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Resumen 
 
Se ha asociado a la mezcla de gases contaminantes presentes en la atmósfera de la 
Ciudad de México con diversas enfermedades de la población. Su efecto se puede estudiar 
en diversos sistemas biológicos, entre éstos, los vegetales son importantes por constituir 
gran parte del ecosistema y estar en la base de la cadena alimenticia. Entre las diversas 
estrategias para abordar este análisis, en este trabajo se eligió la Muerte Celular 
Programada (MCP), secuencia de eventos que dirigen la destrucción de la célula, ésta 
comprende tres tipos principales: apoptosis, autofagia y necrosis, cada uno presenta 
características morfológicas y mecanismos enzimáticos distintivos. Durante la apoptosis en 
plantas, la pared celular impide la formación de cuerpos apoptóticos, por lo que se ha 

descrito el término MCP-parecida a la apoptosis (AL-PCD por sus siglas en inglés). 

El objetivo de esta investigación fue evaluar el efecto de la contaminación atmosférica del 
Valle de México, en la inducción de MCP empleando a Robinsonecio gerberifolius y Senecio 
roseus como modelos, exponiéndolas en cuatro sitios distintos: Centro de Ciencias de la 
Atmósfera (CCA), Tlalnepantla (Tlal), Ecatepec (Eca) y Altzomoni (Alt), de 0 a 12 semanas 
en la temporada de secas y de lluvias del 2018. Se realizó el análisis por PCR de punto 
final de los genes M8, BCN1, NEP, CYTP450 y del miR403 y se evaluaron los cambios 
morfológicos en las células de las hojas. Los resultados se relacionaron con los valores de 
contaminantes del aire y las concentraciones de metales pesados acumulados en el tejido 

foliar. 

Ninguno de los marcadores moleculares de MCP se expresó en los testigos negativos de 
ninguna especie, sitio ni temporada. En las muestras problema, los genes expresados no 
reflejaron un patrón uniforme en relación a las condiciones de exposición. Asimismo, el 
gen NEP no se expresó en ninguna de las condiciones evaluadas, por lo que se descartó el 
evento necrótico. El miR403 se expresó en R. gerberifolius en todos los casos durante la 
temporada de secas, experimentando desregulación en la época de lluvias en algunos 
sitios y tiempos de exposición, mientras que en S. roseus, la expresión-desregulación 
tampoco tuvo un patrón regular respecto a las variables estudiadas: tiempo de exposición, 
sitio o temporada. La morfología celular se evaluó en las muestras expuestas en la 
temporada de lluvias observando en ambas especies una característica morfológica de AL-
PCD en plantas, la contracción del protoplasto a partir de la semana 4 de exposición en 

todos los sitios evaluados.  

Se obtuvo de la Red Universitaria de Observatorios Atmosféricos (RUOA), el registro de los 
contaminantes del aire: CO, NO, NO2, NOX, O3, SO2, PM10, PM2.5, PM10 y PM CO durante 
el tiempo de estudio. La concentración de los gases fue muy diversa, sin embargo, la 
prueba estadística mostró incremento significativo de O3 en la temporada de secas y de 
NO, NO2, y NOX, en la temporada de lluvias. Los metales pesados acumulados en R. 
gerberifolius y en S. roseus fueron Al, Cr, Fe, Ni, Zn, Sb, V, Mn, Co, Cu, Cd y Pb, en 
general, se observó una mayor capacidad para acumular metales de la primera especie 
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con relación a la segunda. Asimismo, hubo mayor acumulación durante la temporada de 

lluvias comparativamente con la temporada de secas.  

En conclusión, la exposición de las plantas a los contaminantes atmosféricos desencadenó 
eventos de AL-PCD en tiempos y temporadas específicas, por lo que las especies 
estudiadas pueden plantearse como modelos para estudios de biomonitoreo de ambientes 
contaminados. Sin embargo, será importante realizar más evaluaciones bioquímicas, 
fisiológicas y morfológicas en otras especies vegetales, con la finalidad de corroborar estos 

resultados ya que las respuestas pueden ser diversas dependiendo de la sensibilidad. 
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Abstract 
 
The mixture of air pollutants present in the atmosphere of Mexico City has been 
associated with various diseases in the human population; their effect can be evaluated in 
many biological systems, such as plants, which are important for constituting a large part 
of the ecosystems and occupying the lowest trophic level. From the different ways to 
approach its analysis, in this study Programmed Cell Death (PCD), a sequence of events 
that lead the destruction of the cell, was chosen. It comprises three main types: 
apoptosis, autophagy and necrosis. Each of them presents distinctive morphological 
characteristics and enzymatic mechanisms. During apoptosis in plants, the cell wall 
prevents apoptotic bodies from forming, so the term apoptosis-like PCD (AL-PCD) was 

described.  

