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Resumen
La contaminacién atmosférica es un tema de vital importancia para los

organismos que estan expuestos cotidianamente a una mezcla compleja de gases
que pueden afectar la salud de diversas formas. Se han descrito casos de
enfermedades cardiovasculares, respiratorias e incluso cancer en distintas
poblaciones. Los organismos centinela son modelos bioldgicos que permiten
evaluar entre otros, el dafio genotdxico causado por distintas sustancias que

contaminan el ambiente.

El presente trabajo evalud la genotoxicidad de los contaminantes del aire en
dos especies de plantas ( 7araxacum officinale y Robinsonecio gerberifolius) en dos
sitios distintos dentro de la Zona Metropolitana del Valle de México; uno en el
Centro de Ciencias de la Atmdsfera de la Universidad Nacional auténoma de
México (CCA-UNAM) y el otro en la estacion meteoroldgica Altzomoni localizada
dentro del Parque Nacional Izta-Popo, con tiempos diferentes de exposicion (0, 2,
4 y 6 semanas) y en las temporadas de secas (marzo-mayo 2015) y lluvias

(septiembre-noviembre 2015).

Las hojas de cada una de las plantas expuestas fueron empleadas para evaluar
el dafio genotdxico mediante la prueba de electroforesis unicelular o ensayo
cometa adaptada para células vegetales logrando el aislamiento de los nucleos de
forma mecanica. Las muestras se tifieron con bromuro de etidio se observaron en
el microscopio de fluorescencia y mediante el analizador de imagenes “Comet
Assay IV”, se determind el momento de la cauda como indicador de dafio
genotoxico. Otra parte de las muestras se procesd para realizar la extraccion del
RNA por la técnica fenol-cloroformo y se corrid una Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) de punto final para obtener la expresion del microRNA398
(miR398).

Los resultados obtenidos con la prueba del ensayo cometa mostraron un

mayor dafo en las plantas expuestas a la atmosfera CCA-UNAM, con relacién al
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observado en Altzomoni y en los testigos dentro de la camara de crecimiento,
siendo mas sensible al cambio Robinsonecio gerberifolius. Se detectaron
diferencias significativas mediante la prueba ANOVA de dos vias entre la
temporada de secas y lluvias 2015, resultando mas dafiina la época de lluvias.
Respecto a la expresion del miR398 se notd una mayor manifestacion en la especie
nativa Robinsonecio gerberifolius en comparacion con T7araxacum officinale en
ambas temporadas, indicando que es una buena especie biomonitora para

contaminantes atmosféricos.



1. Introduccion

Se ha considerado a la mezcla de contaminantes del aire como una de las
principales causas del dano al DNA de los organismos vivos. Debido a la actividad
antropogénica, anualmente se liberan al aire millones de toneladas de
contaminantes. La mezcla compleja que contamina el aire incluye compuestos
inorganicos, compuestos organicos y distintos agentes bioldgicos.  Existen
numerosos estudios que relacionan estos contaminantes con dahos a la salud y
dafo al DNA (Ceretti et al,, 2015).

Entre los principales compuestos contaminantes registrados por la Red de
Monitoreo Atmosférico (REMA) en la Ciudad de México, estan los de fase gaseosa
como ozono, monodxido de carbono, bidxido de nitrdgeno, dxidos de azufre, etc. En
ciudades europeas y de los Estados Unidos de América, se han realizado
numerosos estudios sobre el riesgo que implica la exposicion constante a los
contaminantes atmosféricos, en contraste con la Ciudad de México este tipo de
analisis y determinaciones recibe poca importancia, particularmente en organismos
vegetales. Tomando en cuenta la orografia del valle de México, asi como su amplia
densidad poblacional y el alto trafico vehicular, el estudio del riesgo de dafio que

puede implicar al material genético resulta relevante.

Dada la gran abundancia de plantas en la biosfera y su papel vital en la
cadena trofica, es importante establecer protocolos de anadlisis de la calidad del
aire usando bioensayos vegetales como indicadores de contaminacidon del mismo
(Piraino et al, 2006). Las plantas superiores presentan caracteristicas que las
favorecen como modelos para evaluar contaminantes ambientales, como es su
sensibilidad para detectar mutagenos, requerir de tiempos menores de exposicion
y recursos mas sencillos para evaluar el dafio que los modelos animales, asi como
la posibilidad de revelar alteraciones genéticas multiples en diferentes tejidos
(Grant 1994; Pereira et al., 2013).
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Se eligieron las plantas 7araxacum officinale y Robinsonecio gerberifolius, ya
que presentan caracteristicas importantes para establecerse como biomonitores de
la calidad del aire del area de estudio mediante la evaluacion de genotoxicidad y la
expresion de micro-RNAs asociados con la presencia de gases y contaminantes de

depdsito atmosférico.

Entre las pruebas para evaluar el efecto genotdxico, se ha descrito la
electroforesis unicelular que detecta directamente el dano al DNA provocado por
diversos agentes fisicos y quimicos. Es rapida, sensible y con gran reproducibilidad
para evidenciar los rompimientos en la cadena del DNA en células individuales, en
los sitios alcalinos labiles o sensibles, en los entrecruzamientos proteina-DNA y
eventos de reparacion incompleta por escision constituyendo un método adecuado

para localizar contaminantes ambientales (Singh et al., 1988; Anderson 1988).

Los micro-RNAs (miRNAs) son transcritos pequefos no codificantes que
regulan la expresion génica. En plantas algunos miRNAs estan involucrados en
diferentes respuestas a estrés bidtico y abiotico, entre éste Ultimo esta el de
distintos contaminantes ambientales (Kumar, 2014). La expresion del miR398 se
ha relacionado con estrés abidtico en Medicago trunculata (Trindade et al.,, 2010;
Kantar et al., 2011; Jovanovic et al., 2014).
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2. Antecedentes

2.1 La atmosfera y sus contaminantes
La atmosfera es una mezcla compleja de gases compuesta principalmente por

nitrégeno (78%), oxigeno (21%) y otros en pequeias cantidades (1%), la mayoria
de éstos estan en contacto constante con diversos contaminantes primarios (CO,
SOx, NOx), asi como con la radiacidon solar y son sometidos a cambios de
temperatura lo que provoca la generacion de nuevos grupos de contaminantes
denominados secundarios (O3, PM, 5, PMyg) (Sriussadaporn et al., 2003; Piraino et
al., 2006; Health Effects Institute, 2010; SEDEMA, 2012; DeMarini, 2013).

Desde 1990, la Ciudad de México es uno de los sitios mas contaminados en
América Latina. Su atmdsfera ha sido modificada con diversos agentes quimicos y
polvo provenientes de distintas fuentes fijas (industrias de petroleo y petroquimica,
quimica, metalirgica y siderurgica, automotriz, papelera, vidrio, alimentos,
bebidas, entre otras), naturales (compuestos organicos provenientes del suelo y
oxidos de nitrégeno producidos por actividad microbiana), de area (combustion
agricola y doméstica, artes graficas, asfaltado, lavado en seco, uso de disolventes,
pinturas y recubrimientos, gasolina, diésel, petroleo, asados al carbon, incendios
forestales, quemas agricolas, etc.) y moviles (autos particulares y comerciales,
transporte publico, tracto-camiones, motocicletas, aviones, embarcaciones y
locomotoras, entre otras); todas estas fuentes son usadas de forma desmedida
(PROAIRE, 2007; SEMARNAT, 2012).

La calidad del aire en México se determina considerando todos los factores de
presion (crecimiento poblacional, vehicular y de consumo de energia) y la
capacidad de la atmosfera en la zona, para eliminar o reducir la gran cantidad de
contaminantes introducidos en ella. Se debe tomar en cuenta la altitud, el relieve
orografico que no permite la facil dispersion de contaminantes y la alta radiacion
solar debido a la latitud en la que se encuentra (SEDEMA, 2012). El clima en la

Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM) es templado semiseco en la region
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noreste y en el centro es templado subhimedo. El viento presenta una entrada
principal en la zona noreste, llevando los contaminantes en direccion a las zonas
pobladas del suroeste (INEGI, 2007).

En 2005, la mayoria de las emisiones generadas por el hombre fueron por el
uso de vehiculos automotores (61%), seguidas por fuentes naturales (22%),
fuentes de area (9%), fuentes fijas (7%) y fuentes mdviles no carreteras (1%)
(Fig. 1). Si se considera solo los contaminantes generados por causas
antropogénicas es posible observar principalmente la emisiéon de CO (76%), COV
(9%), SO, (6%) y NOx (5%) (Fig. 2). Asimismo, analizando las emisiones por
fuentes mdviles, a la mayor parte de los contaminantes los representa el CO,
seguido por los NOx y los Compuestos Organicos Volatiles con un 59.3% (Fig. 3)
(SEMARNAT, 2012).

2.2 Daiios a la salud por contaminantes atmosféricos
La contaminacién del aire es causante del alto riesgo de afectaciones a la salud

humana (WHO, 2003; Chen et al, 2008; ERS, 2010; Silva et a/, 2013). Se ha
descrito que trabajar o vivir cerca de carreteras esta asociado a numerosos efectos
en la salud incluyendo asma, baja funcion pulmonar y respiratoria, cancer, alergias
y enfermedades cardiovasculares (HEI, 2000; Pope y Dockery, 2006; Schwarze et
al, 2006; Kim et al, 2007; Janssen et al, 2013; Raaschou-Nielsen et al., 2013;
Shah et al., 2013).

La Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC) clasifico
recientemente la contaminacion ambiental como carcinogénica para los seres
humanos (Grupo 1) (Straif et al, 2013), existen estudios y evidencias suficientes
de que la exposicion a la contaminacién ambiental es causa de cancer de pulmon
(Loomis et al., 2013).
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2.2.1 Monoxido de carbono (CO)
El mondxido de carbono es un gas inodoro e incoloro formado en la

naturaleza por la oxidacion de metano (CH4), es liberado al ambiente al
descomponerse la materia organica o por procesos como incendios forestales. Su
origen por causas antropogénicas esta relacionado con la quema incompleta de
combustibles en ausencia de oxigeno. Proviniendo asi la mayor parte de las
emisiones de CO de los motores vehiculares (Fig. 4), asi como del humo del
cigarro, chimeneas, estufas, calentadores u otros equipos de gas, carbdn o lefa
mal ventilados (INE, 2007).

El CO se ha relacionado con diversos efectos toxicos en distintos
organismos, debido a que provoca disminucion importante de oxigeno en érganos
y tejidos. Una vez en los pulmones, el mondxido de carbono interactia con la
hemoglobina (Hb), que es la proteina encargada de transportar el oxigeno de los
pulmones a los drganos vy tejidos, el problema es que la afinidad de la Hb hacia
esta molécula es 200 veces mayor que hacia el oxigeno; lo que provoca una

reduccion en el transporte de este Ultimo resultando en hipoxia tisular (EPA, 1991).

