos de longitud. Este dúplex es cargado en el 

complejo de ribonucleoproteínas RISC (Complejo de Silenciamiento Inducido 

por RNA) el cual incluye miembros de la familia de proteínas Argonauta 

(AGO1-4) y GW182. La hebra transitoria del dúplex puede ser degradada. El 

mRNA blanco se incorpora en el complejo RISC, conduciendo finalmente a la 

represión post-transcripcional de la expresión génica (Chekulaeva y Filipowicz 

2009, Fabian et al. 2010). 

En plantas los miRNAs regulan diversas fases de desarrollo, como la 

etapa de transición de floración, así como algunas respuestas a estrés 

(Voinnet, 2009).  Los miRNAs tienen el mismo procesamiento, sin embargo 

existen variaciones ya que en el modelo de Arabidopsis thaliana, estas 

horquillas son convertidas en precursores de miRNAs (pre-miRNAs) mediante 

la catálisis de una enzima ribonucleasa DCL1 (DICER-LIKE 1) es un 
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homólogo Dicer y se encarga de procesar los pri-microRNAs realizando el 

primer corte a pre-microRNAs. Además, DCL1 hace el segundo corte que 

corresponde a la escisión, antes de que miRNA salga del núcleo (Bartel 

2004). En las plantas se da una modificación química por la cual el extremo 3´ 

del miRNA maduro es metilado por la proteína HEN1. Al terminar el 

procesamiento, los RNAs dúplex  de aproximadamente 21 pb son 

transportados al citoplasma por HASTY (un homólogo de exportina 5) 

mediante el mecanismo dependiente de Ran-GTP y, ya en el citoplasma, son 

reclutados por el complejo RISC, en donde una de las dos hebras del RNA es 

degradada para dar lugar al miRNA maduro. El complejo RISC que contiene a 

AGO1 y al miRNA puede entonces encontrar a su mensajero blanco. Además, 

a diferencia de los miRNAs de animales, los miRNAs de plantas muestran alto 

grado de complementariedad con la secuencia de mRNA blanco lo cual se 

lleva a cabo generalmente en la región codificante del mRNA y dispara la 

degradación del mensajero reconocido. En el estudio de Shengben et al. 

(2013) a través de mediciones de la síntesis de proteínas, se demuestra que 

los miRNA de las plantas reprimen su gen blanco a través de la inhibición de 

la traducción (Fig. 2). 
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Fig. 2. Biogénesis de miRNA en plantas, modificado de Bartel (2004). 
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1.5	  Taraxacum	  officinale	  

Taraxacum officinale, conocida como “diente de león”, es una planta 

perenne, con tallo acortado de sólo 1-2.5 cm de longitud, con entrenudos muy 

cortos por debajo de la superficie del suelo (Holm et al. 1997). Las hojas son 

de forma variable, con un lóbulo inferior a los bordes dentados, pinnatífidas de 

aproximadamente 5-40 cm de largo y 0.7 a 15 cm de ancho, con pecíolo 

alado que forman una roseta basal radial. Tiene una raíz primaria gruesa de 2 

a 3 cm de diámetro que puede medir hasta 1.2 m de longitud (Holm et al. 

1997). En esta planta se desarrolla una roseta basal que da lugar a 

numerosos escapos, erectos, huecos, sin brácteas y con una inflorescencia 

terminal formada por un número 80 a 250 de diminutas flores agrupadas en 

receptáculo, constituyendo una cabezuela. Todas las flores son liguladas, 

hermafroditas y amarillas, cada flor tiene una corola de cinco pétalos unidos, 

con cinco estambres fusionados provistos por largas anteras que están unidos 

alrededor del estilo. Los granos de polen tienen forma esférica y presentan un 

diámetro de 30 µm (Gier y Burress 1942). Cada óvulo da lugar a una cipsela 

(semilla) alargada y ovoide, de superficie rugosa y con una longitud de 3-4 

mm y una anchura de 1 mm (Holm et al. 1997).   

Taraxacum officinale es una especie apomíctica, ya que se reproduce 

por medio de semillas las cuales son originadas sin que ocurra meiosis ni 

fertilización, por lo que sus descendientes son genéticamente idénticos a la 

planta madre. Desde el punto de vista evolutivo, las plantas apomícticas 

carecen de las ventajas adaptativas que ofrece la reproducción sexual, sin 

embargo, la apomixis permite la fijación idéntica de genotipos altamente 

adaptados a su ambiente. 

El “diente de león” puede tolerar una amplia gama de condiciones 

climáticas y se distribuye en casi todas las regiones templadas y subtropicales 

del mundo (Holm et al. 1997). Son muy resistentes a la sequía, también 

muestra gran adaptabilidad a la luz, siendo capaz de crecer vigorosamente en 

plena luz del sol, o con luz difusa a la sombra de árboles o edificios (Holm et 
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al. 1997). Ampliamente distribuida en el Valle de México a una altura de 2250- 

4000 m (Calderón de Rzedowski y Rzedowski 2005). 

 

ANTECEDENTES 

Diversas investigaciones señalan que los contaminantes ambientales 

pueden cambiar el perfil de expresión de los miRNAs (Zhang y Pan 2009). En 

conjunto, estos estudios sugieren que la biogénesis y el procesamiento 

adecuado de los genes de miRNA son necesarios para mantener los tejidos 

en un estado libre de enfermedad (Ryan et al. 2010). 

Por otra parte, los miRNAs han sido involucrados en respuestas de 

estrés en plantas. Se ha observado que los miRNAs de vegetales aumentan o 

disminuyen su regulación ante la resistencia a estrés biótico o abiótico 

(Jagadeeswaran et al. 2009). El miRNA398 fue identificado en Arabidopsis y 

está vinculado con redes que regulan las respuestas en la planta por estrés 

oxidante, déficit de agua, estrés salino, deficiencias de fosfato y cobre, 

infección bacteriana, entre otros (Yamasaki et al. 2007a, Abdel-Ghany y Pilon 

2008, Jagadeeswaran et al. 2009). Además, se ha observado la expresión y la 

regulación de miR398 por estrés oxidante en plantas de Arabidopsis 

expuestas a metales pesados (Sunkar et al. 2006b). Los blancos de miR398 

son los genes de la superóxido dismutasa Cu/Zn (CDS); CSD1 que está 

localizado en el citoplasma, CSD2 que se encuentra en el estroma del 

cloroplasto y el mRNA de COX5b-1 codifica para la subunidad 5b que se une 

al zinc de la enzima mitocondrial COX Cu. CSD1 y CSD2 en Arabidopsis han 

sido identificados como blancos de respuesta de miR398 a estrés abiótico 

(Jones-Rhoades y Bartel 2004, Sunkar et al. 2004a). COX es un componente 

de la cadena respiratoria de transporte de electrones (Yamasaki et al. 2007a). 