The objective of this research was to evaluate the effect of atmospheric pollution in the 
Valley of Mexico on PCD induction, exposing Robinsonecio gerberifolius and Senecio 
roseus to four different locations: Centro de Ciencias de la Atmósfera (CCA), Tlalnepantla 
(Tlal), Ecatepec (Eca) and Altzomoni (Alt), from 0 to 12 weeks, in dry and rainy seasons 
during 2018. End-point PCR analysis was performed in M8, BCN1, NEP, CYTP450 genes 
and in miR403 and morphological changes in leaf cells were evaluated. The results were 
associated with air pollutants values and heavy metals concentrations found in leaves.  

None of the molecular markers of PCD was expressed in the negative controls of neither 
species, in any site or season. In the problem samples, the expressed genes did not reflect 
a uniform pattern in relation to the conditions of exposure. Likewise, NEP gene was not 
expressed under any of the conditions evaluated, so a necrotic event was discarded. In R. 
gerberifolius, miR403 was expressed in all the cases during the dry season and was 
downregulated in some of the sites and times of exposure during the rainy season. In the 
case of S. roseus, the expression-downregulation of this miRNA didn’t show any regular 
pattern with respect to the studied variables: time of exposure, season or site of study. 
Cell-morphology was evaluated in the samples exposed during the rainy season, noticing 
in both species an AL-PCD morphological feature: protoplast contraction since the fourth 
week of exposure in all the evaluated sites. 

Records of air pollutants CO, NO, NO2, NOX, O3, SO2, PM10, PM2.5 and PM10 were 
obtained from the University Network of Atmospheric Observatories throughout the 
present study. The gas concentrations were very diverse; nevertheless, the statistical 

analysis showed a significant increment of 03 during the dry season and of NO, NO2 and 
NOX during the rainy season. The heavy metals accumulated in R. gerberifolius and S. 
roseus were Al, Cr, Fe, Ni, Zn, Sb, V, Mn, Co, Cu, Cd and Pb. In general terms, a greater 
capacity for metal accumulation was observed in the first one compared with that of the 
latter. Likewise, there was a greater accumulation of metals during the rainy season in 

contrast with the dry season. 

In conclusion, exposing the plants to atmospheric pollutants triggered AL-PCD events in 
specific times of exposure and seasons, so the species selected can be proposed as 
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models in biomonitoring of polluted environments. However, it will be important to carry 
out biochemical, physiological and morphological assays in other plant species in order to 

confirm these results, since responses can vary depending on sensibility. 
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Introducción 

La mezcla de gases contaminantes presentes en la atmósfera de la Ciudad 

de México se ha asociado con diversos daños a la salud humana, la Agencia 

Internacional para la Investigación del Cáncer (IARC por sus siglas en inglés) 

clasificó recientemente la contaminación ambiental como carcinogénica para los 

seres humanos (Grupo 1) y diversos estudios evidencian que la exposición a la 

misma es causa de cáncer de pulmón (WHO, 2003). Los efectos genotóxicos en 

plantas son importantes, ya que éstas constituyen gran parte del ecosistema y 

juegan un papel importante en la cadena alimenticia (Rajput y Agrawal, 2005; 

Loomis et al., 2013). 

Entre los principales contaminantes registrados por la Red Automática de 

Monitoreo Atmosférico (RAMA) en la Ciudad de México, están los de fase 

gaseosa como ozono, monóxido de carbono, bióxido de nitrógeno, óxidos de 

azufre, etc. (Grant, 1994). En ciudades europeas y de Sudamérica, se han 

realizado numerosos estudios sobre el riesgo que implica la exposición 

constante a los contaminantes atmosféricos (Pereira et al., 2013). En contraste, 

en la Ciudad de México este tipo de análisis recibe poca importancia, 

particularmente en modelos vegetales. 