La exposicion a mondxido de carbono se ha relacionado a enfermedades de
diversos tipos, existe asociacion entre el incremento de su concentracion y el
aumento de cardiopatias en ancianos (Schwartz y Morris, 1995; Burnett et al.,
1997; Morris y Naumova, 1998), afectaciones cardiovasculares (Yang, 1998;
Schwartz, 1999) y enfermedades respiratorias (Sheppard et al, 1999). Sin
embargo aun no se ha podido demostrar su asociaciéon con mortalidad (Ito y
Thurston, 1996; Kelsall et a/., 1997).

Se reconoce al CO como un indicador de otros contaminantes, sobre todo
los relacionados con la quema de combustibles y vehiculos automotores. El
aumento en la concentracién de este contaminante en la atmdsfera genera dafios
en pulmdn, corazon y vasos sanguineos, no obstante, no es posible distinguir los

efectos del mondxido de carbono con los de los demas contaminantes de la mezcla
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de gases. Personas sanas no deberian presentar impactos en la salud al ser
expuestas a las concentraciones existentes en la atmosfera, aunque debe tomarse
en cuenta el tiempo de exposicion y de la actividad fisica durante ésta (EPA, 2000).
En México el limite maximo permisible es de 11 ppm en un lapso de 8 horas (NOM-
021-SSA1-1993).

2.2.2 Bioxido de nitrogeno (NO;)
Es un gas perteneciente a los oxidos de nitrdgeno (NOx), los cuales

presentan gran reactividad. Las fuentes principales de los NOx son los vehiculos
automotores debido a los procesos de combustién (Fig. 5) y de forma natural se
obtienen por actividad volcanica, incendios forestales y relampagos (INE, 2007).
En México, alrededor del 30% de las emisiones de estos gases son generados por
los vehiculos de transporte y el 18% provienen de la generacion de energia
eléctrica (INE-SEMRNAAT, 2006).

Existen diversos estudios que relacionan la exposicion al dioxido de
nitrdgeno con agravamiento de problemas respiratorios como asma (Boezen et al.,
1999; McConnell et al., 1999; Shima y Adachi, 2000; Pattenden et a/., 2006), dafio
a defensas pulmonares (Linaker et a/., 2000; Chauhan et al., 2003), asociacion a
bronquitis (McConnell et al, 2003) y mortalidad cardiovascular y respiratoria
(Samoli et al., 2006). Hay estudios que indican que al estar en contacto con altas
concentraciones de NO; en tiempos largos muestra efectos tanto en la estructura

como en la funcion de los pulmones (WHO, 2005).

El bioxido de nitrogeno es utilizado como indicador de otros contaminantes
mas nocivos para la salud, la mayor parte del NO, atmosférico se emite en forma
de NO, que se oxida rapidamente a NO, por accion del ozono. Debido a su
interaccion con hidrocarburos y luz ultravioleta es la principal fuente de ozono
troposférico y de aerosoles de nitratos, constituyentes importantes de las PM, s del
aire atmosférico (OMS, 2006); por esto los dxidos de nitrégeno y sus derivados

pueden no ser responsables directos de los dafios epidemioldgicos encontrados en
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diversos estudios (AIRNET Work Group 2, 2004). En México existen normas que
imponen los limites maximos permisibles para los distintos contaminantes de la
atmosfera y en el caso del NO, es de 0.21 ppm en el lapso de 1 hora (NOM-023-
SSA1-1993).

2.2.3 Bioxido de azufre (SO;)
Es un gas incoloro perteneciente a los déxidos de azufre (SOx) que son

miscibles en agua y se forman al quemarse el azufre. Las fuentes naturales como
los volcanes o la descomposicion de las plantas son las principales productoras de
este gas, pero también se obtienen por quema de combustibles ricos en azufre
como el combustdleo y carbdn, la generacién de energia eléctrica y procesos
industriales (INE, 2007).

Se han realizado diversos estudios epidemioldgicos en relacién a la
exposicion de SO, y distintas enfermedades. Se le ha asociado con complicaciones
respiratorias y cardiovasculares (Anderson et al, 1997; Wong et al, 2002) e
incluso mortalidad a corto plazo (Katsouyanni et a/., 1997; HEI, 2000; Lee et al.,
2000; Venners et al., 2003). Por otro lado, existen trabajos que proponen que las
afecciones a la salud son causadas por el CO, el NO; y las PMyg; lo que dificulta la
capacidad de distinguir a un contaminante especifico responsable de los dafios

observados (Sunyer et al., 2003).

Debido a los conflictos relacionados con la evidencia toxicoldgica de este gas es
importante remarcar que es altamente soluble en agua y por lo tanto, alrededor
del 95% del SO, inhalado es retenido en nariz y garganta. Por esto
aproximadamente de un 12 a 15% del gas absorbido por las mucosas de
membrana es exhalado intacto y el resto se covnierta a iones que penetran en la
circulacion sanguinea (ATSDR, 1998). Debido a esto, la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) promueve limites permisibles de este gas, siendo en México el limite
de 0.025 ppm anual, 0.110 ppm en 24 horas, y de 0.200 ppm por cada 8 horas
promedio (NOM-022-SSA1-2010).
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2.2.4 Ozono (03)
Es una especie reactiva de oxigeno, un importante constituyente de la

atmosfera, principal contaminante del aire y gas de efecto invernadero, el cual
eleva la concentracion del CO, en la tropdsfera (IPCC, 2007). Es un producto
secundario generado por contaminantes primarios como los éxidos de nitrégeno
(NOx), los compuestos organicos volatiles y los hidrocarburos. En presencia de luz
solar el NO; se divide en NO + O y permite la formacion del O3 (O, + O) (Restivo
et al, 2002). Su tiempo de vida en la atmdsfera depende de la presencia y
abundancia de sus precursores y de las condiciones climaticas adecuadas, por esto
presenta concentraciones mas altas durante el dia. Los limites maximos
permisibles en el pais se establecen menor o igual a 0.095 ppm en 1 hora y menor
o igual a 0.070 ppm en 8 horas (NOM-020-SSA1-2014).

La exposicion aguda al gas por inhalacién puede producir inflamacion
pulmonar y dafo al epitelio de la cavidad nasal, a los bronquios, bronquiolos y
alvéolos; provocando hiperreactividad bronquial y la induccion y agravamiento de

la crisis del asma (Gustafsson y Cotgreave, 1996).

2.2.5 Material particulado (PM,5 y PMyy)
Es una mezcla compleja de sustancias tanto de estado liquido como sélido

que permanece en la atmosfera en lapsos de tiempo variables. Existen particulas
primarias, es decir, producidas de forma directa por una fuente de contaminacién,
o secundarias generadas por su interaccion con la atmodsfera. Se clasifican en tres
clases de acuerdo a su tamafio: PMyg, con un diametro igual o menor a 10 pm;
PM, s, con un diametro igual o menor a 2.5 um y PMg, particulas ultra finas con
un diametro menor o igual a 0.1 pm (INE, 2007). Las principales fuentes de
formacion de PM son las vialidades pavimentadas y sin pavimentar, debido a que
hay desprendimiento del polvo por el trafico vehicular, asi como las industrias o la
erosion edlica (Figs. 6 y 7) (SEDEMA, 2012).
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El tamafo de las particulas es importante ya que su transporte en la
atmosfera y la manera en que pueden afectar a los seres vivos dependen de ello.
Mientras mas pequena sea la particula, mayor facilidad de acceso al organismo
presenta y por ende puede dafar vias respiratorias, pulmones e incluso tejidos y
células (INE, 2007). Existen diversos estudios relacionados con el dafio a la salud
de estos contaminantes, pero se ha encontrado que las particulas formadas por la
combustion interna de los vehiculos automotores son las mas peligrosas para la
salud (Laden, 2000; Katsouyanni et &/, 2001; Clancy et al., 2002; Hoek et al.,
2002); asimismo existen estudios recientes que indican que las particulas de origen
geoldgico también tienen componentes tdxicos dafinos (Alfaro-Moreno et al.,
2002).

Las PMjo son respirables y estan formadas de distintos compuestos, como
metales pesados, hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP’s) vy diversos
volatiles. Algunos de estos pueden causar dafio genético (Binkova et al., 2003;
Belpomme et al., 2007; Claxton y Woodall, 2007; Lewtas, 2007; Valavanidis et al.,
2008), también se han relacionado con el incremento en la incidencia de cancer de
pulmdn y muerte por problemas cardiopulmonares (Samet et a/., 2000; Schwarze
et al., 2006; Valavanidis et al.,, 2008; Janssen et al.,, 2013: Raaschou-Nielsen et al.,
2013; Shah et al., 2013).

Las particulas han causado mas de 3.1 millones de muertes como resultado
de enfermedades cardiopulmonares y cancer de pulmén en adultos vy
enfermedades respiratorias en nifios (Lim et a/, 2012). La Agencia Internacional
para la investigacién del Cancer (IARC) declaré que la exposicién al material
particulado presenta relacion con el desarrollo de cancer, por lo que esta
catalogado como carcindgeno del Grupo 1. Los limites maximos permisibles en las
PM;o son de 75 pg/m? durante 24 horas y de 40 pg/m*® como promedio anual,
Asimismo, para las PM,s es de 45 pg/m® para 24 horas y de 12 pg/m? como
promedio anual (NOM-025-SSA1-2014).
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2.2.6 Compuestos organicos volatiles (COV)
Presentan una presion de vapor de 0.01 kPa o mas a 293.15 °K. Se pueden

clasificar en oxigenados (alcoholes, cetonas, ésteres y éteres), hidrocarburos

(alifaticos y aromaticos) y halogenados (clorados) (Coava y Tovar, 2009).

A diferencia de otros contaminantes, los COV se generan por distintas
fuentes, siendo la principal los autos particulares, la industria quimica y la quema
de gas LP; aportando casi el 30% de las miles de toneladas generadas anualmente
(Fig. 8) (SEDEMA, 2012). Debido a que los COV son precursores del ozono es
importante controlar sus emisiones y encontrar su relacidon con distintas afecciones

a la salud en diferentes organismos.

2.2.7 Metales pesados
Se define como elementos con densidad mayor a 59/cm3 0 numero atémico

superior a 20, sin considerar a metales alcalinos y alcalino-térreos. Son conocidos
como metales traza ya que se encuentran en la corteza terrestre a menos del
0.01% (Scheiner et al, 1989). Todos los organismos vivos necesitan de los
metales a bajas concentraciones para realizar diversas funciones bioldgicas, sin
embargo si se encuentran elevados estos son tdéxicos y se consideran como

contaminantes ambientales.