La expresión de miR398 es baja cuando se expone a metales pesados como 

el mercurio (Hg), cubre (Cu) y hierro (Fe). La disminución de los niveles de 

miR398 induce la acumulación de CSD1 y CSD2 mRNAs (Sunkar et al. 

2006b) (Fig. 3). 
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Fig. 3. Modelo del papel de miR398, en condiciones normales (A) y condiciones de estrés 

oxidante (B), tomado de Floris et al. (2009). 

Dada la gran proporción de las plantas en la biosfera y su papel vital en 

la cadena trófica, es importante establecer paralelamente a las mediciones 

químicas tradicionales en los protocolos de evaluación de la calidad del aire, 

bioindicadores vegetales de contaminación del mismo (Piraino et al. 2006). 

Además, los vegetales ofrecen una ventaja debido al papel que tienen en la 

cadena trófica, ya que son productores de energía y sirven de alimento a 

diversos organismos, permitiendo la estimación de su papel al transportar 

contaminantes hacia niveles tróficos más elevados (Kovalchuk y Bokyo 2008). 

Las plantas superiores presentan características que las favorecen como 

modelos genéticos para evaluar contaminantes ambientales, tales como su 

sensibilidad para detectar mutágenos y la posibilidad de revelar múltiples 

alteraciones genéticas en diferentes tejidos. Estás ventajas pueden sumarse a 

lo costeable que son debido que requieren menos recursos y tiempo que los 

modelos en mamíferos (Grant 1988a, 1994b).   
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Taraxacum officinale ha sido usada como bioindicador de metales 

pesados de suelo (Gjorgieva et al. 2011). Erofeeva (2014) describe los índices 

de reproducción de semillas del diente de león para evaluar el nivel de 

contaminación ambiental, proponiéndolo como bioindicador. Por los 

antecedentes antes citados en este estudio se propuso a esta planta como 

biomonitor de la calidad del aire del AMCM mediante la inducción de 

microRNAS alterados, como producto de la contaminación atmosférica, dada 

su amplia distribución en AMCM. Correlacionando con los datos obtenidos en 

las dos estaciones de monitoreo atmosférico que se proponen, en las cuales 

se realiza el análisis espectroscópico de la composición atmosférica mediante 

métodos de percepción remota, una localizada en el Centro de Ciencias de la 

Atmósfera de la UNAM y la otra en la estación de altura Altzomoni ubicada en 

el parque nacional Iztaccíhuatl-Popocatépetl a 4000 m sobre el nivel del mar.  
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HIPÓTESIS 

Dado que los contaminantes del aire son potencialmente tóxicos, se 

espera que la planta Taraxacum officinale, permita diferenciar el efecto en la 

regulación y síntesis del tof-miR398 y mRNA de CSD2 en sus hojas, al 

encontrarse expuesta en dos puntos de la Ciudad de México con distinto 

grado de contaminación atmosférica y condiciones meteorológicas en las 

temporadas de secas y lluvias, asociado a la concentración de algunos 

metales pesados en las hojas. 
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OBJETIVOS 

• Evaluar la expresión del tof-miR398 y su mRNA blanco CSD2 en las 

hojas de Taraxacum officinale, en respuesta al estrés inducido por los 

contaminantes atmosféricos de ambas zonas. 

• Determinar el contenido de algunos metales pesados en las hojas de 

Taraxacum officinale de dos zonas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Diseño	  del	  estudio	  

Para evaluar la respuesta a estrés de los contaminantes atmosféricos 

usando como bioindicador a Taraxacum officinale, mediante la inducción de 

miRNAs, se realizaron dos monitoreos anuales in vivo, durante las épocas de 

secas y de lluvias de 2014 exponiendo las plantas en dos zonas que 

coincidían con las dos estaciones de monitoreo, la primera en el Centro de 

Ciencias de la Atmósfera, UNAM (Lat. 19.33º N, Lon. 99.18º W, Alt. 2260 m) y 

la segunda de altura denominada Altzomoni en el Parque Nacional 

Iztaccíhuatl-Popocatépetl (Lat. 19.12º N, Lon. 99.65º W, Alt. 4000 m). En cada 

sitio de muestreo se colocaron 2 grupos de 20 plantas de la misma edad, uno 

de ellos para las determinaciones químicas de acumulación de metales 

pesados y el otro para evaluar la expresión de tof-miR398 y CSD2.  

 

2.	  Propagación	  de	  Taraxacum	  officinale	  

 Las semillas de Taraxacum officinale se sembraron y se germinaron en 

tierra estéril, en el invernadero a una temperatura promedio de 18.5º C la 

mínima y 31.12º C la máxima. 
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3.	  Extracción	  de	  RNA	  total	  

Se aisló el RNA total utilizando el método de trizol: macerando las 

hojas en 500 µL de trizol, dejando reposar por 10 min. Se centrifugaron las 

muestras a 10,000 rpm y se agregaron 100 µL de cloroformo, agitando y 

dejando reposar por 10 min. Se centrifugaron a 10,000 rpm, tomando el 

sobrenadante y agregando 250 µL de isopropanol, dejando precipitar a -20 °C 

durante 24 horas, para centrifugar a 10,000 rpm por 5 min. Se decantó y 

agregó 200 µL de etanol (70%) y se centrifugó. Por último, se decantaron y 

dejaron secar las muestras en baño seco a 40 °C. 

Una vez aislado el RNA, a cada muestra se le agregaron 20 µL de 

agua inyectable y se determinó la concentración y pureza en 1 µL de la 

cantidad de RNA total por espectrofotometría con absorbancia de 260-280 nm 

en el NanoDrop ND-100. 

 

4.	  Evaluación	  de	  la	  expresión	  del	  tof-‐miR398	  

4.1	  Síntesis	  de	  cDNA	  por	  hebra	  molde	  

Para amplificar el tof-miR398 se utilizaron 80 ng de RNA total en un 

volumen final de 10 µL (6.25 µL de solución para la síntesis de cDNA más 

3.75 µL de RNA) se realizó la síntesis de cDNA siguiendo el protocolo del Kit 

Clontech Mir-XTM miRNA Firts-Strand Synthesis Kit (Ct. No. 638313) en el 

termociclador marca “Thermalcycler MJ mini”.  

a) En el cuadro I se muestran las cantidades que se añadieron a un tubo 

0.2 mL libre de RNAsas con los siguientes reactivos: 
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Cuadro I. Síntesis de cDNA y poli-A 

Reactivos Volumen en µL 

mRQ Amortiguador (2X) 5 

Muestra de RNA 3.75 (80ng/µL) 

Enzima mRQ 1.25 

Volumen Total 10 

 

b) En un termociclador, se incubaron los tubos durante 1 hora a 37 °C, 

posteriormente a 85 °C durante 5 minutos para inactivar las enzimas y 

1 minuto a 22 °C. 

c) Después el cDNA se utilizó para la cuantificación del tof-miR398 y el 

U6 como referencia. 