El biomonitoreo in situ mediante plantas superiores como organismos 

centinela se utiliza para caracterizar contaminantes del aire en áreas 

específicas, dado que permite detectar agentes dañinos antes de que afecten al 

ser humano, debido a su alta sensibilidad a tiempos cortos de exposición, fácil 

manejo y mantenimiento económico (Oshima, 1974; Ceretti et al., 2015). Se 

eligieron las plantas silvestres Robinsonecio gerberifolius y Senecio roseus, 

dada su accesibilidad de colecta y a que presentan características importantes 

para establecerse como biomonitores de la contaminación del aire (Purayannur 

et al., 2017).  



6 

 

La muerte celular programada (MCP) se define como una secuencia de 

eventos que dirigen la destrucción de la célula y se describen tres tipos 

principales: apoptosis, necrosis y autofagia, las cuales tienen rasgos 

morfológicos característicos que permiten diferenciarlas entre sí (Reape y 

McCabe, 2010). Asimismo presentan eventos bioquímicos que se asemejan a 

los que ocurren en los animales como la activación de metacaspasas, beclinas, 

citocromos o el gen NEP; activadores de diversas respuestas de defensa frente 

al estrés, incluyendo la muerte celular (Pérez et al. 2007; van Doorn et al. 

2011). 

Los microRNAs son RNAs no codificantes de cadena sencilla y formados de 

pocos nucleótidos (17 a 25), son importantes biológicamente por su papel en la 

regulación genética, tanto por represión transcripcional como por degradación 

post-transcripcional (Bartel, 2004). Se han asociado a diversas funciones en 

plantas como el control y desarrollo de hojas y flores, degradación de proteínas 

y respuesta a estrés ambiental o invasión patógena (Khaksefidi et al., 2015). 
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Antecedentes  

La atmósfera, sus contaminantes y las consecuencias en el ser 

humano 

La atmósfera es una mezcla formada por diversos gases como el nitrógeno 

(78%), oxígeno (21%) y 1% de otros gases que están en contacto con 

diversos contaminantes primarios que al interactuar con la radiación solar y los 

cambios de temperatura pueden generar contaminantes secundarios como el 

ozono o los dióxidos de nitrógeno (Health Effects Institute, 2010; DeMarini, 

2013).  

La Ciudad de México fue considerada por la Organización Mundial de la 

Salud como la más contaminada de América Latina en la década de los 

noventa, la calidad de su aire puede variar dependiendo de diversos factores 

como el crecimiento poblacional y vehicular así como el consumo de energía; 

aunado a la orografía, la alta radiación solar y la altitud (SEDEMA, 2012).  

La contaminación del aire genera diversas afectaciones a la salud humana 

asociadas con habitar y trabajar cerca de avenidas transitadas o en contacto 

con vehículos automotores o industrias (Janssen et al., 2013). La IARC clasificó 

recientemente la contaminación atmosférica como carcinogénica para el 

humano (Grupo 1) debido a estudios que la relacionan con el cáncer de pulmón 

(WHO, 2005; Loomis et al., 2013). Existen diversas enfermedades asociadas a 

cada tipo de contaminante del aire, y dado que en su mayoría son gases, 

pueden entrar por vía respiratoria o cutánea y causar distintos síntomas (Tabla 

1) (Raaschou-Nielsen et al., 2013; Shah et al., 2013).  
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Tabla 1. Principales contaminantes del aire y su efecto en la salud humana. 

 

CONTAMINANTE 

 

FÓRMULA 

 

EFECTOS A  
LA SALUD 

LIMITE 

MÁXIMO 
PERMISIBLE 

 

NORMA 

 

FUENTE 

 

Monóxido de 

carbono 

 

 

 

CO 

 

Cardiopatías 

en ancianos  

Enfermedades 

respiratorias 

 

11 ppm (8 h) 

 

NOM-021-

SSA1-
1993 

 

Sheppard et 
al., 1999. 

 

Óxidos de 

nitrógeno 

 

NOx 

 

Enfermedades 

respiratorias 

 

0.21 ppm (1 h) 

 

NOM-023-

SSA1-

1993 

 

Samoli et al., 
2006. 

 

Óxidos de azufre 

 

SOx 

 

Enfermedades 

respiratorias 

Enfermedades 

cardiovasculares 

 

0.2 ppm (8 h) 

 

NOM-022-

SSA1-

2010 

 

Sunyer et al., 
2003. 