La Asociacién Oficial del Control de Alimentos de los Estados Unidos
(AAFCO, 1996) afirma que los metales toxicos son: aluminio (Al), arsénico (As),
cadmio (Cd), cromo hexavalente (Cr*®), hierro (Fe), manganeso (Mn), mercurio
(Hg), niquel (Ni), plomo (Pb), selenio (Se), talio (TI), vanadio (V) y zinc (Zn). La
acumulacidén de éstos es una de las principales fuentes de contaminacion en la
mayoria de los paises industrializados (Georgieva et al, 2011). Las fuentes
primarias de produccion son la quema de combustibles fdsiles, la industria minera,
los tiraderos municipales, fertilizantes y plaguicidas (Kabata-Pendias y Pendias,
1989) y las fuentes naturales: los volcanes, las tormentas de arena en los

desiertos, las tolvaneras e incendios forestales (Garcia, 2007), se ha encontrado
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que los metales localizados en las particulas suspendidas totales debido al trafico
vehicular son Pb, Cu, Ni, Cr, Cd, Zn y Fe, mientras que el Al y Pb se asocian a los

procesos industriales (Fernandez et al., 2000; Sternbeck et al., 2002).

Los efectos de metales pesados en diversos organismos pueden provocar
cambios en su morfologia, fisiologia, bioquimica, endocrinologia y conducta o
reproduccion (Bryan, 1976). A nivel molecular y celular se ha encontrado la
interaccion con grupos sulfhidrilo de las proteinas (Smith et al,, 1987; Kone et al.,
1990), dafo en gradientes idnicos y generacion de radicales libres (Simpson et al.,
1988; Schliiter et al, 1995), asi como alteraciones a mitocondrias, membrana
plasmatica y citoesqueleto (Diaz-Barriga et al., 1989; Nieminen et al.,, 1990; Kone
et al, 1990). Se ha relacionado la genotoxicidad de los metales pesados con
induccion de dafio oxidante al DNA e inhibicidon de diversos procesos de reparacion
del mismo (Hartwig, 1995).

Los metales pesados causan diversos efectos en la salud, en México el
mercurio, plomo y cadmio son los de mayor preocupacion debido a su alta
toxicidad y su disponibilidad para la poblacién (INECC, 2011). Las consecuencias
de la exposicion a estos metales disminuyen y alteran las funciones mentales y del
sistema nervioso central, provoca dafios en sangre, pulmon, higado, rifidn, entre
otros drganos. Se ha encontrado que la exposicidon por periodos prolongados
genera procesos degenerativos como Alzheimer, Parkinson, distrofia muscular o
esclerosis multiple. Si ésta es larga y/o repetida puede causar cancer (International

Labour Organization, 1999).

2.3 Efectos de los contaminantes atmosféricos en plantas y sus
mecanismos de defensa

Los efectos de distintos contaminantes en los organismos vivos se pueden
observar a diferentes niveles de organizacion desde el molecular hasta el de
ecosistema (Krupa, 1999). Gran variedad de contaminantes atmosféricos generan

diversos tipos de dafio a las plantas dependiendo de las caracteristicas de la
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especie, de la tolerancia o de las condiciones ambientales, si la humedad relativa

del ambiente es adecuada puede favorecer la absorcidn de los contaminantes

gaseonsos ya que propicia la apertura de los estomas (CEAM, 2007).

Los efectos genotdxicos de los contaminantes ambientales en plantas son

importantes, ya que las plantas conforman gran parte de la biomasa y juegan un

papel muy importante en la cadena alimenticia (Grant, 1998; Rajput y Agrawal,

2005).

Entre los danos ocasionados por los distintos contaminantes pueden mencionarse

los siguientes:

El ozono se considera genotdxico (Victorin, 1992; Boorman et al.,, 1995; Sills
et al., 1995), su via de acceso a los tejidos es a través de los estomas e
induce la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS) que pueden
ser radicales hidroxilo, superdxidos, oxigenos libres y perdxido de hidrogeno
(Sharma et al., 1996; Restivo et al., 2002; Kangasjarvi et al., 2005).

El bidéxido de azufre a bajas concentraciones se considera nutriente pero en
dosis altas se vuelve toxico para los vegetales. Se deposita por via seca en
la cuticula o se difunde por los estomas, al tener contacto con el agua se
transforma en bisulfito (HSO3) y/o sulfito (SO37) que son radicales libres que
se convertiran finalmente en sulfato (SO4 %) acumuléndose en las vacuolas

y generando dafos cronicos e incluso muerte celular (CEAM, 2007).

Los oOxidos de nitrdgeno (NOx) causan diversas lesiones en las plantas al
ingresar via estomatica, sin embargo no se sabe si los efectos son
directamente provocados por los NOx o por los contaminantes secundarios
derivados de éstos. Pueden generar manchas en las hojas, disminucién de

la tasa fotosintética y muerte celular de tipo necrosis (Carciner, 2007).
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e Los metales pesados se transfieren a la atmosfera por volatilizacion y
pueden ser absorbidos por las plantas, en los cuales son incorporados a la
cadena trofica. La exposicion a metales puede inducir una variedad de
efectos fitotdxicos tanto directos como indirectos (Silva et a/., 2010). Son
muy peligrosos para las plantas ya que se bioacumulan y el organismo no
tiene la capacidad de excretarlos manteniendo concentraciones internas
altas. Estos se unen facilmente a moléculas organicas propiciando inhibicion
de actividades celulares, generando un metabolismo deficiente o
produciendo EROS (Fig. 9) (Navarro-Avifo et al.,, 2007).

La generacion de EROS activa vias de transduccién involucradas a respuesta
de estrés oxidante y a la expresion de diversos genes de defensa (Baker y Orlandi,
1995). Todas las lesiones del DNA causadas por los EROS afecta a distintas
funciones del nucleo (transcripcién y replicacion), dafos al ciclo celular, formacién
de aductos o puede acumular mutaciones deletéreas (Britt, 1996; Gichner et al.,
2001; Bray y West, 2005; Jiang et al., 2014; Kaur et al, 2014), resultando en
afectaciones a los lipidos de membrana y otras macromoléculas como DNA vy
proteinas que se ve reflejado en la reduccidon de la fotosintesis, dispersion de
electrolitos y aceleracidn en la senescencia (Mehlhorn y Welburn, 1994; Kanofsky y
Sima, 1995; Miller et al, 1999).

Por otro lado, las plantas poseen la capacidad de activar mecanismos de
defensa, proteccidn y reparacion de dano causado por distintos agentes quimicos o
fisicos. Estos pueden actuar de diversas formas; permiten limitar la absorcion
mediante el cierre de estomas (Bermejo et a/, 2007), pueden destruir los
compuestos toxicos generados o desarrollar diversos mecanismos de tolerancia o
acumulacién de los mismos (Navarro-Avifo et al, 2007). Algunos de esos
mecanismos estan relacionados con la alteracién de la permeabilidad de la
membrana celular, cambios en la capacidad de la pared celular para unir moléculas

o el aumento en la exudacidon de sustancias quelantes. Para metabolizar los
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compuestos organicos se involucra su conversidn/activacion (oxidacion, reduccion,
hidrolisis), conjugan los metabolitos obtenidos anteriormente con moléculas
hidrofilicas como azlcares o aminoacidos y compartamentalizan los compuestos
modificados en vacuolas o en la matriz de la pared celular mediante la formacion
de enlaces con la lignina y la hemicelulosa (Dietz y Schnoor, 2001; Cherian y
Oliveria, 2005; Komives y Gullner, 2005). Los compuestos inorganicos implican
transporte al interior de la célula, unién a ligandos especificos quelantes como
acidos organicos (acido citrico, oxalico o malico), aminoacidos (histidina y cisteina)
y péptidos (fitoquelatinas y  metaloteoneinas);  posteriormente  se
compartamentalizan y hay desintoxicacién por retencion del complejo ligando-

metal en la vacuola (Navarro-Avifio et al., 2007; Delgadillo-Lopez et al., 2011).

2.4 Especies vegetales como sistemas biologicos de prueba para
biomonitoreo ambiental

Paralelamente a los métodos fisicos y quimicos que analizan las
concentraciones de los contaminantes atmosféricos, los métodos bioldgicos
permiten apreciar el efecto de los contaminantes de aire, usando los datos
obtenidos para estimaciones de impacto ambiental y potencial de estos en distintos

organismos, incluyendo a los humanos (Piraino et al., 2006).

Los sistemas bioldgicos de prueba incluyen variedad de organismos, se han
realizado experimentos con procariontes para detectar el dafio generado por
distintos agentes quimicos encontrando de tipo primario o mutaciones al DNA y en
organismos eucariontes en los que se detectan mayor nimero de efectos como
mutaciones, aberraciones cromosomicas estructurales y aneuploidias (Houk, 1992;
Valencia-Quintana et a/., 2013).

Las plantas superiores han sido usadas desde principios del siglo XX para
evaluar la presencia o el grado de dafio que generan diversos factores fisicos o
quimicos del ambiente (Ruston, 1921). Como biomonitores pueden dar informacion

acerca de la cantidad de compuestos toxicos acumulados en ellas (Weinstein et al.,
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1990). Estas presentan caracteristicas que las favorecen como modelos genéticos
para evaluar contaminantes ambientales, gracias a su sensibilidad para detectar
mutagenos y evidenciar una gran variedad de alteraciones genéticas en distintos
tipos de tejido (Salas, 2011). Diversos estudios muestran que las plantas son
altamente sensibles a contaminantes de la atmodsfera, tales como didxido de
azufre, oxido de nitrégeno, ozono, formaldehidos, amoniacos y otras mezclas
complejas como la del humo de cigarro o por la quema de diésel (Rodrigues et al.,
1997). Existen distintos modelos de plantas superiores empleados, entre ellos.
Vicia faba, Allium cepa, Zea mays, Tradescantia clon 4430, Nicotiana tabacum,
Crepis capilaris y Hordeum vulgare (Grant, 1994; Gichner et al, 2009; Valencia-
Quintana et al., 2013; Ventura et al., 2013).

El biomonitoreo /in situ mediante plantas superiores puede ser muy Util para
caracterizar contaminantes del aire en areas especificas (Ceretti et al,, 2015). Las
ventajas de utilizar a las plantas como sistemas bioldgicos de monitoreo son: su
alta sensibilidad a los agentes toxicos durante periodos de exposicién que pueden
durar de minutos a semanas, su facilidad de manejo y son organismos de
mantenimiento econdmico y pueden sustituir instrumentos de mediciones de dificil
adquisiciéon (Oshima, 1974).

Los vegetales también son convenientes ya que su papel en las redes troficas
es de vital importancia, debido a que son productores de energia y fuente de
alimento para diversos organismos, por lo cual llevan a los contaminantes a niveles
troficos superiores (Kovalchuk, 2008); aunque la respuesta de las plantas no se
puede extrapolar directamente a la prediccion de efectos toxicos en la salud
humana, los datos obtenidos con estos bioensayos proveen indicadores de

contaminacién del aire y estrés ambiental (Guimaraes et al., 2000).

Los contaminantes atmosféricos se encuentran todo el tiempo en contacto
directo con las hojas de las plantas, e ingresan por medio de difusidon pasiva

gracias a la apertura de estomas. Estas estructuras son poros localizados en la
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superficie de las hojas donde se realiza el intercambio gaseoso con la atmdsfera.
La fraccién de concentracion con la que pueden ingresar los gases se controla por
la resistencia estomatica de las hojas, condicionada por el nimero de estomas y el
grado de apertura de estos poros, si se reduce la resistencia aumentara la
conductancia estomatica y esto elevara el flujo de los gases al interior de la hoja.
El funcionamiento de los estomas puede afectarse por la temperatura, la humedad
relativa del aire, la luz, los nutrientes o la concentracién del CO, (Bermejo et 4.,
2007).