 

4.2	   Cuantificación	   de	   miR398	   por	   reacción	   en	   cadena	   de	   la	  

polimerasa	  en	  tiempo	  real	  (qPCR-‐RT)	  

A partir del cDNA sintetizado, se evaluó la expresión del miR398 

(Cuadro II) por la PCR en tiempo real en un equipo de la marca Stratagen Mx 

300 SP, Agilent Technologies y siguiendo el protocolo del Kit Clontech Mir-XTM 

miRNA Firts-Strand Synthesis.  

 

Cuadro II. Secuencias forward (F) y reverso transcriptasa (RT) del miR398, se 

muestra el tamaño en pares de bases (pb) de cada amplificado y la TM a la cual se realizará 

el RT-PCR. 

Gen Secuencia TM 

tof-miR398 a F: GGC GTG TGT TCT GAG GTC A 

RT: GTC GTA TCC AGT GCA GGG TCC GAG GTA TTC GCA CTG 

GAT ACG ACA AGG GG 

60°C 
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Para el RT-qPCR, la síntesis del cDNA se utiliza el método comparativo Ct, 

cuantificando y determinando los niveles de tof-miR-398 en relación con el 

nivel de U6 snRNA. Se realiza una amplificación qPCR de U6 para cada 

muestra de cDNA. La cuantificación absoluta se efectúa empleando los 

valores de Ct obtenidos para el tof-miR398, logrando valores de un número de 

copias de Ct vs. la curva estándar del número de copias que se genera a 

partir del cDNA sintetizado diez veces en serie diluciones de una 

concentración conocida del  tof-miR398. 

a) Para todas las muestra se incluyen testigos (NTC) para cada grupo de 

cebadores y para cada reacción. Se mezclan los reactivos indicados en 

la Cuadro III. 

Cuadro III. Cantidades empleadas de reactivos para qPCR de tof-miR398 y U6 snRNA.  

Reactivos Volumen en µL 
ddH2O 9 
Premix SYBER 12.5 
ROX 0.5 
Forward 0.5 
Primer 0.5 
cDNA 2.0 
Volumen Total 20 

 

b) El ciclo de reacciones para realizar la PCR en tiempo real es la 

siguiente: 

• Desnaturalización  
 95 ºC  10 segundos 

• qPCR X 40 ciclos 
 95 ºC  5 segundos 

 60 ºC  20 segundos 

• Curva de disociación 
 95 ºC  60 segundos 

 55 ºC  30 segundos 

 95 ºC  30 segundos 
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La cuantificación en tiempo real se hizo utilizando SYBR green como 

fluorocromo principal y ROX™ como colorante pasivo de referencia y las 

reacciones se llevan a cabo en un termociclador en tiempo real Agilent® (Fig. 

4) 

 

 

Fig. 4. Programa de amplificación en el termociclador en tiempo real. 

 

5.	  Evaluación	  de	  la	  expresión	  del	  mRNA	  de	  CSD2	  

5.1	  Síntesis	  de	  cDNA	  por	  hebra	  molde	  	  

Para amplificar el mensajero de CSD2 se utilizaron 50 ng de RNA total 

en un volumen final de 7.5 µL (4.75 µL de solución para la síntesis de cDNA 

más 3 µL de RNA) se realizó la síntesis de cDNA siguiendo el protocolo del 

Kit Thermo Scientific Firts Strand cDNA Synthesis (#K1612) en un 

termociclador “Thermalcycler MJ mini. En el cuadro IV se muestran las 

cantidades que se añadieron a un tubo 0.2 mL libre de RNAsas se mezclan 

los siguientes reactivos: 
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Cuadro IV. Síntesis de cDNA y poli-A 

Reactivos Volumen en µL 

Amortiguador 5X 1.5  

dNTPs 0.18  

Oligo dT                                1  

Inhibidor de RNA 0.1  

Enzima RT 0.5  

RNA                      3  

H2O 1.22  

Volumen total                  7.5  

 

Se incubaron los tubos en un termociclador durante 1 hora a 37 °C, 

posteriormente a 70 °C durante 10 minutos para inactivar las enzimas y 1 

minuto a 22 °C y el cDNA se empleó para la cuantificación del CSD2 y el 

Knox-1 como constitutivo. 
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5.2	   Cuantificación	   del	  mRNA	  de	   CDS2	   por	   reacción	   en	   cadena	   de	   la	  

polimerasa	  en	  tiempo	  real	  (qPCR-‐RT)	  

A partir del cDNA sintetizado, se evaluó la expresión del CSD2 (Cuadro 

V) por la PCR en tiempo real en un equipo de la marca Stratagen Mx 300 SP, 

Agilent Technologies y siguiendo el protocolo del Kit Thermo Scientific Maxima 

SYBR Green qPCR (#K0252). 

Cuadro V. Secuencias “forward” (F) y “reverse” (R) del gen CSD2, se muestra el 

tamaño en pares de bases (pb) de cada amplificado y la TM a la cual se realizará el RT-PCR. 

Gen Secuencia TM 

CSD2 F: GGATGACCTCGGAAAGGGT 

R: GTCAAGCCAATCACACCACA 

 

60°C 

Knox-1 F: ATCATCTGAAGAAGATCTGGAT 
R:  TCAACTCACTCTCTTCAGCTT 

60°C 

 

Se mezclaron los reactivos indicados en el cuadro VI. 

Cuadro VI. Cantidades empleadas de reactivos para qPCR de CSD2 y Knox-1  

Reactivos Volumen en µL 

Syber-green      10  

ROX         0.04  

Forward          1  

Reverse          1  

H2O          6  

cDNA                                          2  

Volumen Total       20  
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El ciclo de reacciones para realizar la PCR en tiempo real es la 

siguiente: 

• Desnaturalización  
 95 ºC  10 minutos 

• qPCR X 40 ciclos 
 95 ºC  15 segundos 

 58 ºC  60 segundos 

• Curva de disociación 
 95 ºC  60 segundos 

 58 ºC  30 segundos 

 95 ºC  30 segundos 

 

La cuantificación en tiempo real se realizó en un termociclador en 

tiempo real Agilent® (Fig. 5) 

	  

 

Fig. 5. Programa de amplificación en el termociclador en tiempo real. 
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6.	  Análisis	  de	  datos,	  cálculo	  de	  niveles	  de	  miR398	  y	  CSD2	  
	  
Los niveles de expresión fueron analizados utilizando el modelo 

matemático  2-ΔΔCt, este método se utiliza para detectar cambios relativos en 

la expresión del gen de una PCR en tiempo real cuantitativa y describe el 

cambio en la expresión de un gen blanco con respecto a un gen de referencia 

(Pfaffl, 2001). El análisis se basó en el método comparativo de CT, el cual 

calcula los niveles relativos de expresión en comparación con un calibrador o 

control. 