 

Ozono 

 

O3 

 

Enfermedades 
respiratorias 

 

0.07 ppm (8 h) 

 

NOM-020-
SSA1-

2014 

 

Gustafsson y 
Cotgreave, 

1996. 

 

Material 

particulado 

 

PM2.5, PM10 

 

Enfermedades 

cardiopulmonares 

Cáncer de pulmón 

 

45µg/m3 (24 h),  

75µg/m3 (24 h) 

 

NOM-025-

SSA1-
2014 

 

Lim et al., 
2012. 

 

Importancia de las plantas como organismos centinela para el 

biomonitoreo ambiental 

Las plantas superiores son muy útiles para realizar biomonitoreo in situ para 

caracterizar contaminantes de un área específica, se han usado desde 

principios del siglo XX para evaluar diversos grados de daño, generados por 

factores físicos y químicos del ambiente (Ruston, 1921; Rodrigues et al., 1997). 

Debido a su alta sensibilidad, estos organismos permiten detectar la presencia 

de gases contaminantes de la atmósfera como óxidos de azufre y nitrógeno, 
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ozono, formaldehídos, amoniacos e incluso otras mezclas complejas (Ceretti et 

al., 2015). 

El término centinela se refiere a cualquier organismo no humano que pueda 

reaccionar ante un contaminante ambiental antes de que impacte sobre los 

seres humanos y deben reunir ciertas características (Stahl, 1997; Van der 

Schallie et al., 1999):  

a) Poseer una respuesta al agente a monitorear capaz de ser medida, es decir, 

ser sensible al reactivo. 

b) Habitar el territorio en el que se va a realizar la prueba. 

c) Contar con una población suficiente de individuos y  

d) Tener una relación íntima con la fuente de exposición.  

Las ventajas de usar sistemas vegetales para biomonitoreo radican en que 

son muy sensibles a tiempos cortos de exposición de diversos agentes, su 

manejo es sencillo, económico y sustituyen equipos o instrumentos de medición 

de difícil adquisición (Oshima, 1974; Kovalchuk y Kovalchuk, 2008). Las plantas 

ejercen un papel vital en las cadenas tróficas, ya que son la base de la 

producción de energía y alimento, conduciendo a los contaminantes a niveles 

tróficos superiores (Grant, 1994). Existen distintos modelos de plantas, entre 

ellos: Vicia faba, Allium cepa, Zea mays, Arabidopsis thaliana, Tradescantia clon 

4430, Nicotiana tabacum, Crepis capilaris y Hordeum vulgare (Gichner et al., 

2009; Valencia-Quintana et al., 2013; Ventura et al., 2013). 

Los contaminantes atmosféricos se encuentran todo el tiempo en contacto 

directo con las hojas, e ingresan por difusión pasiva por la apertura de 

estomas, los cuales son poros localizados en la superficie de todas las hojas 

donde se realiza el intercambio gaseoso con la atmósfera. La concentración con 

la que pueden ingresar los gases se controla por la resistencia estomática, ésta 

se condiciona por el número de estomas y su grado de apertura, si se reduce la 
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resistencia aumentará la conductancia estomática y esto elevará 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 

concentración del CO2 (Bermejo et al., 2007).  

Robinsonecio gerberifolius (T.M. Barkley y Janovec, 1998) 

Robinsonecio gerberifolius es una planta nativa, de identificación reciente 

que pertenece a la familia Asteraceae y se encuentra distribuida en México en 

regiones alpinas o subalpinas como el Pico de Orizaba, el Nevado de Toluca, el 

Popocatépetl o el Iztaccíhuatl a una altitud entre los 3500 y 4500 msnm. Se 

caracteriza por ser una planta herbácea perenne de 15 a 33 cm de longitud, 

con 1 a 3 escapos. Tiene hojas largas pecioladas de superficie gris-verde 

cubierta de una capa densa de fibras blancas y sus flores crecen en forma de 

disco en inflorescencias de color amarillo entre los meses de julio y diciembre 

(Pruski, 2012) (Fig. 1).  

 

Figura 1.  Robinsonecio gerberifolius. 