Utilizar las plantas como organismos centinela facilita identificar efectos
toxicoldgicos y dafios a otros niveles superiores de la cadena tréfica. Un organismo
centinela se define como “cualquier organismo no humano que pueda reaccionar
ante un contaminante ambiental antes de que el contaminante impacte sobre los
seres humanos” (Stahl, 1997); por lo tanto cualquier organismo centinela debe
reunir ciertas caracteristicas (Van der Schallie et al, 1999): 1. Poseer una
respuesta al agente a monitorear capaz de ser medida, es decir ser sensible al
reactivo, 2. Habitar el territorio en el que se va a realizar la prueba, 3. Contar con
una poblacion suficiente de individuos y 4. Tener una relacion intima con la fuente

de exposicion.

2.4.1 Taraxacum officinale (G.H. Weber ex Wigg.)
Taraxacum officinale o diente de ledn es una especie herbacea perenne

comun, su escapo puede ser desde uno a varios, hueco y con una sola cabezuela,
sus hojas pueden medir de 2 a 40 cm de largo con divisién profunda; sus flores
son amarillas de 7 a 15 mm de largo y crecen en inflorescencias con 80 a 250
flores, sus semillas se encuentran en la parte superior y presentan numerosas
costillas longitudinales con espinas, con un vilano de 60 cerdas aproximadamente
color blanco de 5 a 8 mm de largo (Fig. 10 A) (Espinosa y Sarukhan, 1997,
Rzedowski y Rzedowski, 2001). Es de amplia distribucion ya que se encuentra

entre los 1200 y los 4000 metros de altitud (Rzedowski, 1997). Esta especie puede
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seleccionarse como biomonitor de contaminantes gracias a su localizaciéon en zonas
con distintas temperaturas y condiciones meteoroldgicas, asi como en lugares con
alto indice de contaminacién junto a carreteras o en zonas industriales (Ligocki et
al., 2011), por su facil identificacion y muestreos sencillos y baratos (Petrova et al.,
2013). Existen estudios que relacionan la acumulacién de contaminantes en sus
hojas con el grado de contaminacion ambiental local (Kabata-Pendias y Dudka,
1991; Marr et al., 1999; Keane et al. 2001). Asimismo, es una planta utilizada con
propositos medicinales para tratamientos diuréticos, antibioticos, antireumaticos,
antiespasmadicos, hepaticos, laxantes y de nutricion (Evans, 2002), por lo que es
de suma importancia estudiar la acumulacién de compuestos dafinos en este

modelo vegetal.

2.4.2 Robinsonecio gerberifolius (T.M. Barkley y Janovec)
Robinsonecio gerberifolius es una planta nativa de identificacion reciente la

cual se encuentra distribuida en México en regiones alpinas o subalpinas como el
Pico de Orizaba, el Nevado de Toluca, el Popocatépetl o el Iztaccihuatl a una
altitud entre los 3500 y 4500 m. Se caracteriza por ser una planta herbacea de 15
a 33 cm de longitud, con usualmente de 1 a 3 escapos, hojas largas pecioladas de
superficie gris-verde cubierta de una capa densa de fibras blancas; sus flores
crecen en forma de disco en inflorescencias de color amarillo que se muestran
entre los meses de julio y diciembre (Pruski, 2012) (Fig. 10B). Debido a su
abundacia en la zona de estudio y a que se ha utilizado en trabajos en los que se
ha descrito la presencia de sesquiterpenos que son productos naturales que acttan
contra células cancerosas de diversos tipos (Arciniegas et al., 2003) es un modelo

vegetal con importancia bioldgica para ser evaluado.
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2.5 Ensayos para evaluar contaminantes ambientales

2.5.1 Electroforesis unicelular alcalina
La electroforesis unicelular o ensayo cometa es una forma facil de detectar

rompimientos en el DNA. Este procedimiento se ha utilizado para investigar las
respuestas celulares a distintos agentes genotoxicos, asi como a diferentes tipos
de estrés bidtico y abidtico que generan dafio oxidante al DNA (Ventura et al,,
2013), incluyendo pruebas genotdxicas, biomonitoreo humano,

ecogenotoxicologia, dafio al DNA y reparacién (Collins, 2014).

Fue descrito inicialmente por Ostling y Johanson y con el paso del tiempo ha
sufrido maodificaciones que permiten detectar distintos tipos de dafio al DNA
(Fairbarn et al., 1995; Merk y Speit, 1999; Menke et a/., 2000). La version alcalina
del ensayo cometa (pH>13) fue introducida por Singh et a/. (1988), detectando
una gran cantidad de lesiones al DNA como rompimientos de cadena sencilla, de
cadena doble, sitios sensibles al alcali (principalmente sitios apurinicos vy
apirimidicos) (Fortini et al., 1996; Gichner et al., 2003), sitios de reparacién por
escision incompleta y entrecruzamientos de DNA (DNA-DNA o DNA-proteina)
(Fairbarn et al, 1995; Tice, 1995). Debido a que la mayoria de los agentes
genotoxicos generan esta variedad de efectos, la version alcalina del ensayo
cometa se considera como una prueba con gran sensibilidad para la deteccion del
dafo al DNA y se recomienda para las evaluaciones de genotoxicidad (Tice et al.,
2000).

El ensayo cometa se ha utilizado en diversos sistemas eucariontes tanto
animales como vegetales. Debido a que estos Ultimos presentan una pared celular
que recubre la membrana, es necesario un paso inicial que la rompa para que
posteriormente ocurra la lisis celular de forma similar al tratamiento en células

animales (Santos et al., 2015).

En vegetales, la técnica consta de una serie de pasos (Fig. 11) que inician

con el aislamiento de los nucleos de las plantas que fueron expuestas previamente,
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mediante el rompimiento mecanico de la pared celular. Estos son embebidos en
geles de agarosa, sometidos a una solucion de lisis rica en detergentes y sales que
permite la formacion de nucleoides con ausencia de histonas de proteccion y
componentes nucleares asociados al DNA (Moller, 2005; Gichner et al, 2006),
éstos se colocan a un pH alcalino para que la solucién de lisis difunda fuera de la
agarosa y la alta alcalinidad rompa los puentes de hidrogeno entre los pares de
bases de la doble hélice de la molécula de DNA, formada por nucledtidos, que a su
vez se componen de un grupo fosfato, una base nitrogenada y una pentosa; lo
anterior permite su desenrollamiento quedando expuesto el esqueleto azicar-
fosfato que presenta una carga neta negativa; posteriormente se someten a un
campo eléctrico para inducir el corrimiento del DNA. En el caso de que exista dafio
a la molécula, se forman pequefios fragmentos que generan una estela detras del
nlcleo que migra hacia el anodo (+) gracias a la diferencia de cargas. Seguido a
su fijacion, se tifien con bromuro de etidio (colorante fluorocromado) el cual se
une al DNA intercalandose entre los pares de bases de la doble cadena y por
interacciones electrostaticas a los grupos fosfato del DNA (Collins, 2004), las
muestras se observan al microscopio distinguiendo dos tipos de imagenes: las que
muestran nucleos sin alteraciones que no presentan fragmentos de DNA (aparecen
esféricas) y las que muestran dafio significativo donde aparece la cauda
(semejando un cometa) (Fig. 12). La medicién del momento de la cauda definido
como el producto de la longitud de la cauda y la cantidad de DNA en la misma, es
utilizada frecuentemente como el parametro principal de dafio al material genético
(Burlinson et al., 2007) (Fig. 13).

Las ventajas del ensayo cometa son (Tice, 1995; Salas, 2011):

a) Puede ser aplicado en varios tipos de células eucariontes.
b) La informacion obtenida es en células individuales.
c) Se requieren pocas células.

d) Es de bajo costo.
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e) No se necesitan células en proliferacion.
f) Presenta alta sensibilidad.

g) Se obtienen resultados en poco tiempo.

2.5.2 Expresion de micro-RNAs
Para que se lleve a cabo la codificacion de proteinas y las células pueden

regular una gran variedad de funciones bioldgicas, se necesita realizar el proceso
de transcripcion en el que se generan moléculas de RNA de las cuales solo es
codificante el 4%, conocido como RNA mensajero (mRNA); el 96% restante forma
parte del RNA no codificante que cumple diversas funciones dentro de la célula. En
este grupo existen diversos tipos de RNA, como son: RNA ribosdémico (rRNA) que
forma a los ribosomas donde se lleva a cabo la sintesis de proteinas, RNA de
transferencia (tRNA) que actla en la sintesis de proteinas, los RNA nucleares
pequefios (snRNA o U-RNA) que actian en el corte y empalme. Los RNA
nucleolares pequefos (snoRNA) que modifican al rRNA, los RNA interferentes
pequefios (siRNA) y los microRNA (miRNA) que regulan la expresion de genes
individuales (Brown, 2008).

Los miRNAs son RNAs de cadena sencilla que varian de tamafio desde 17
hasta 25 nucledtidos (nt); todos los precursores de los miRNAs presentan
estructuras de tipo tallo y asa y en general se transcriben de regiones intergénicas
de forma individual o en grupos que estan contenidos en un solo transcrito (Bartel,
2004).

Las primeras observaciones que describen la accion de los miRNAs
uniéndose a un mRNA para inhibir su expresion se realizaron con el nematodo
Caenorhabditis elegans. Descubriendo la forma en que el RNA lin-4 de 22 nt regula
la produccion de la proteina LIN-14, la cual se une al mRNA de LIN-14 y evita su
traduccién (Lee et al, 1993). En 2001, ya se habian encontrado distintos miRNAs

cercanos a 21 nt en diversos organismos, por ejemplo: plantas (Arabidopsis
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thaliana), moscas (Drosophila melanogaster) y vertebrados (Homo sapiens) (Flores
et al., 2007).

Para la biogénesis de miRNAs en plantas, los genes se transcriben por las
RNA polimerasas II o III y este transcrito primario se llama pri-miRNA, la proteina
DCL1 (“Dicer-Like 1") procesa los pri-miRNAs a pre-miRNAs y después éstos a
RNAs pequefios de doble cadena. Se puede observar que en el extremo 3 del
miRNA maduro esta metilado por la proteina HEN1, lo cual no existe en los miRNAs
de animales. Ya que estan procesados los miRNAs duplex de 21 pb se transportan
al citoplasma por Hasty por medio de un mecanismo dependiente de RAN-GTP y
ahi son reclutados por el complejo RISC, en el cual una de la hebras es degradada
para dar lugar al RNA maduro (Fig. 14) (Flores et al., 2007). La importancia del
papel biolégico que tienen los miRNAs esta referida directamente a la regulacién
genética tanto degradacién post-transcripcional como represién traslacional
(Kantar et al., 2011), se han asociado a diversas funciones como el control de la
proliferacion celular, muerte, patrones neuronales en nematodos (Johnston vy
Hobert, 2003) y en plantas se relacionan con el control y desarrollo de hojas y
flores, degradacion de proteinas y respuesta a estrés ambiental o invasion
patdgena (Aukerman y Sakai, 2003; Emery et al, 2003; Palatnik et a/, 2003;
Dugas y Bartel, 2004; Chen, 2005; Zhang et a/., 2006; Kantar et a/. 2010; Unver et
al, 2010). Actualmente se hacen diversos experimentos tipo Northern blot para

comprobar la expresion individual de los miRNAs en cuestion.