 

La formula es la siguiente: 

 

2-ΔΔCt 

 

En la que: 

2 = Representa la eficiencia máxima de la PCR 

Ct = Ciclo en el cual se cuenta con una cantidad detectable de DNA, que 

sobrepasa umbral de fluorescencia basal. 

Para el cálculo de la ΔΔCT: 

ΔCt = CT gen blanco (miR98 y CSD2) – Ct gen de referencia (U6 y Knox-1) 

ΔΔCt = ΔCt plantas testigo negativo – ΔCt plantas expuestas a contaminantes 

atmosféricos. 

7.	  Reducción	  de	  MTT:	  detección	  de	  especies	  oxidantes.	  
 

Se tomó 1 cm2 de las hojas expuestas en los sitios de estudio, 

disgregando el tejido con 300 µL de solución salina (Solución CS PiSA, 

Cloruro de Sodio 0.9%) y centrifugando a 10,000 rpm durante 5 minutos, 

tomando 60 µL el sobrenadante del homogeneizado y añadiendo  40 µL de 

solución de MTT (5 mg / mL de MTT en PBS) (tiazolilo azul de tetrazolio, 

M2128 de Sigma). Cada prueba incluyó un blanco que contenía solución 
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salina y solución de MTT, se incubaron durante 24 horas a  37 °C. Eliminando 

el medio cuidadosamente y añadiendo 50 µL por pocillo de disolvente MTT 

(HCl 4 mM, 0,1%-40 P (NP40), todo en isopropanol Nondet). Los cristales de 

MTT-formazán constituidos por las interacciones de los radicales libres con 

MTT se midieron utilizando un lector de placas a una longitud de onda de 590 

nm como absorbancia principal y una longitud de onda de 620 nm para medir 

la absorbancia de fondo, que después se resta de la absorbancia principal. El 

porcentaje de reducción de MTT se calculó sobre la base de la absorbancia 

obtenida a partir del testigo. 

 

8.	  Análisis	  de	  metales	  pesados	  

8.1	  Tratamiento	  de	  muestras	  en	  horno	  de	  microondas	  

 Las hojas de Taraxacum officinale se sometieron a una digestión ácida en 

caliente, utilizando ácido nítrico 3 M, empleando un horno de microondas 

marca CEM, modelo MARS 5, con una capacidad para 14 vasos (HP-500) de 

politetrafluoruro de etileno (PTFE), el cual cuenta con un sensor de presión 

(ESP-1500 Plus) y un sistema para control de temperatura (EST-300 Plus), 

que resisten altas presiones y temperaturas. Las hojas se colocaron en los 

vasos de PTFE, adicionando 15 mL de HNO3 3 M durante un tiempo de 45 

minutos para su digestión. Una vez digeridas las muestras, se aforaron a 25 

mL con agua desionizada, obteniendo una acidez final del HNO3 de 0.45 N, 

las muestras se mantuvieron en refrigeración (4 oC) hasta su análisis. 

8.2	  Técnica	  analítica	  

Debido a la importancia del efecto tóxico de los metales se evaluaron los 

niveles de ocho metales traza (Al, Cd, Cr, Fe, Mn, Ni, Pb y V). El análisis 

químico de metales pesados de las muestras, se realizó aplicando la técnica 

de E.A.A. (horno de grafito), empleando un Espectrofotómetro de Absorción 

Atómica (GBC AVANTA Σ), con un horno de grafito acoplado a una fuente de 

poder y un auto-muestreador automático modelo PAL3000, ambos 

controlados por una computadora. Se utilizó una lámpara de deuterio, con 



28	  	  

corrección de fondo, tubos de grafito pirolíticamente recubiertos y lámparas 

de cátodo hueco (Photron Super lamp). Los metales pesados estudiados se 

analizaron con su correspondiente lámpara y a la longitud de onda 

característica de la línea de emisión de cada metal. 

8.3	  Validación	  del	  método	  

Aseguramiento	  de	  calidad	  

La calibración se realizó empleando estándares certificados que se 

prepararon dentro del rango de concentración esperado de las muestras 

trazables a NIST, Instituto Nacional de Estándares y Tecnología (Nacional 

Institute of Standard and Technology, NIST). Los límites de detección para 

metales son: Al = 6.03, Cd = 0.07, Cr = 0.38, Fe = 2.04, Mn = 0.46, Ni = 0.78, 

Pb = 1.14 y V = 3.12. 

Límite de detección. Se establece corriendo un blanco reactivo, 

midiendo el nivel de ruido y sumándole tres veces la desviación estándar de 

señal del blanco detectada por el sistema analítico. 

Límite de Detección (LOD) = YB + 3sb 

Donde:  

YB  = señal del blanco o ruido de fondo 

3sb = (n) veces la desviación estándar del blanco 

 

El control de calidad se llevó a cabo analizando blancos. 

Linealidad. Se determina construyendo una curva de calibración 

(concentración vs. respuesta), con tres puntos a partir de la dilución del 

estándar. Se emplearon 5 diluciones entre 5 y 20 µg L-1 (ppb) para los 

metales. 
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9.	  Análisis	  estadístico	  

Para observar las diferencias entre el grupo testigo y las dos zonas de 

la Ciudad de México se realizó un análisis de varianza (ANOVA). Para 

establecer las diferencias entre los grupos se utilizaron comparaciones 

múltiples empleando la corrección de Bonferroni. Esta prueba ajusta el nivel 

de significancia de cada comparación de acuerdo con el número de pruebas 

realizadas simultáneamente, dividiendo el error global de tipo I por el número 

de contrastes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



30	  	  

RESULTADOS 

1.	  Identificación	  y	  cuantificación	  de	  metales	  pesados 

La figura 4, muestra la concentración promedio de los ocho metales 

identificados en las hojas de Taraxacum officinale expuestas al aire de 

Altzomoni y CCA, se observa la concentración total e individual de cada uno 

por sitio, Al, Cd, Cr, Fe, Mn, Ni, Pb y V. Pese a que se observa variabilidad en 

los resultados de metales para cada sitio, la época de secas presenta una 

mayor concentración. Para época de secas en Altzomoni se muestran altas 

concentraciones de metales, destacando el Al (932.3 µg/g), Cr (241 µg/g), Fe 

(165 µg/g), Mn (281 µg/g) y Ni (274.2 µg/g). Para CCA, en temporada de 

secas, predominan Cd (145 µg/g), Ni (338 µg/g) y en alta concentración el V 

(2181 µg/g). 
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 Fig. 4. Concentraciones (µg/g) de metales en las hojas de Taraxacum officinale: Testigo, los 

dos sitios de exposición en dos épocas del año. 
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Fig. 5. Concentraciones de aluminio (µg/g) halladas las hojas de Taraxacum 
officinale expuestas al aire de Altzomoni y CCA (secas y lluvias). 