 

 



11 

 

 Senecio roseus (Klatt, 1894) 

Perteneciente a la familia Asteraceae, Senecio roseus es una planta 

herbácea perenne, erecta, de 10 a 50 cm de alto, sus flores de color púrpura y 

rojizo se distribuyen en cabezuelas y sus tallos son huecos. Presenta hojas 

basales en forma de roseta, que de forma gradual se van volviendo angostas y 

las hojas superiores son bractiformes y sésiles. Se encuentra localizada en 

laderas de altas montañas a altitudes de 3000 a 4000 msnm, principalmente en 

bosques de Pinus hartwegii con pastizal y en las praderas alpinas y subalpinas. 

En México se ha reportado en el Nevado de Colima, Nevado de Toluca, la 

Malinche, el Pico de Orizaba, el Cofre de Perote y en algunas Montañas de 

Oaxaca (Fig. 2) (Calderón y Rzendowski, 2005). Las plantas utilizadas para este 

estudio presentan características evolutivas similares al pertenecer ambas a la 

familia Asteraceae, Tribu Senecionaceae y localizarse en áreas de distribución 

similares (Pelser et al., 2007). 

 

Figura 2. Senecio roseus. 

 

 

 



12 

 

Muerte Celular Programada (MCP) 

La MCP se define como una secuencia de eventos que dirigen la muerte de 

la célula. Existen diversos estudios de la MCP en relación a los genes pro y anti-

apoptóticos que controlan las actividades celulares (Danial et al., 2003). Se ha 

demostrado que los reguladores pueden modular una variedad de funciones 

celulares y mitocondriales generando diversos metabolitos modificados y la 

homeostasis celular (Murphy et al., 2005).  

Actualmente, hay teorías que indican que estas vías posiblemente ocurrieron 

en organismos unicelulares, aunque la idea de un suicidio celular no es del todo 

ventajosa en la naturaleza. Otras se refieren al hecho de que pueden formar 

colonias para garantizar su existencia. La MCP se basa en un mecanismo 

estricto de diferenciación celular durante varias etapas de desarrollo de las 

plantas, la coincidencia del número de células de su entorno y la defensa 

contra daño genético e infecciones, buscando la eliminación de células 

afectadas. Asimismo, cabe destacar que para que exista un evento de MCP se 

tienen que relacionar distintos programas y funciones efectoras de muerte 

(Ameisen, 2002).    

Muerte Celular Programada Tipo I o Apoptosis 

Existen características comunes entre la apoptosis de animales y plantas por 

lo que probablemente ambas provengan de un mismo ancestro unicelular 

(Lockshin y Zakeri, 2004). Sin embargo en células animales se presenta la 

formación de cuerpos apoptóticos y la presencia de células fagocíticas, las 

cuales no se han reportado en organismos vegetales (Reape y McCabe, 2010). 

Estas células no están en plantas debido a que la pared celular impide la 

ruptura de la célula en cuerpos apoptóticos y su respuesta es la vacuolización 

del citoplasma (Pérez et al. 2007; van Doorn et al. 2011).  
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Debido a esto se considera que las plantas presentan una muerte celular 

programada tipo-apoptosis (AL-PCD) (por sus siglas en inglés), la cual está 

involucrada en distintas etapas de su ciclo de vida, durante todo su desarrollo y 

hasta la senescencia (Beers, 1997; Rogers, 2005; Reape y McCabe, 2008). 

La AL-PCD presenta como característica morfológica principal; la contracción 

del protoplasto lejos de la pared celular, que es mayor a medida que la 

condición de estrés aumenta (Reape y McCabe, 2013). Las plantas a su vez 

presentan mecanismos enzimáticos similares a la apoptosis de células animales 

por medio de meta caspasas (MC) que son proteasas activadoras de la muerte 

celular. Estas moléculas son generadas en la mitocondria, activadas por medio 

del citocromo C, lo que amplifica la activación de diversas proteasas (Reape y 

McCabe, 2008). El citocromo C durante la regulación de la AL-PCD puede 

generar rupturas en la cadena transportadora de electrones dentro de la 

mitocondria, que genera especies reactivas de oxigeno (EROs) que causarán 

una señal de inducción de estrés mayor, similar al producido al exponer a la 

célula a ácido salicílico o peróxido de hidrógeno (H2O2) y la guiará a diversas 

vías de muerte (Jabs, 1999; Reape y McCabe, 2008, 2010, 2013). 