El miR398 es un conservado que se identificO en Arabidopsis tanto por
prediccion computacional como por analisis secuencial de una pequeia libreria de
RNA pequeio de esta planta sometida a estrés (Sunkar y Zhu 2004). La expresion
del miR398 esta relacionada con niveles de tolerancia a estrés. En A. thaliana el
miR398 se encuentra cercanamente relacionado a los genes codificantes de la
superdxido dismutasa Cu/Zn, al CSD1 citosdlico y CSD2 del cloroplasto los cuales

protegen a las células vegetales de radicales superoxido (Sunkar et al,, 2006). La
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CSD1 se involucra en diversos procesos de respuesta a estrés por factores bioticos
y abidticos, incluyendo sustancias quimicas (Bartels y Sunkar, 2005). Durante el
estrés por agentes quimicos, existen diversos factores de transcripcién que pueden
ser regulados rio arriba o rio abajo dependiendo de la funcién celular que aumente
la tolerancia al estrés provocado (Fig. 15) (Kumar, 2014). Resultados diversos
indican que distintas especies vegetales siguen respuestas diferenciales del miR398

a varios tipos de estrés abiotico (Zhu et a/. 2011).

2.5.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
Es una técnica que busca sintetizar /n vitro muchas veces un fragmento de

DNA simulando la sintesis del material genético ocurrida dentro de la célula.
Esencialmente la técnica permite la amplificacidén selectiva de cualquier segmento
de DNA, conociendo las secuencias que lo flanquean. Sus aplicaciones son muy
diversas entre ellas estan: estudios de expresidn genética, deteccién de
mutaciones, diagndstico de enfermedades genéticas e infecciosas, etc. (Cortazar y
Silva, 2004).

Para esto se debe agregar en el tubo de reaccién (Asuar, 2007; Tamay de Dios et
al, 2013):

1. Una polimerasa que es una enzima que funciona a temperaturas muy altas
siendo muy estable y es obtenida de la bacteria 7hermus aqguaticus

conocida como taq polimerasa (Saiki et al., 1988).

2. El DNA del organismo de interés conocido como cadena molde (DNA) o su
complementaria (cDNA). Al utilizar el cDNA la reaccidén es conocida como
RT-PCR ya que el DNA proviene del RNA mensajero y se obtiene por medio
de una enzima transcriptasa reversa que convierte el RNA extraido en su

cadena complementaria de DNA.
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3. Los oligonucléotidos o “primers” que son secuencias que delimitan las bases
nitrogenadas que se desean amplificar y son complementarios, los cuales
son disefados especificamente para un producto. Se realizan dos
secuencias diferentes, una “forward” o sentido y una “reverse” o
contrasentido, ambas deben hibridar con la cadena molde y asi pueden

formarse en direccion 5 - 3 “con ayuda de la polimerasa.

4. Los dNTP s son las bases nitrogenadas (Adenina- A, Timina-T, Guanina-G,

Citocina-C) necesarias para la construccion de las nuevas hebras de DNA.
5. El amortiguador que ayuda a que la reaccidén se mantenga en un pH de 8.

6. El magnesio como cofactor de las enzimas que aumenta la especificidad de

la reaccidn y se encuentra disuelto en amortiguadores especificos.

7. El agua como disolvente, la cual debe ser libre de nucleasas para no

degradar a los acidos nucleicos.

Los tubos de reaccion con todos sus componentes se colocan en un
termociclador, el cual ayudara a llevar las reacciones a las temperaturas ideales
para que se realice cada ciclo durante tiempos especificos. La técnica se lleva a
cabo en tres etapas principales: la desnaturalizacion en la que las dobles cadenas
se abren por ruptura de los puentes de hidrégeno , el tiempo puede variar ya que
mientras mas uniones de G-C haya mayor es el tiempo necesario debido a la
presencia de los enlaces triples y se realiza a 94 °C, la temperatura desciende
para dar inicio al segundo ciclo llamado amplificacion que implica una alineacion
de los oligonucleédtidos en el extremo 3 “para formar el complejo molde-primer, el
cual dard lugar a la unién de la polimerasa e inicie la copia de las bases en
direccion 5°- 3°. Para comenzar el ciclo de extensién la temperatura se aumenta
a 72 °C donde la enzima tiene su punto de maxima actividad y continda la
sintesis de diversos fragmentos a partir de los oligonucledtidos previamente

alineados. Los ciclos se repiten aumentando el nimero de fragmentos obtenidos
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y asi pueda ser analizado posteriormente (Asuar, 2007; Tamay de Dios et al.,
2013). La PCR punto final a diferencia de la PCR en tiempo real es basicamente

cualitativa o en el mejor de los casos semicuantitativa.

Para visualizar los productos obtenidos por la PCR punto final se corre una
electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida. Ambos geles se pueden
representar como redes que muestran poros de diversos tamafios por los cuales
pasa el DNA; estos son atraidos por corriente eléctrica hacia el polo positivo
gracias a las cargas negativas que le brindan los grupos fosfato al DNA. Primero
pasan los fragmentos pequefios y los de mayor tamafo se quedan rezagados
observando las bandas en el gel dependiendo del tamafio de su molécula. Para
los micro-RNAs se utilizan geles de poliacrilamida debido a que sus poros son
mas pequefos y uniformes, asi no se pierde la molécula de interés que es
también de tamafno reducido, finalmente los geles se pueden revelar con plata
(Asuar, 2007).
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3. Justificacion

La contaminacién ambiental es un severo problema actual que afecta
cotidianamente a todos los organismos vivos, por esto es importante evaluar los

diversos componentes de esta mezcla compleja, asi como sus efectos adversos.

El uso de plantas como T7araxacum officinale y Robinsonecio gerberifolius,
como biomonitores de contaminacion atmosférica no se ha abordado previamente;
la primera es muy ubicua y se adapta a diversos ambientes, la segunda es nativa
en la zona del Parque Nacional Izta-Popo. Una ventaja de utilizar plantas silvestres
como sensores bioldgicos de contaminacion es la posibilidad de visualizar no solo
los efectos inmediatos, sino también evaluar el dafio provocado capacidad de

bioacumulacion.

El empleo de organismos centinela, considerando la gran variabilidad inherente
a los sistemas naturales, constituye una alerta de gran importancia acerca del
dano que pueden producir diversos contaminantes antes de que lleguen a afectar
al ser humano. Por lo tanto, la investigacidon relacionada con estos aspectos es
fundamental, siendo el ensayo cometa y la metodologia de microRNAs
herramientas muy Utiles que generan resultados basicos de gran interés, que
correlacionados con el andlisis quimico y espectroscopico de los compuestos
acumulados en las estructuras vegetales, pueden facilitar la aportacion de

conclusiones importantes.
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4. Objetivo general

Evaluar el efecto diferencial del dafio al DNA y la expresién del miR398 en
Taraxacum officinale y Robinsonecio gerberifolius en respuesta al estrés inducido
por los contaminantes atmosféricos presentes en el Centro de Ciencias de la
Atmosfera de la UNAM (CCA) y en el Parque Nacional Izta-Popo (Estacién
meteoroldgica “Altzomoni”) (ALT) en la temporada de secas y lluvias 2015;
correlacionandolos con el analisis quimico de los metales pesados Yy

espectroscdpico de los contaminantes presentes en el ambiente.

5. Objetivos particulares

En los dos sitios de estudio, uno en el CCA y el otro en la ALT, en las

temporadas de secas vy lluvias, se planteo:

1. Determinar el dafio genotdxico en las células foliares de Taraxacum
officinale y Robinsonecio gerberifolius expuestas, mediante el ensayo
cometa.

2. Evaluar la expresion del miR398 en ambas plantas en respuesta al estrés
producido por la exposicion.

3. Correlacionar el efecto genotdxico y el potencial estresante capaz de inducir
la expresion del miR398 de los dos sitios, con los contaminantes
ambientales detectados por espectrometria de masas con fuente de plasma
acoplado inductivamente y por espectroscopia FTIR de alta resolucion por

absorcion solar.

6. Hipotesis

Dado que diversos contaminantes del aire han mostrado ser tdxicos en
plantas, entonces se espera que 7araxacum officinale y Robinsonecio gerberifolius
expuestas a dos puntos experimentales con distintos grados de contaminacion
atmosférica, evidencien un efecto diferencial de dafo sobre el DNA y de expresién

del miR398 en las temporadas de secas y lluvias 2015.
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7. Materiales y métodos

7.1 Germinacion y crecimiento de diente de ledn ( Taraxacum
officinale)

Las semillas seleccionadas de diente de ledn fueron remojadas en agua de la
llave por 24 horas en oscuridad a temperatura ambiente para ser hidratadas, se
colocaron en cajas con tierra himeda esterilizada para su germinacion y al surgir
las plantulas fueron resembradas en macetas para que continuaran su crecimiento
dentro de una cdmara con luz, temperatura y humedad controladas, cuando las
plantas mostraron un tamano de hoja entre 10 y 15 cm fueron utilizadas para el

experimento.

7.2 Recoleccion de planta nativa (Robinsonecio gerberifolius)
Se colectaron dieciocho ejemplares de las plantas nativas del Parque Nacional

Izta-Popo colocando cada una de ellas en macetas individuales con tierra
esterilizada, teniendo cuidado de no dafiar sus hojas y raices; se colocaron en una

camara de crecimiento dejandolas 6 semanas para su aclimatacion.

7.3 Exposicion de las plantas
Se realizd la exposicion de las dos especies de plantas en 18 macetas a tres

condiciones atmosféricas distintas: el testigo se colocd en una camara de
crecimiento con condiciones controladas de luz (12 horas luz/12 horas oscuridad),
humedad (20%) y temperatura (19°C) en el laboratorio (Fig. 16), el segundo
grupo estuvo ubicado en la azotea del CCA, en una zona con altas concentraciones
de gases contaminantes debido a su localizacion cercana a zonas muy transitadas
en la Universidad Nacional Autdnoma de México (UNAM) dentro de la Ciudad de
México protegido de la lluvia (Fig. 17) y el tercer grupo fue ubicado en ALT, que se
encuentra dentro del Parque Nacional Izta-Popo en el Estado de México a una
altura de 3,985 msnm y sus coordenadas son 19°07 "12"”N 98°39 "14"0 igualmente

protegidas de la lluvia (Figs. 18 y 19). Se realizaron muestreos durante la semana
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0, 2, 4 y 6 de exposicion de ambas especies de plantas y fueron trasladadas al

laboratorio para realizar sus respectivos procesamientos.