 

 
Fig. 6. Concentraciones de cadmio (µg/g) halladas las hojas de Taraxacum 

officinale expuestas al aire de Altzomoni y CCA (secas y lluvias). 
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Fig. 7. Concentraciones de cromo (µg/g) halladas las hojas de Taraxacum 

officinale expuestas al aire de Altzomoni y CCA (secas y lluvias). 
 
 
 

 
Fig. 8. Concentraciones de manganeso (µg/g) halladas las hojas de 

Taraxacum officinale expuestas al aire de Altzomoni y CCA (secas y lluvias). 
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Fig. 9. Concentraciones de hierro (µg/g) halladas las hojas de Taraxacum 
officinale expuestas al aire de Altzomoni y CCA (secas y lluvias). 

 

 
Fig. 10. Concentraciones de níquel (µg/g) halladas las hojas de Taraxacum 
officinale expuestas al aire de Altzomoni y CCA (secas y lluvias). 
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Fig. 11. Concentraciones de plomo (µg/g) halladas las hojas de Taraxacum 
officinale expuestas al aire de Altzomoni y CCA (secas y lluvias). 

 
 

 
Fig. 12. Concentraciones de vanadio (µg/g) halladas las hojas de Taraxacum 

officinale expuestas al aire de Altzomoni y CCA (secas y lluvias). 
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2.	  Generación	  de	  estrés	  oxidante	  detectado	  por	  la	  prueba	  de	  MTT	  
	  
Con el fin de determinar estrés oxidante en las células de las plantas 

expuestas se evaluó la cantidad de la reducción de MTT. No se encontraron 

diferencias significativas en la formación de formazán en el testigo negativo 

con respecto a las muestras de las plantas expuestas en tiempo de secas 

para ambos sitios (Fig. 13). Sin embargo, se muestra un decremento 

estadísticamente significativo (p<0.05) en la formación de formazán en las 

muestras de lluvias, observando una disminución en el potencial oxidante. 

 

 

 
Fig. 13. Prueba de MTT, indica el porcentaje de potencial oxidante para las muestras 

de temporada de lluvias (agosto-septiembre 2014) y secas (abril-mayo 2014) de los sitios 

CCA y Altzomoni con diferencias significativas respecto al testigo negativo (p<0.05). 
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3.	  Expresión	  de	  miR398	  

En la figura 14, se observa la curva de disociación de las muestras de 

cDNA analizadas, éstas indican que son específicas para el fragmento 

amplificado que se está buscando y se muestra la expresión del miR398 con 

los NTC que no amplifican (Fig. 15). 

 

Fig. 14. Curva de disociación y expresión de miR398. 

 

  

Fig. 15. NTC de miR398 

 

 

Los resultados de este trabajo demuestran que en las plantas de Taraxacum 

officinale la expresión del miR398 cambia con respecto al testigo negativo 

mostrando diferencias significativas, dependiendo de la temporada en ambas 
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zonas de exposición (CCA y Altzomoni). Siendo la temporada de lluvias donde se 

muestra mayor expresión (p < 0.05). Por otra parte, se observó que en la zona 

CCA la expresión del miR398 siempre es menor en comparación con las expuestas 

en Altzomoni (Fig. 16).  

 

 

Fig. 16. Expresión relativa de miR398 en temporada de secas (abril-mayo 2014) y  lluvias 

(agosto-septiembre 2014) para los sitios de CCA y Altzomoni p<0.05 *. 

 

Se observa una mayor expresión del miR398 para la temporada de lluvias en 

el sitio de Altzomoni (0.056 ± 0.051). Mientras que las expuestas en temporada de 

secas para Altzomoni exhiben una disminución en la expresión relativa de miR398 

(0.002 ± 0.0006). Por otra parte, se observó que en la zona CCA tanto para lluvias 

(0.000123 ± 0.00035), como para secas (0.000123±0.00035) la expresión del 



39	  	  

miR398 siempre es menor en comparación con el testigo (1 ± 0.159) y las 

expuestas en Altzomoni lluvias (0.056 ± 0.051), éstas fueron significativas (p<0.05). 

 

2.	  Expresión	  de	  CSD2	  

Por otro lado, los resultados de la expresión relativa del mRNA de CSD2 

muestran que éste se ve afectado únicamente en aquellas plantas de Taraxacum 

officinale que se expusieron durante la temporada de secas en ambos sitios 

mostrando diferencias significativas con respecto al testigo (p < 0.05). En la figura 9 

se observa la curva de disociación de las muestras de cDNA analizadas, éstas 

indican que son específicas para el CSD2 al observar solo una curva de 

amplificación. 

	  

Fig. 17. Curva de disociación y expresión de CSD2.	  

	  

Se observa que en la temporada de secas existe una mayor expresión 

relativa del RNA mensajero de CSD2 en Altzomoni (19.80 ± 7.04) y CCA 

(119.67 ± 22.79).  
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Fig. 18. Expresión relativa de CSD2 en temporada de secas (abril-mayo 2014) y lluvias 
(agosto-septiembre 2014) para los sitios de CCA y Altzomoni p<0.05*.  
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DISCUSIÓN 

La	  supervivencia de las plantas depende de la rápida regulación de la 

expresión génica con el fin de adaptar su fisiología al estrés abiótico. Estudios 

recientes indican que la expresión de los genes está estrechamente regulado 

tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional y juega un papel 

importante en la respuesta de las plantas ante agentes que provocan estrés 

(Floris et al. 2009).  

La evaluación de los miRNAs es una prueba que permite estudiar la 

expresión de genes a nivel post-transcripcional. Por tal motivo, en este trabajo 

se propuso a Taraxacum officinale como bioindicador de contaminación 

atmosférica de dos sitios del AMCM en dos temporadas por la expresión del 

miR398 y su mRNA blanco CSD2. Asimismo, se identificaron y cuantificaron 

ocho metales en las hojas. Debido al creciente aumento de la población y el 

uso de suelo, la calidad del aire del AMCM se ha visto afectada, superando 

los niveles máximos permitidos de contaminantes atmosféricos. Existen 

evidencias de los efectos adversos de los contaminantes atmosféricos en 

plantas, provocan alteraciones a nivel molecular, celular y fisiológico 

(Calderón et al. 2013, Liu et al. 2015, Tiwari et al. 2006).  