 Se han reportado nueve MC diferentes en Arabidopsis thaliana, estas están 

divididas en dos grupos principales: las tipo I (MC1-3) y las tipo II (MC 4-9) 

basadas en su estructura y similitud de la secuencia; ambos tipos tienen un 

dominio catalítico conservado tipo caspasa formado de dos subunidades. Las 

tipo II son exclusivas de plantas y no presentan pro dominios ni dedos de zinc, 

por lo que se cree que las tipo I son la unión evolutiva con los ancestros 

fotosintéticos (Fig. 3) (Coll et al. 2010; Ohja et al., 2010). Cada MC tiene un 

papel específico en el organismo y se activan a diferentes pH dependiendo de 

su función y localización dentro de la célula (Lam y Zhang, 2012). Además de 

tener variadas acciones celulares, necesitan puntos de activación distintos: la 

MC 1 se encuentra en el cloroplasto y es un regulador positivo de la muerte 
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celular por lesiones (Castillo-Olamendi et al., 2007), la MC 8 se relaciona con 

estrés oxidante por UV y H2O2 y se activa a pH básico (He et al., 2008) y la MC 

9 está en apoplasto y requiere pH bajo, por mencionar algunos casos (Fig. 4) 

(Hoeberichts et al., 2003).  

 

Figura 3. Estructura de las MC tipo I y II en plantas (modificado de Fagundes et 

al., 2015). 
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Figura 4. MC 1 y 8, iniciadores de muerte celular en plantas (modificado de 

Korner et al., 2015).  

 Muerte Celular Programada Tipo II o Autofagia 

La autofagia se considera como un mecanismo de citoprotección contra 

patógenos, en comparación con los animales, en plantas se encuentra 

ampliamente relacionado con eventos de enfermedad y desarrollo (Van der 

Wilden et al., 1980). Se pueden describir diversas características morfológicas 

que indican este tipo de muerte: primero la formación masiva de 

autofagosomas y la organización del citoplasma y organelos en vacuolas líticas 

relacionado con la expansión de éstas y la ruptura del tonoplasto; como 

segundo punto se sugiere la degradación del cloroplasto durante la senescencia 

y finalmente la relación de la maquinaria autolítica que juega un papel principal 

en la respuesta de hipersensibilidad (RH) contra patógenos (Wittenbach et al., 

1982; Ishida et al., 2008; Wada et al., 2009) (Fig. 5 y 6).   
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Figura 5. Vía de activación de autofagia en plantas por RH (modificado de 

Minina et al., 2014).  

 Muerte Celular Tipo III o Necrosis 

La necrosis es una muerte descontrolada en la que la célula pierde su 

capacidad de osmorregulación inundándose de iones y agua, debido a la 

incapacidad de activar vías apoptóticas (Lennon et al., 1991). Durante este 

evento aumenta la fuerza osmótica de la célula. Principalmente, se causa por 

altas dosis de radiación UV-B o por altos niveles de estrés (Mammone et al., 

2000). En plantas se considera como una respuesta de hipersensibilidad, 

estando relacionada con otros tipos de muerte e incluso puede comenzar de 

forma accidental y terminar en vías programadas (Sansón y Zavaleta, 2011) 

(Fig. 6).   
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Figura 6. Características morfológicas de los distintos tipos de muerte celular 

en plantas (Modificado de Gunawardena y McCabe, 2015). 

 Expresión de miRNAs 

Tanto el estrés biótico como él abiótico generan diversos cambios 

fisiológicos en las plantas como respuesta a condiciones adversas. Esto se 

realiza por la reprogramación de sus actividades celulares a través de 

mecanismos de regulación de múltiples genes incluyendo eventos post-

traduccionales. Para que se lleve a cabo la traducción y las células puedan 

regular una gran variedad de funciones biológicas, se necesita realizar el 

proceso de transcripción en el que se generan moléculas de RNA. Solo el 4% 

es codificante, conocido como RNA mensajero (mRNA) y el 96% restante 

forma parte del RNA no codificante, el cual cumple varias funciones dentro de 

la célula y existen tipos, como son: RNA ribosómico (rRNA), que forma a los 

ribosomas donde se lleva a cabo la síntesis de proteínas; RNA de transferencia 

(tRNA), que actúa en la síntesis de proteínas aportando los anticodones al 

mRNA; los RNA nucleares pequeños (snRNA o U-RNA), que actúan en el corte 
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y empalme; los RNA nucleolares pequeños (snoRNA), que modifican al rRNA; 

los RNA interferentes pequeños (siRNA); y los microRNA (miRNA) que regulan 

la expresión de genes individuales (Brown, 2008; Khaksefidi et al., 2015). 