7.4 Electroforesis unicelular o ensayo cometa

7.4.1 Aislamiento de ntcleos
Se cortaron todas las hojas de dos plantas de las tres condiciones y de cada

una de las especies, se lavaron por separado con agua destilada varias veces y con
mucho cuidado de no maltratar ninguna de las estructuras se secaron con toallas
de papel. Dos hojas de cada condicién se congelaron para su posterior uso en el
ensayo de microRNA, cuatro se secaron para el analisis quimico y se tomaron tres

para el aislamiento de nucleos en el ensayo cometa.

En condiciones de oscuridad y sobre hielo se colocaron cortes de las hojas
de 1 cm? en cajas Petri pequefias con 300 pL de PBS frio (pH 7.4) y con una
navaja de bisturi nueva y fria se realizaron cortes finos perpendiculares a la
venacion central. Se dejo reposar la muestra de 3 a 5 minutos en el PBS frio
permitiendo la precipitacion de los nucleos por gravedad en el fondo de las cajas.
Con una punta de micropipeta cortada, se tomaron 50 pL de la suspensidn nuclear
y se agregaron en un microtubo de 1.5 mL conteniendo 50 L de agarosa de punto
de fusion bajo (Sigma) 1% a 37 °C y se mezcld suave y lentamente; se pusieron
80 WL de la mezcla en un cubreobjetos que se empalmé cuidadosamente con un
portaobjetos, previamente cubierto con una capa de agarosa de punto de fusién
normal al 1% evitando la formacion de burbujas. Las laminillas se acomodaron en
una placa metalica fria por 5 minutos para qué solidificara la agarosa y se retir6
suavemente el cubreobjetos, se colocd una tercera capa de 80 pL de agarosa de
punto de fusidon bajo 0.5% y se dejaron solidificar por 5 minutos para retirar
posteriormente el cubreobjetos. Las laminillas se introdujeron en una solucion de
lisis (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, NaOH 10 mM, Tritén X-100 1% y DMSO 10% a
pH=10) por al menos 1 hora a 4 °C.
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7.4.2 Electroforesis
Terminado el tiempo de lisis, las preparaciones se secaron de la parte

posterior y laterales y se colocaron en una camara de electroforesis horizontal con
amortiguador alcalino (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH>13). Se dejaron incubar
por 15 minutos para desenrollar el DNA y se corrieron a 25 voltios y 300 mA por
20 minutos en oscuridad a 4 °C. Las laminillas se lavaron 3 veces con
amortiguador neutralizante (Tris 0.4 M, pH 7.5) por 5 minutos cada lavado. Se
fijaron y deshidrataron con etanol 100% frio en una caja coplin por 15 minutos y

se dejaron secar al aire y se guardaron hasta ser tefidas.

7.4.3 Tincion
Para la tincion de las laminillas, fueron humedecidas con agua desionizada

estéril (filtro millipore 0.22 pm), se escurrieron y se les colocaron 50 L de
bromuro de etidio (20 pg/mL). Se colocaron en cajas porta laminillas en una
camara himeda con agua desionizada estéril y cubiertas con papel aluminio para

evitar que se deshidrataran y para impedir que decayera el fluorocromo.

7.4.4 Registro de cometas
Para evaluar el dafo al DNA de las células vegetales se registré el momento

de la cauda (tail moment o TM) mediante el analizador de imagenes Comet Assay
IV acoplado a un microscopio de fluorescencia Axiostar Plus (Zeiss) con un filtro de
excitacién de 515-560 nm y un filtro barrera de 590 nm bajo un objetivo de 20X,
obteniendo con este programa un amplio rango de parametros densitométricos y
geométricos que describen las proporciones del cometa completo y las medidas de

la cabeza y la cauda.

Se analizaron 3 laminillas por cada tratamiento que se realizé al menos dos
veces, y se obtuvo el promedio del momento de la cauda. De cada preparacion
tanto de los testigos como de las distintas condiciones de exposicion se tomaron al
azar 100 nucleos, considerando los que presentaran una estructura conservada y

una cabeza con buena intensidad.
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7.5 Analisis del miR398

7.5.1 Extraccion de RNA
Las hojas de plantas expuestas por 6 semanas que fueron pesadas previamente

y congeladas en la fecha de recoleccién se homogeneizaron con trizol (1 mL por
50-100 mg de tejido). Se incubaron por 5 minutos a una temperatura de 15 a 30°C
para permitir la disociacion completa de los complejos nucleoprotéicos.
Posteriormente, se agregaron 200 pL de cloroformo por 1mL de trizol, se agitaron
con vortex por 15 segundos y se incubaron a una temperatura de 15 a 30 °C por 2
a 3 minutos. Las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm por 15 minutos a entre 2
y 8 °C. Al salir de la centrifuga se observaron tres fases: una roja en la parte
inferior, una interfase fenol/cloroformo y una superior acuosa incolora. El RNA se
tomd de la fase acuosa y se transfirid a un tubo limpio con alcohol isopropilico (0.5
mL de isopropanol por 1 mL de trizol). Las muestras se incubaron a 4 °C por 24
horas y se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos entre 2 y 8 °C. El RNA se
precipitd formando un botén al fondo del tubo, se decantd el sobrenadante, se
lavd el sedimento con etanol al 75% (1 mL de etanol por 1 mL de trizol). Se
mezclé con vortex y se centrifugd a 5,000 rpm por 5 minutos a 2 a 8 °C. Se dejé
secar el botdn de RNA al aire de 5 a 10 minutos, posteriormente se resuspendid en

20 plL de agua libre de RNAsas y se almacend a -70 °C hasta su uso.

7.5.2 Cuantificacion de RNA
Se determind la concentracidon y pureza del RNA total de cada muestra en un

Nanodrop-1000 (NanoDrop Lite Printer, Thermo Scientific), colocando un volumen

de 2 L de cada una de las muestras obtenidas previamente por extraccion.

7.5.3 Sintesis de cDNA
La sintesis del cDNA se realizd empleando el “Kit” de Thermo Scientific

RevertAid First Strand cDNA Synthesis con la mezcla de reactivos especificos, para
el cual se empled una concentracién de RNA final de 20 ng/uL. Las condiciones
utilizadas en el termociclador (BIORAD- MJ MINI, modelo PTC-1148) fueron: ciclo
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1 a 37 °C por 60 minutos, ciclo 2 a 70 °C por 15 minutos, ciclo 3 a 22 °C por 2
minutos y un ultimo ciclo a 4 °C; a esta temperatura se mantuvieron hasta su uso

posterior.

7.5.4 PCR de punto final
La PCR de punto final se realizé mezclando reactivos especificos marca Thermo

Scientific junto con oligonucledtidos “forward” (Secuencia
GGCGTGTGTTCTGAGGTC) y “reverse” (Secuencia CAGTGCAGGGTCCGAGGT), los
cuales fueron disenados previamente y el cDNA sintetizado para cada una de los
diversas condiciones evaluadas. La muestras fueron colocadas en el termociclador
y las condiciones aplicadas fueron: ciclo de desnaturalizacion a 94 °C por 5
minutos, ciclo de amplificacion que consta de tres pasos, el primero a 94 °C por 30
segundos, el segundo a 56 °C por 30 segundos y el tercer paso a 72 °C por 30
segundos, repitiendo este ciclo 40 veces; posteriormente se inicidé un ciclo a 72 °C
por 5 minutos y un ultimo ciclo a 20 °C por 5 minutos. Se mantuvieron las

muestras a 4 °C hasta su corrimiento en los geles de poliacrilamida.

7.5.5 Electroforesis en geles de poliacrilamida
Se elaboraron geles de poliacrilamida al 10% en placas para electroforesis

BIORAD de 0.75 mm. Las muestras fueron cargadas en los geles con un volumen
final de 15 pL (10 pL productos de PCR + 5 pL de amortiguador 2x de carga de
urea). Se corrid la electroforesis a 110 voltios durante 55 minutos. Transcurrido
este tiempo se colocaron los geles en 50 mL de fijador por 10 minutos,
posteriormente en 50 mL de la solucion de tincién por 5 minutos, seguido de 50
mL de la soluciéon de revelado a 4°C por 10 minutos y finalmente en 50 mL de
solucion de paro durante 5 minutos. Se capturd la imagen del gel obtenido y se

analizd el peso molecular de cada una de las bandas observadas.
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7.6 Analisis estadistico
Para el anadlisis de los datos del momento de la cauda, se calculd la media, la

desviacion estandar y el error estandar y se compararon con las distintas
condiciones experimentales respecto a los testigos con una prueba ANOVA de dos
vias en el programa Statistica considerando las diferencias significativas con una
P<0.05; en los casos donde existié una diferencia significativa entre los testigos y

los tratamientos se aplico una prueba post hoc de Newman-Keuls.

-41 -



8. Resultados

8.1 Ensayo cometa
En la figura 20 se observan los datos de la media = error estandar de al

menos 300 valores del momento de la cauda, registrados en 6 laminillas diferentes
para cada una de las atmosferas analizadas en temporada de secas y lluvias 2015,
durante el experimento para 7. officinale encontrando una mayor genotoxicidad en
la temporada de lluvias comparada con el resto de las condiciones evaluadas y un
aumento en el dafo registrado a mayores tiempos de exposicion; la figura 21
muestra lo mismo para R. gerberifolius indicando un cambio en el dafo
genotoxico desde tiempos mas cortos (semana 2) con una serie de fluctuaciones,
incrementando el efecto en la temporada de lluvias en relacion al tiempo de
exposicion y manteniéndose similar en secas de la semana 2 a la 6

respectivamente.

En la tabla I se observa el promedio de los contaminantes monitoreados por la
Red Universitaria de Observatorios Atmosféricos (RUOA) en el Centro de Ciencias
de la Atmosfera y Altzomoni durante la temporada de secas y lluvias 2015 los
cuales muestran ligeras variaciones a lo largo del tiempo; mayores concentraciones
de CO,, O3, PM,5, PM;o, UVA y UVB en secas y CH4, CO, NO, NO;,, NOy y SO, son

mas altas en lluvias.

Se realizd la cuantificacion de metales contenidos en las hojas de 7. officinale
después de seis semanas de exposicion en cada una de las tres atmosferas
evaluadas tanto en la temporada de secas como en la de lluvias, los datos que se
pueden observar en la tabla II indican una mayor concentracion en Altzomoni para
Mn, Fe, Zn, Mb, Co y Cd en la temporada de secas y de Mn, Fe, Cu, Mb, Cr, Co,
Cd, Sb y Pb en lluvias en comparacién a los testigos y al CCA. En el CCA Para el
Cu, V, Cr, Sb y Pb se registra mayor concentracién en la temporada de secas y en
el caso del V y Zn existid una mayor concentracion en las hojas en lluvias. Cabe

destacar en todos los casos tanto en testigos como en expuestos se encontré una

-42 -



mayor concentracion de los metales evaluados que los reportados para su L.D.
(kg/L).