Un factor importante del efecto de los contaminantes atmosféricos en 

las plantas es el tráfico vehicular, éste provoca daños morfológicos e 

inestabilidad genética (Erofeeva 2014, Spósito et al. 2015). En el trabajo de 

Erofeeva (2014) donde expusieron a Taraxacum officinale a contaminantes 

del tráfico vehicular, se muestran diferentes tipos de respuesta que dependen 

del tiempo de exposición, provocando alteraciones en la reproducción de las 

plantas afectando la producción de semillas principalmente en su peso y 

número. 
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1.	  Concentración	  de	  metales	  en	  Taraxacum	  officinale	  

Los resultados de metales pesados muestran una alta concentración 

en la temporada de secas para los dos sitios de exposición en Taraxacum 

officinale siendo Al, Cd, Cr, Fe, Mn, Ni y V los que se encuentran en mayor 

proporción. Se muestra variación en la concentración de los diferentes 

metales, ya que no se puede asegurar que todos están en mayor proporción 

para una zona y temporada. Esto es apoyado por Barber et al. (2004), quien 

señala una dependencia de las diferencias morfológicas y fisiológicas de las 

plantas, además de otros factores como la transferencia de aire, la estructura 

cuticular, el área de superficie y la longevidad de la hoja. Little (1978) y 

Madany et al. (1990) demostraron que las hojas ásperas y peludas acumulan 

significativamente más plomo que las hojas lisas. Por otro lado, el depósito de 

metales también depende del índice de estomas, la densidad de tricomas y la 

eficiencia de recolección de polvo por las plantas (Rao y Dubey 1992). 

 Diversas investigaciones apoyan los resultados obtenidos en este 

trabajo, sugiriendo la acumulación de metales a través de la cutícula por 

medio de la absorción de material particulado (Grantz et al. 2003). Asimismo, 

señalan que la permeabilidad de metales depende de la madurez de la 

cutícula y de factores ambientales (Chamberlain 1983, Nair et al. 2010). 

Schreck et al. (2012) observaron en las hojas de avena agregados de 

partículas de Pb y Fe, así como partículas de Al y silicato (Si) de zonas 

industriales. Asimismo, Ward (1990) informó que varios metales entre éstos 

incluido el Mn podían cruzar la cutícula.  

Para el año 2002, Rosas-Pérez et al. (2007) reportaron para la zona 

sur de la Ciudad de México (Ciudad Universitaria) concentraciones de V 

(0.377 µg mg-1), Cr (0.676 µg mg-1), Mn (0.727 µg mg-1), Fe (23.282 µg mg-1) y 

Pb (0.024 µg mg-1) asociados a estos niveles de concentración de metales 

pesados observaron daños celulares. Mientras tanto, en el presente trabajo 

de investigación se hallaron altas concentraciones de metales pesados en las 

hojas de Taraxacum officinale siendo mayores para el sitio de CCA en 
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temporada de secas, también ubicado en Ciudad Universitaria, posiblemente 

debido a que la concentración de contaminantes atmosféricos fue mayor para 

la temporada de secas 2014 o bien por la capacidad de las estructuras aéreas 

para absorber las aeropartículas. 

2.	  Porcentaje	  de	  Potencial	  Oxidante	  	  
 
Se encontró una reducción en el porcentaje de potencial oxidante para 

las muestras de lluvias en ambos sitios, lo cual tiene relación con la 

concentración de metales pesados para esta temporada. Sin embargo, el 

testigo negativo muestra un mayor potencial oxidante, lo que se puede 

explicar debido a un aumento en la concentración de metales como Al, Cd y 

Ni, los cuales estarían provocando un incremento en la cantidad de EROs en 

la muestra de testigo negativo. Particularmente, en caso del Al, se ha 

mostrado que su acumulación genera estrés oxidante, sin embargo, a niveles 

bajos en cultivos de centeno son tolerantes a este metal, ya que en el centeno 

se muestran diferentes patrones de expresión de mRNAs de genes SOD, esto 

debido a varios genes que codifican transportadores de ácidos orgánicos 

cuyos efectos acumulativos aumentaría la tolerancia a Al (Sánchez-Parra et 

al. 2014). 

Por otro lado, el Cd  participa provocando estrés oxidante en plantas, Zong Bo 

Qiu et al. (2016) demostraron que el miR398 está implicado en la tolerancia a 

Cd mediante el control de su blanco CSD. 

Por último, un aumento de la concentración de Ni en el suelo interviene 

negativamente en el crecimiento vegetal y la producción de cultivos. 

Asimismo, afecta la expresión de antioxidantes, este metal conduce a la 

generación de EROs causando daño  oxidante a las biomoléculas, el aumento 

de H2O2 provocando la peroxidación de lípidos, además obstaculiza la fijación 

de CO2 y la fotosíntesis, suprime el transporte de electrones alterando el 

cloroplasto (Gajewska et al. 2006, Ahmad et al. 2007). Sin embargo, el Ni 

también puede activar una isoforma de la glicosilasa I (Mustafiz et al. 2014), 

importante en el proceso de desintoxicación. El Ni puede tener una 

participación clave en el metabolismo vegetal antioxidante especialmente en 
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condiciones de estrés. Se ha demostrado que el Ni puede activar la 

glicosilasa en el arroz (Oryza sativa). Estudios demuestran que la glicosilasa 

ha evolucionado para ayudar a adaptarse al estrés (Kaur et al. 2013). Dado 

que se produce una dependencia acoplada entre la glicosilasa I y el Ni 

induciendo la regeneración de GSH y por lo tanto en la homeostasis. En este 

contexto, el Ni puede ser un elemento clave para la protección de las plantas 

frente a condiciones de estrés al disminuir el nivel de MG a través de la 

actividad de la glicosilasa. Existen fuertes evidencias acerca de la 

esencialidad de Ni en la modulación de la tolerancia al estrés (Sirhindi  et al. 

2016). 
 
3.	  Expresión	  de	  miR398	  	  

Es interesante la maquinaría de los miRNAs debido a que son factores 

clave de la expresión génica, ya que tienen una amplia gama de procesos que 

pueden dirigir, tales como el desarrollo, la respuestas de adaptación al estrés 

y la regulación entre sí por otros miRNAs. La mayoría de los miRNAs no 

funcionan independientemente, sino que están involucrados en la 

superposición de redes de regulación y una característica evidente de la 

adaptación al estrés es el cambio en los perfiles de expresión génica por una 

amplia gama de procesos bioquímicos, celulares y fisiológicos. 

De acuerdo a los resultados de la expresión del miRNA, las plantas 

expuestas in vivo al aire exhibieron una expresión diferencial del miR398 para 

las dos zonas y temporadas, se observó una baja expresión relativa en la 

época de secas para las dos zonas evaluadas.  