Los miRNAs, son RNAs de cadena sencilla que varían de tamaño desde 

17 hasta 25 nucleótidos (nt); todos sus precursores presentan estructuras de 

tipo tallo y asa y en general se transcriben de regiones intergénicas de forma 

individual o en grupos que están contenidos en un solo transcrito (Bartel, 

2004). 

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 

proteína DCL1 (“Dicer-Like 1”) procesa los pri-miRNAs a pre-miRNAs y después 

éstos son transformados a RNAs pequeños de doble cadena (Flores et al., 

2007). Se puede observar que el extremo 3´del miRNA maduro está metilado 

por la proteína HEN1, lo cual no se encuentra en los miRNAs de animales. Ya 

que están procesados los miRNAs dúplex de 21 pb se transportan al 

citoplasma por Hasty por medio de un mecanismo dependiente de RAN-GTP y 

ahí son reclutados por el complejo RISC, en el cual una de las hebras es 

degradada para dar lugar al RNA maduro (Fig. 7) (Yang y Li, 2012).  
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Figura 7. Biogénesis de miRNAs en plantas (modificado de Yang y Li,  2012).  

La importancia del papel biológico que tienen los miRNAs está referida 

directamente a la regulación genética, tanto por represión transcripcional como 

por degradación post-transcripcional (Dugas y Bartel, 2004). Se han asociado a 

diversas funciones como el control de la proliferación celular, muerte, patrones 

neuronales en nematodos y en plantas se relacionan con el control y desarrollo 

de hojas y flores, degradación de proteínas y respuesta a estrés ambiental o 

invasión patógena (Aukerman y Sakai, 2003; Emery et al., 2003; Johnston y 

Hobert, 2003; Palatnik et al., 2003; Chen, 2005; Zhang et al., 2006). 

Actualmente, se hacen diversos experimentos tipo Northern blot para 

comprobar la expresión individual de los miRNAs en cuestión (Unver et al., 

2010; Kantar et al., 2010, 2011). 

Existen diversos miRNAs que se expresan en distintas condiciones de estrés 

por varios factores abióticos, como pueden ser la exposición a metales 
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pesados, alta salinidad, estrés hídrico, bajas o altas temperaturas, gases 

contaminantes, estrés oxidante o mecánico (Jin et al., 2013; Panahi et al., 

2013; Barrera-Figueroa et al., 2011; Sun et al., 2015; Wang et al., 2015). Se 

ha reportado que el miRNA 403 (miR403) varía su expresión dependiendo de 

las condiciones de estrés a las que se exponga, aumenta en presencia de altas 

temperaturas y está relacionado con su asociación a agentes químicos tóxicos, 

es de gran importancia ya que regula la expresión del gen AGO2 (Fig. 8), el 

cual está involucrado en varias vías de RNAs pequeños de silenciamiento de 

genes post-traduccionales relacionados a fenómenos epigenéticos como la 

metilación del DNA dirigida por RNA, la regulación de miRNAs mediados por la 

escisión del RNA llevado a cabo por otros miRNAs durante condiciones de 

estrés  y juega un papel antiviral en las plantas (Ronemus et al., 2006; 

Khaksefidi et al., 2015).  

 

Figura 8. Papel del miRNA 403 con genes de desarrollo y fenómenos 

epigenéticos (modificado de Khaksefidi et al., 2015). 
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Participación de los organelos en la muerte celular programada en 

plantas 

Los eventos de MCP son ordenados y requieren de energía para el correcto 

control y ejecución del proceso, por lo que las mitocondrias y cloroplastos junto 

con otros organelos son elementos importantes para su regulación (Fig. 9).  