8.2 Expresion de micro-RNAs
Se obtuvo la expresion del microRNA398 mediante la prueba de PCR de punto

final en la temporada de secas y lluvias 2015 en 7. officinaley R. gerberifolius. Los
resultados obtenidos se observan en los geles localizados en las figuras 22 y 23
respectivamente; para corroborar que las bandas localizadas en los geles eran del
miR398 se realizd el corrimiento del oligonucledtido constitutivo U6 en ambas
especies observado en la figura 24. Los resultados encontrados mediante la
presencia de bandas en las muestras, indican la expresion diferencial del miR398
conforme avanza el tiempo de exposicion con relacion a los testigos de la semana
cero en ambas plantas, observandose una marca mas intensa después de seis

semanas especialmente en la temporada de lluvias y en Robinsonecio gerberifolius.
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9. Discusion

Debido a que la atmdsfera es una mezcla compleja, hacer una estimacién del
riesgo genotdxico que implica resulta dificil (Piraino et al, 2006), en este trabajo
se plantea una estrategia basada en el establecimiento de dos plantas silvestres
como biomonitores u organismos centinela para evaluar el potencial genotdxico del
ambiente de dos sitios ubicados uno en el Estado de México (Altzomoni) y otro en
la Ciudad de México (Centro de Ciencias de la Atmosfera), asi como para detectar

la expresidn de microRNAs asociados a estrés.

Dado su importante lugar en la cadena tréfica y su naturaleza sésil, las plantas
pueden ser utilizadas como sensores estables en los ecosistemas, siendo una
buena fuente para obtener informacion relacionada a los compuestos peligrosos
del ambiente como a sustancias quimicas lipofilicas e hidrofilicas y a metales
pesados que pueden generar dafio genotdxico en distintos organismos vivos
(Gichner et al, 2000; Ventura et al., 2013). Estas se encuentran continuamente
expuestas a la mezcla de contaminantes y debido a su capacidad de acumulacion
constituyen biomonitores de contaminacion muy importantes, las raices se
encuentran en constante proliferacion por lo que pueden presentar una
recuperacion pronta del dafio y retirar los aductos generados al DNA;
particularmente las hojas son un tejido éptimo para el biomonitoreo in situ de
agentes genotoxicos, logrando detectar lesiones al DNA después de tiempos largos
de exposicion (Gichner et al, 1999, 2000; Ventura et al/, 2013). Aunque la
respuesta de la plantas a los contaminantes ambientales no puede ser
directamente extrapolada para predecir su efecto en la salud humana, son muy
utiles como bioindicadores y biomonitores de estrés ambiental (Guimaraes et a/.,
2000).

El ensayo cometa permite combinar técnicas bioquimicas para detectar
rompimientos al DNA de cadena sencilla, doble, sitios alcali-labiles vy

entrecruzamientos en los nucleos de células individuales; siendo una prueba
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genotdxica sensible, rapida y econdmica (Gichner et a/., 2003; Awadhesh, 2008).
Esta permite observar rompimientos al DNA que pueden dar origen a aberraciones
cromosomicas si no son reparados correctamente. Todo esto puede provocar
muerte celular o condiciones patoldgicas en las que el dafio llega a ser heredable
y/o conducir a eventos de carcinogénesis (Fadeel et a., 1999). Este se lleva a cabo
a distintas escalas bioldgicas y evallia el dafio en diferentes respuestas eco
toxicoldgicas en varios niveles como son: desarrollo, reproduccion, fisiologia o a

niveles bioquimicos (Poli et al., 1999).

El dafio genético observado en este estudio en ambas plantas esta relacionado
con el tiempo de exposicion tanto en temporada de secas como de lluvias y
coinciden con valores elevados de varios contaminantes monitoreados por el grupo
de espectroscopia y percepcion remota del CCA-UNAM en Altzomoni y en el Centro
de Ciencias de la Atmodsfera, esto puede asociarse a la acumulacion de éstos
generando un mal funcionamiento de la planta por interaccion con el material
genético (Hossain y Hug, 2002; Gichner et al., 2004). Los datos también permiten
vincular un dafio mas alto registrado en temporada de lluvias, con una mayor
cantidad de gases contaminantes (NO, NO,, SO,, CO, y CH4) detectados por
espectroscopia en el infrarrojo transformada de Fourier (FTIR) de alta resolucion
por absorcidon solar en esta temporada. Esta respuesta de las plantas puede
deberse también a un aumento en la humedad relativa del ambiente, asociado a
su fisiologia, dado que la apertura estomatica es mayor en esta época para
favorecer la transpiracion y por ende puede haber una mayor entrada de los gases
contaminantes responsables del dafo al DNA. La media de los contaminantes fue
constante a lo largo del tiempo de exposicion, sin embargo el dafio acumulado al

DNA se incrementd en las semanas 2, 4 y en la semana 6 fue mayor.

Al evaluar la interaccidon de los gases contaminantes con radiaciones UV en el
ambiente se han asociado danos en el DNA como rompimientos de cadena sencilla,

doble, efecto en sitios alcali-labiles, oxidacién de bases, reacciones DNA-DNA y
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entrecruzamientos DNA-proteina (Ventura et al/, 2013). Algunos estudios
demuestran que la exposicion a gases contaminantes como Os; y CO, generan
momentos de la cauda elevados respecto a los testigos y si estos se encuentran
juntos el dafio es mayor (Tai et al, 2010) en el presente trabajo, éste ultimo
registrd un incremento significativo durante la semana 6 en la temporada de
lluvias y puede ser responsable del aumento en la genotoxicidad detectada en
ambas especies; Restivo et al (2002) y Sriussadaporn et al. (2003) demuestran un
mayor dafo al DNA asociado a concentraciones mas altas de los gases

contaminantes en plantas expuestas en vias transitadas.

Por otro lado, los contaminantes monitoreados en la estacion atmosférica de
Altzomoni fueron menores a los encontrados en el CCA debido a que es una zona
protegida con menor transito vehicular y pocas emisiones de gases contaminantes.
Los valores altos de dafio al DNA observados en las plantas provenientes de
Altzomoni pueden explicarse considerando que durante el transcurso de la
exposicion hubo un incremento en la presencia de varios metales pesados,
particularmente en la semana 6 que puede deberse a las continuas exhalaciones
del volcan Popocatépetl cuyas cenizas liberadas pueden contener Mn, Cu, Zn y Pb

(Narvaez-Porras y Cano-Valle, 2004).

Los metales pesados tienden a bioacumularse y pueden asociarse a moléculas
organicas mediante uniones ligando-metal con uniones no covalentes (Schaaper et
al., 1987), puede inhibir la actividad de algunas proteinas o dafar su estructura,
desplazar elementos esenciales para el metabolismo generando deficiencias en el
organismo y catalizar la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROS) o
radicales libres que provocan estrés oxidante, éste puede involucrarse en dano
celular a distintos niveles: inactiva proteinas o enzimas por oxidacién de grupos
sulfhidrilo en los puentes disulfuro, puede romper las cadenas que forman las
membranas o tener efectos sobre el DNA como mutaciones, aberraciones

cromosomicas o alteraciones en la sintesis y reparacién. En las plantas, existen
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efectos deletéreos inducidos por la exposicion a metales los cuales generan estrés
oxidante; al existir la intoxicacion se generan EROS que tiene que ser removidos
para evitar un dafio oxidativo. Estos organismos unen a los metales pesados a
metaloteoneinas (proteinas ricas en cisteinas) (Cobbet y Goldsbrough, 2002), éstas
proteinas especializadas actian como eliminadores de EROS y moléculas sefal
dentro y fuera del nucleo interactuando con el material genético (Wang et al,,
2010; Balestrazzi et al, 2011a). El dafio formado por los radicales OH  pueden
conducir a carcinogénesis mediante la alteracion de oncogenes, genes supresores

de tumores o genes reguladores del crecimiento (Navarro-Avifio et al., 2007).

El plomo (Pb) incrementado ampliamente en la semana 6 de la temporada de
lluvias en ALT busca unirse a los grupos fosfatos de la cadena de DNA (Tajmir-
Riahi et al, 1993) formando compuestos clastogénicos (Leonard, 1988) y esta
relacionado a problemas en la sintesis del DNA, mutaciones y aberraciones
cromosomicas (Rojas et al., 1999), el cadmio (Cd) visiblemente elevado en ambos
sitios durante lluvias y secas interactia con los acidos nucleicos sobre los grupos
fosfato (Jacobson y Turner, 1980; Koizumi y Waalkes, 1990) induciendo
rompimientos de DNA, aberraciones cromosomicas e intercambio de cromatidas
hermanas (Gebhart y Rossman, 1991) y el cobre (Cu) acrecentado en ALT en
lluvias estd involucrado en la respuesta de defensa por antioxidantes,
desintoxicacion y regula genes de transcripcién (Karmous et al., 2014) generando
iones superdxido, perdxido de hidrogeno y radicales hidroxilo los cuales dafian a la
célula, principalmente a las proteinas en sus cadenas de aminoacidos mediante
oxidacion (Bona et al., 2007; Villiers et al., 2011).

Diversos trabajos relacionados con la genotoxicidad de Pb y Cd han probado
que tienen efecto carcinogénico (Valverde et al, 2000, 2001). En el presente
estudio los metales cuantificados en las hojas de las plantas, mostraron una mayor
cantidad de Mn, Fe, Cu, Zn, V, Cr, Co, Cd, Sb y Pb en la época de lluvias que en la

época de secas en la mayoria de los casos en ambas atmdsferas.
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El estrés genotdxico en plantas es considerado como un factor critico que dafa
la productividad y el estado fisico de la estabilidad del genoma, las lesiones mas
frecuentes en el DNA son los dafios a las bases por oxidacion, alquilacion,
desaminaciodn, sitios apurinicos o apirimidicos (AP) y rompimientos de cadena
sencilla (Tuteja et al., 2009). Al sufrir alteraciones de este tipo se activan sefiales
de transduccion que generan arresto en el ciclo celular y esto permite regular la
expresion de genes de reparacion, al causarse el dafo en el nucleo y generar
estrés oxidativo en el exterior se inicia una compleja actividad molecular que
puede resultar en muerte celular programada (Balestrazzi et a/., 2013). Angelis et
al. (2000) encontrd en Vicia faba adaptaciones posteriores al pre-tratamiento con
agentes mutagenos alquilantes utilizando el ensayo comenta como medida para los
niveles de APs en los que observd una reduccidn del dafio al DNA. La respuesta de
distintos genes de reparacidon relacionados a estrés abidtico, como son los
contaminantes del aire y los metales pesados, representa una oportunidad valiosa
para realizar investigaciones profundas de las relaciones entre reparacion de DNA y
adaptacion genotoxica (Balestrazzi et al, 2013). Los ensayos protedmicos o
gendmicos constituyen un elemento muy importante para complementar los
estudios de genotoxicidad (Fielden y Zacharewski, 2001; Awadesh, 2008), con la
intencién de analizar el efecto de los contaminantes atmosféricos sobre ambas
plantas a un nivel mas fino, se estudid la expresion del miR398 mediante la
técnica de PCR de punto final en las muestras que presentaron mayor dafio
genotoxico, es decir las de la semana 6 comparandolas con la semana 0 en ambas

temporadas vy sitios de exposicion.