Aunque no se han realizado estudios que evalúen el efecto de los 

contaminantes atmosféricos en la expresión del miR398, los resultados de 

metales pesados sugieren que la alta concentración de éstos en los tejidos de 

las plantas para la época de secas está provocando estrés oxidante. Esto 

conduce a una disminución en la expresión del miRNA, para permitir que 

aquellos mRNAs blancos que son inhibidos por el miR398 se acumulen y 

regulen el estrés oxidante celular. Esto concuerda con lo publicado por 
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Sunkar et al. (2006b) en Arabidopsis thaliana para quienes la exposición a 

metales pesados como Cu y Fe probaron su participación en reacciones tipo 

Fenton y su potencial para generar radicales hidroxilo (Dietz et al. 1999, 

Estevez et al. 2001), señalando que las SOD desempeñan papeles 

fundamentales en la respuesta al estrés oxidante mediante la disminución de 

radicales superóxido, por medio de la regulación del miR398 sobre la 

expresión de los transcritos de CSD2. Por lo tanto, tras al disminución del 

miR398, el transcrito de CSD2 usualmente incrementa y se acumula (Sunkar 

et al. 2006b, Yamasaki et al. 2007a). 

4.	  Expresión	  de	  CSD2	  	  

Por otro lado, CSD2 tuvo una respuesta distinta a la del miR398, este 

mRNA se expresó significativamente en la temporada de secas en Altzomoni 

y CCA, siendo este último sitio el que supera la expresión de este gen (p < 

0.05). 

Esto indica que CSD2 está respondiendo ante el estrés oxidante 

provocado por contaminantes atmosféricos, en este caso se observa una 

concentración elevada para la época de secas en Altzomini (19.80 ± 7.04) y 

CCA (119.67 ± 22.79), debido a que, como señala Mittler et al. (2004), las 

enzimas superóxido dismutasa tienen un papel fundamental como 

antioxidantes en la desintoxicación de radical O2
- convirtiéndolo a H2O2. 

Aunque las SOD se expresan en condiciones de estrés para permitir la 

desintoxicación, sin embargo en condiciones normales son reprimidas. En A. 

thaliana, el mRNA de CSD2 se acumula en respuesta a los tratamientos que 

inducen estrés oxidante, como el exceso de Cu y Fe (Sunkar et al. 2006b). 

Las plantas utilizan una red compleja de señalización en la expresión 

de genes, en la regulación traduccional, post-traduccional, transcripcional y 

post-transcripcional. La regulación post-transcripcional de genes es dirigida 

por los siRNAs y miRNAs; estos últimos son reguladores clave debido a que 

determinan la expresión de genes que codifican para proteínas que participan 

en diversas vías. Existen aproximadamente 20 familias de miRNAs 
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conservados en plantas, el miR398 está directamente asociado como 

regulador de estrés, este tiene como blancos a los mRNAs de CSD1 y CSD2, 

ya que estás enzimas regulan la desintoxicación en las células. 

Un aspecto interesante que concuerda con los resultados encontrados 

en este trabajo son los estudios que muestran que existe una correlación 

negativa entre miR398 y el mRNA de CSD2 dentro de altas concentraciones 

de estrés provocado por Cu, Fe, Cd, P, N, entre otros (Adbel-Ghany y Pilon 

2008, Jagadeeswaran et al. 2009, Sunkar et al. 2006b, Yamasaki et al. 2007a, 

2009b). 

El tiempo y el lugar de exposición de las plantas son factores clave en 

el efecto de los contaminantes atmosféricos (Becker et al. 2005, Roger et al. 

2005, Rosas-Pérez et al. 2007). En el presente estudio el sitio de CCA en 

temporada de secas fue el que mostró una diferencia significativa con 

respecto al testigo tanto para la expresión relativa del miR398 y CSD2, debido 

a que es una zona mayormente afectada por las emisiones vehiculares e 

industriales (Molina y Molina 2005). Asimismo, el trabajo de Rosas-Pérez et 

al. (2007) indica que la localización geográfica y la composición del material 

particulado produce efectos celulares distintos. Aunque en este trabajo solo 

se determinó la concentración de ocho metales pesados en las hojas, algo 

importante que destaca en la composición de la atmósfera es su complejidad, 

ya que existen mezclas heterogéneas de componentes orgánicos e 

inorgánicos compuestos que son un resultado de la emisión primaria de 

contaminantes, reacciones secundarias como resuspensión de polvo, 

partículas generadas por la abrasión mecánica de superficies por neumáticos 

y carreteras.  

 Igualmente el tiempo es un factor determinante para la expresión 

relativa del miR398 y CSD2. En temporada de secas se observa una mayor 

diferencia en expresión relativa. También existe una mayor concentración de 

metales en las plantas de la zona de Altzomoni comparada con la 

concentración de metales para el sitio de CCA, la respuesta de los genes se 

muestra mucho menos marcada que para el sitio de Altzomoni con respecto al 
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testigo, esto posiblemente se debe a las numerosas variables involucradas en 

la atmósfera. En el estudio realizado por Calderón-Segura et al. (2004) 

encontraron que las concentraciones de hidrocarburos aromáticos policíclicos 

fueron más altos en abril y más bajos en agosto; ya que el tipo de sustancias 

químicas contaminantes dependía de las condiciones meteorológicas, 

induciendo genotoxicidad. 

El sitio de Altzomoni en temporada de secas, fue el que mostró una 

mayor concentración de metales pesados esto quizá se deba a la emisión de 

contaminantes por el volcán Popocatépetl, ya que en la composición de las 

cenizas volcánicas se encuentran metales de transición como el azufre, 

manganeso, cobre y zinc en material particulado de 2.5 µm (Narváez y Cano 

2004). 

Aunque Altzomoni en tiempo de secas fue donde se encontró una 

mayor concentración de metales, esto no coincide con los resultados 

obtenidos de la expresión de relativa del miR398 y CSD2, quizá porque están 

interviniendo otros contaminantes atmosféricos en la expresión de dichos 

genes. Además, cabe destacar que se detectaron en mayor proporción Cd, Ni 

y V en las plantas expuestas en el sitio de CCA secas, estos pueden ser los 

causantes de las diferencias de expresión para el miR398 y CSD2.  

En el estudio de Gajewska y Sklodowska (2010) se señala que el Cd 

no tiene ninguna función biológica conocida en los organismos y muestra un 

impacto más tóxico en comparación con otros metales, la exposición de Cd en 

bromelias (Kovácik et al. 2014) y en Arabidopsis thaliana (Martínez et al. 

2012) provoca un aumento en la concentración de H2O2 reduciendo la 

eficiencia fotosintética. Igualmente, en las algas, el Cd incrementó las EROs 

provocando un efecto inhibidor en el crecimiento (Piotrowska et al. 2012) y 

desmetilación del DNA (Kumar et al. 2012).  

Por otro lado, el Ni que se consideraba un elemento esencial para las 

plantas (Brown et al. 1988), sin embargo, se mostró posteriormente como 

fitotóxico cuando se encontraba en altas concentraciones (Sheoran y Singh  
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1993), puesto que es absorbido como catión Ni2+ (Mishra y Kar 1974, Uren 

1992) y es transportado rápidamente a los sitios metabólicamente activos, 

ocasionando múltiples efectos tóxicos en el crecimiento (Mishra y Kar 1974, 

Sheoran y Singh 1993, Krämer et al. 1997), interfiriendo en la absorción y 

transporte de otros nutrientes a los diferentes órganos de las plantas 

provocando serias deficiencias (Rubio et al. 1994). Así como generando la 

expresión de EROs en Hypnum plumaeforme, Thuidium cymbifolium y 

Brachythecium piligerum (Sun et al. 2010a).  

Un resultado interesante de este trabajo de investigación fue la elevada 

concentración de V en los tejidos de las plantas expuestas para el sitio de 

CCA en temporada de secas (2181 µg/g). Aunque este metal participa en la 

síntesis de clorofila (Lagerkvist et al. 1986), cabe destacar que es uno de los 

elementos traza presentes en los combustibles fósiles y en grandes ciudades 

se han detectado concentraciones en el aire que van de 0.15 a 1.4 µg/m3 y en 

áreas rurales cantidades menores a 0.024 µg/m3 (Lagerkvist et al. 1986, IPCS 

1988). Para la Ciudad de México se han reportado valores que alcanzan 

0.114 µg/m3 en aeropartículas de 10 µm y 0.093 µg/m3 en las de 2.5 µm 

(Gutiérrez et al. 2006). Esto coincide con lo encontrado en este estudio, ya 

que para el sitio de CCA localizado al sur de la Ciudad de México se encontró 

en mayor concentración en comparación con el sitio de Altzomoni donde se 

observan bajas cantidades. 

Los resultados demuestran que el aire de las dos zonas de estudio 

para la época de secas influye en la modulación de la expresión del miR398 y 

CSD2 con respecto al testigo. Posiblemente, esta actividad molecular está 

vinculada a procesos de estrés oxidante provocado por el aumento de 

metales pesados en los tejidos de las hojas de Taraxacum officinale. 

En este estudio la época del año es una variable determinante en la 

expresión de genes, de modo que los tipos y la concentración de 

contaminantes, la luz del sol, el tamaño de partícula, la lluvia, el viento, la 

temperatura y los gases son factores clave en la respuesta molecular de las 
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plantas, debido a que proporcionan variación importante en el análisis de la 

expresión relativa de los genes estudiados. 

Como último punto, es necesario realizar más estudios que demuestren 

la capacidad que tiene la maquinaría celular y molecular de las plantas para 

eliminar los compuestos atmosféricos, procesos que finalmente interaccionan 

entre sí. Debido a la importancia ecológica de las plantas como productores 

primarios, base de la cadena trófica y hábitat de muchos organismos, es 

importante considerar su participación en el filtrado de contaminantes y el 

suministro de oxígeno a la atmósfera. 
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CONCLUSIONES 

Con base a los resultados se concluye que: 

• Existe una disminución de la expresión relativa de tof-miR398 para la 

época de secas de ambos sitios (Altzomoni y CCA).  

 

• La expresión relativa de CSD2 se ve aumentada en época de secas, 

siendo para el sitio de CCA donde se observa una mayor expresión 

relativa. Esto probablemente debido a los altos niveles de 

concentración del Cd, Ni y V.  

 

• Se observó un aumento de estrés oxidante asociado a la época de 

secas para ambos sitios de estudio. 

 

 

• Los resultados de la expresión diferencial del tof-miR398 y su mRNA 

blanco CSD2 en Taraxacum officinale sugieren como bioindicadores de 

contaminación atmosférica. 
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PERSPECTIVAS  

• Determinar la concentración de proteínas de CSD2 en las células de 

Taraxacum officinale. 

• Identificar nuevos miRNAs que participen en la respuesta a estrés 

oxidante, por análisis de microarreglos y RT-qPCR para la identificación de 

las redes de regulación de los miRNAs en las células de Taraxacum officinale 

ante la exposición a contaminantes atmosféricos. 

• Evaluar los daños de los contaminantes atmosféricos a nivel celular. 

• Estudiar el efecto de otros contaminantes atmosféricos en Taraxacum 

officinale, en especial el O3, NO2 y el SO2, que son los que se reportan en 

altas concentraciones en la atmósfera  

• Investigar el efecto de la lluvia en Taraxacum officinale, exponiendo 

directamente a un grupo de plantas y alternamente otro que esté protegido de 

la precipitación de contaminantes atmosféricos, observando la respuesta de 

ambos grupos en la absorción de contaminantes y expresión de genes. 

• Enfocarse en proyectos de mitigación de contaminantes basados en el 

papel que juegan las plantas, no solo como marcadores de daño biológico, 

sino también como sumideros, particularmente en ciudades con elevados 

índices de contaminación atmosférica, como es el caso de la Ciudad de 

México, proponiendo a especies de plantas como mitigadores de 

contaminantes atmosféricos. 
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Anexo I  

Cuadro VII. Promedio y E.E. de tof-miR398 
 
CCA Lluvias CCA Secas Altzomoni 

Lluvias 
Altzomoni 
Secas 

Testigo 
Negativo 

0.000123±0.00035 0.00088±0.0003 0.056±0.051 0.002±0.0006 1±0.159 

 

 

Cuadro VIII. Promedio y E.E. del mRNA CSD2 

CCA Lluvias CCA Secas Altzomoni 
Lluvias 

Altzomoni 
Secas 

Testigo 
Negativo 

0.0024±0.004 119.67±22.79 0.040±0.09 19.80±7.04 1±0.143 

 

Cuadro IX. Promedio y E.E. Potencial Oxidante 

CCA Lluvias CCA Secas Altzomoni 
Lluvias 

Altzomoni 
Secas 

Testigo 
Negativo 

0.12±	  0.031 1.27±0.169 0.59±0.079 1.07±0.128 1±0.027 
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Cuadro X. Concentraciones promedio (µg/g) de metales en las hojas de 

Taraxacum officinale: Testigo negativo, los dos sitios de exposición en dos 

épocas del año. 

 Testigo 

Negativo 

Altzomoni 

lluvias 

CCA lluvias Altzomoni 

secas 

CCA secas 

Al (µgL-1) 194.11 0.196 15.5 932.3 178 

Cd (µgL-1) 49 0.187 0.076 75 145 

Cr (µgL-1) 0.1572 53.6 58.6 241 44 

Fe (µgL-1) 0.4096 95.8 67 165 114 

Mn (µgL-1) 0.1015 104.7 140.5 281 215 

Ni (µgL-1) 101.3 385 19.7 274.2 338 

Pb (µgL-1) 0.386 0.733 0.452 0.718 0.381 

V (µgL-1) 0 14 951 0 2181 

Total 243.4986 723.4165 1252.828 1900.018 1475.1579 
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