En las plantas muchos procesos como el desarrollo, distintas sustancias de
sefalizacién, degradacion de proteinas, floracion, mantenimiento del genoma,
respuesta a estrés ambiental o invasion de patdgenos son regulados por vias
similares mediante distintos miRNAs (Palatnik ef a/, 2003; Aukerman y Sakai,
2004; Vaucheret et al., 2004; Chen, 2005; Mallory et al/., 2005; Kantar et al., 2010,
2011). El miR398 esta relacionado con respuesta a estrés oxidante, presencia de
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metales como Cu®* y Fe®*, ozono, &cido abscisico, estrés salino o patdgenos
disminuyendo o aumentando su expresidn como proteccidon al organismo (Sunkar
et al, 2006; Jagadeeswaran et al, 2009; Kumar, 2014). Estudios recientes
muestran que los mMiRNAs en plantas afectan a nivel de mRNA generando
represion en la traduccion (Brodersen et al., 2008) y se ha encontrado que la
exposicion a radiacién induce paralelamente microndcleos (MN), metilacion del
DNA y expresion de miRNAs; relacionando la inestabilidad gendmica por la
formacién de MN con una baja expresion de diversos miRNAs (mmu-miR-720, hsa-
miR-107, 181d, 680, 720, 1305 y 1826) (Aypar et al., 2011).

Entre los miRNAs de respuesta al estrés, el miR398 se ha descrito
directamente involucrado en la respuesta a agentes oxidantes (EROS), deficiencia
de agua o cobre y fosfato, por estrés salino, por acido abscisico o por UV, entre
otros (Zhu et al, 2011). Al analizar la expresion del miR398 después de 6
semanas, se observa que en R. gerberifolius hay una expresion menor en el
testigo, mediana en el CCA y muy aumentada en ALT en la temporada de lluvias,
mientras que 7. officinale practicamente no presenta marca en ninguna condicién
durante ambas temporadas; lo cual puede indicar una respuesta de tolerancia al
estrés, causado por la exposicidn a los contaminantes ambientales y metales

pesados, disminuyendo la produccion del miR398.

En esta investigacion se observd en general una mayor expresion del miR398
en R. gerberifolius sobre T. officinale en temporadas de secas Yy lluvias, sugiriendo
una diferencia en la sensibilidad de ambas plantas pero también una respuesta
distinta, ya que miRNAs que se han conservado evolutivamente en varias especies
de plantas, pueden responder de maneras diferentes a ciertos tipos de estrés
abidtico debido a las caracteristicas variables entre especies. Los mecanismos
subyascentes a las respuestas diferenciales entre especies necesitaran
investigacion posterior (Sunkar et al., 2006; Kantar et a/, 2011; Wang et a/., 2011,
Zhu et al,, 2011).
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El estudio de la contaminacion del ambiente es una prioridad en los paises
desarrollados, en México no existen estudios que relacionen el efecto genotdxico
en organismos vegetales centinela con el estado de la calidad del aire. Sin
embargo hay trabajos con nifios de la Ciudad de México en células de epitelio
nasal que muestran diferencias significativas respecto a niflos que viven en lugares
con menor trafico vehicular mediante la prueba del ensayo cometa (Calderdn-
Garciduefas et al, 1999). Entre algunos trabajos relacionados al tema cabe
destacar a Baumgardner et al. (2012) que sefalan la importancia de los
ecosistemas peri-urbanos en la mitigacion de la contaminacion del aire de la
Ciudad de México. Por esto y con base en los resultados obtenidos en el presente
trabajo se puede afirmar que el monitoreo de los contaminantes mediante
organismos vegetales debe ser considerado gracias a que da un esquema de
riesgos ecotdxicos y genotoxicos, los cuales brindaran resultados favorables para la
poblacién tanto a nivel de salud como de conocimiento de los principales

contaminantes atmosféricos.
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10. Conclusiones

En ambas especies se mostré genotoxicidad directamente proporcional al
tiempo de exposicion en temporada de lluvias y secas, siendo mas sensible R.
gerberifolius mostrando que la temporada de lluvias provocé mas dano que la de

secas mediante la prueba de electroforesis unicelular alcalina.

Se obtuvo una mayor expresion de miR398 en R. gerberifolius en comparacion

con 7. officinale en ambas temporadas expuestas a distintas atmdsferas.

Este estudio resalta la importancia de implementar estas técnicas
paralelamente a los analisis quimicos tradicionales, asi como a metodologias de

vanguardia como es el analisis de espectroscopia y percepcidon remota.
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Figura 1. Fuentes emisoras de gases atmosféricos contaminantes en la ZMVM

(Tomado de: Inventario de Emisiones Contaminantes y de Efecto Invernadero,

2012).
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Figura 2. Contaminantes emitidos por fuentes antropogénicas en la ZMVM

(Tomado de :Inventario de Emisiones Contaminantes y de Efecto Invernadero,

2012).
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Figura 3. Emision de contaminantes por fuente y tipo en la ZMVM. (Tomado de:
SEMARNAT. Inventario Nacional de Emisiones de México 2005. México, 2012.)
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Figura 4. Emision de monoxido de carbono (CO) por fuente en la ZMVM (Tomado
de: Inventario de Emisiones Contaminantes y de Efecto Invernadero, 2012).
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Figura 5. Emision de dxidos de nitrdgenos (NOx) por fuente en la ZMVM (Tomado

de: Inventario de Emisiones Contaminantes y de Efecto Invernadero, 2012).
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Figura 6. Emisiones de material particulado de 10pm (PM;q) por fuente de origen
en la ZMVM(Inventario de Emisiones Contaminantes y de Efecto Invernadero,

2012).
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Figura 7. Emisiones de material particulado de 2.5um (PM;s) por fuente de origen
en la ZMVM (Tomado de: Inventario de Emisiones Contaminantes y de Efecto

Invernadero, 2012).
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Figura 8. Emisiones de compuestos organicos volatiles (COV) por fuente de origen
en la ZMVM (Tomado de: Inventario de Emisiones Contaminantes y de Efecto

Invernadero, 2012).
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Figura 9. Posibles mecanismos de induccién de estrés oxidante por metales

pesados (Modificado de Ercal et al., 2001)
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Figura 10. A) 7. officinale y B) R. gerberifolius
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Figura 11. Esquema de la metodologia general del ensayo cometa alcalino.
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Figura 12. Fotografias de nucleos obtenidos por el ensayo cometa. A) Nucleo
intacto y B) Nucleo dafiado después de la exposicidén a contaminantes
atmosféricos.
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Figura 13. Partes del “cometa” visto en un programa de medicion. (Modificada de
Cell Biolabs Inc.)
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Inhibicion de la traduccion
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Figura 14. Biogénesis de miRNAs en plantas. (Tomada de Flores et a/., 2007)
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Figura 15. Respuestas a estrés por agentes quimicos o por salinidad de A. thaliana

(verde), M. truncatula (amarillo) o ambas (rosa) (Tomado de Kumar, 2014).
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Figura 17. Ubicacion del Centro de Ciencias de la Atmosfera, UNAM (Tomado de

Google Maps).
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Genotoxicidad inducida en T. officinale
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Figura 20. Dafio genotdxico encontrado en 7. officinale expuesta en
temporadas de secas y lluvias 2015.

Genotoxicidad inducida en R. gerberifolius
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Figura 21. Dafo genotdxico encontrado en R. gerberifolius expuesta en
temporadas de secas y lluvias 2015.
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Abreviaturas:

To= Taraxacum officinale

Rg= Robinsonecio gerberifolius

T= testigo

C.C.A.=Expuestos en el Centro de Ciencias de la Atmésfera
Altz= Expuestos en Altzomoni

Figura 22. Revelado de productos de PCR (miR398) en 7araxacum officinale (To)y
Robinsonecio gerberifolius (Rg) expuestas en la temporada de secas 2015.
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Abreviaturas:

To= Taraxacum officinale

Rg= Robinsonecio gerberifolius

T= testigo

C.C.A.=Expuestos en el Centro de Ciencias de la Atmdsfera
Altz= Expuestos en Altzomoni

Figura 23. Revelado de productos de PCR (miR398) en 7araxacum officinale (To)y
Robinsonecio gerberifolius (Rg) expuestas en la temporada de lluvias 2015.
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Abreviaturas:

To= Taraxacum officinale

Rg= Robinsonecio gerberifolius
T= testigo

C.C.A.=Expuestos en el Centro de Ciencias de la Atmésfera
Altz= Expuestos en Altzomoni

Figura 24. Corrimiento de PCR del gen constitutivo U6 en 7araxacum officinale

(To)y Robinsonecio gerberifolius (Rg),
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Tabla I. Contaminantes monitoreados por Espectroscopia FTIR de Alta Resolucion por absorcion solar durante la
temporada de secas y lluvias 2015 en el Centro de Ciencias de la Atmdsfera (CCA) y Altzomoni (ALT).

PM:s “PMus UVA UVB

*CHa *CO °NO °NO:
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1249 | 1304
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CCA 411.32 41553
ER= 2778 | 2244 | 4311 | 3238 | 2681 | 3645 1903 | 1564 | 4458 | 4284

15.36
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Tabla II. Metales pesados analizados por espectrofotometria de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente
en las hojas de T. officinale durante la temporada de secas y lluvias 2015 a seis semanas de exposicion.

Fe Cu In Mo \'"/ Cr Co cd Sb Pb

"
=
=

L.D.

[wa/L] 0.061 | 0.061)] 0.25 | 0.25 | 0.03 | 0.03 | 0.18 | 0.18 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 | 0.01 } 0.01 | 0.002 ] 0.002 0 0 0.01 | 0.01 | 0.02 | 0.02

T 19.33 | 84.64 | 68.90 | 29.12 | 5.78 | 8.89 | 36.34 | 18.13 | 1.15 | 1.46 |179.51] 78.73 |466.97]139.10] 39.29 | 39.35 | 96.36 | 39.60 | 37.32 | 3.99 |554.12]557.51

CCA | 51.19 | 49.59 |102.92] 81.15 | 5.22 | 5.22 | 16.84 | 13.81 | 0.44 | 0.69 |560.52)315.13]314.47]302.59109.77123.46] 56.15 | 73.07 | 28.82 | 22.08 |508.09533.18

Altz |529.73]112.77]202.89] 93.51 | 13.99 | 5.65 | 0.06 | 55.43 | 3.10 | 1.83 ]495.32|274.09]526.94152.06|247.65]192.72|518.34]133.66|176.89| 5.35 |808.46|175.15
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