Las plantas, como la mayoría de los seres vivos dependen del metabolismo 

de óxido-reducción de las mitocondrias, el cual en las hojas está estrechamente 

relacionado con los cloroplastos y con el núcleo (Pesaresi et al., 2006; Nunes-

Nesi et al., 2005; Noctor et al., 2007). Asímismo, se relaciona con otras 

funciones celulares como la homeostasis del calcio, el cual está involucrado en 

vías de muerte celular en y con canales de potasio sensibles a ATP en la 

membrana interna de la mitocondria que se relaciona con la permeabilidad de 

la membrana y puede incrementar su tamaño, permitiendo la liberación del 

citocromo C (Petrussa et al., 2004; Giacomello et al., 2007). La alteración de la 

permeabilidad se relaciona con eventos de MCP (Arpagaus et al., 2002; Curtis y 

Wolpert, 2002; Diamond y McCabe, 2007; Scott y Logan, 2007 y 2008).    

La liberación de Citocromo C desde las mitocondrias ha sido demostrada en 

una gran variedad de plantas, incluyendo Arabidopsis thaliana (Yao et al., 

2004) y Vicia faba (Cortés-Eslava et  al. 2018). Sin embargo, los mecanismos 

de acción no están del todo claros. Por otro lado, han encontrado una nucleasa 

dependiente de Mg2+ que está relacionada con la fragmentación del DNA de 

forma similar a la endonucleasa G de células animales (Balk et al., 1999, 2003; 

Balk y Leaver, 2001; Vacca et al., 2006). 

Los cloroplastos son organelos responsables de los procesos fotosintéticos 

en las plantas, están relacionados con eventos de MCP por medio de las 

enzimas metabólicas denominadas porfirinas, importantes en la síntesis de 

clorofilas (Yaeno y Matzuda, 2004; Zapata et al., 2005). En estos organelos se 
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encuentra el complejo Ndh, homólogo al complejo I de la mitocondria y 

proporciona electrones para el mantenimiento del estado redox para optimizar 

la producción de ATP; si aumenta la actividad de estos complejos disminuye el 

ciclo de Calvin y la actividad de la superóxido dismutasa (SOD) generando una 

cantidad insuficiente de H2O2 para eliminar los electrones y por lo tanto el 

cloroplasto produce O2
-, daño oxidante y menor producción de ATP (Robert et 

al., 2009). Asímismo, la relación con el complejo NADPH oxidasa juega un 

papel importante en la modulación de señales de desarrollo y defensa de las 

plantas (Casano et al., 2000; Yao y Greenberg, 2006). Además, se ha 

encontrado que tratamientos con difenilenodonio (DPI), inhibidor del complejo 

NADPH oxidasa, suprime parcialmente la activación del proceso de autofagia 

bajo condiciones de estrés foto oxidante (Vanhee et al., 2011; Pérez-Pérez et 

al., 2012). 

El retículo endoplásmico juega un papel importante en el restablecimiento 

de la homeostasis celular por acumulación de proteínas mal plegadas, señal de 

estrés que induce la expresión de chaperonas y otras proteínas relacionadas 

(Ron y Walter, 2007). Estas proteínas mal plegadas se translocan a citosol y se 

degradan vía proteosoma y autofagia, si las plantas sufren algún nivel de estrés 

en el retículo endoplásmico se induce autofagia igual que en animales y 

levaduras (Liu y Bassan, 2012; Robert, 2012).  
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Figura 9. Relación de la MCP en animales y plantas con los diversos organelos 

celulares (modificado de Borrás et al., 2006). 

Ensayos para la evaluación de muerte celular en plantas 

 Expresión de genes de muerte 

Para evaluar la presencia de MCP en los seres vivos existen técnicas que 

determinan la activación de moléculas que inician estos procesos, pueden 

elegirse diversos marcadores moleculares que indican si la detección es en una 

fase temprana (M8) o si está relacionada con algún tipo de estrés específico. Si 

estos marcadores se expresan (M8, BCN1, NEP, CYTP450) sugieren que las vías 

de señalización se están llevando a cabo como respuesta a cambios en el 

entorno o en el interior de las células (Benjamin et al., 1998). 

 

 



24 

 

 Evaluación de cambios morfológicos en células vegetales 

En las células vegetales, la MCP puede observarse a través de cambios en la 

organización de la membrana citoplasmática y la condensación de la cromatina. 

Si el proceso avanza se percibirá fragmentación nuclear y cambios en las 

mitocondrias y en el retículo endoplásmico que se fusiona con la membrana 

plasmática. Estas modificaciones, así como la aparición de cuerpos apoptóticos 

pueden apreciarse por microscopía de luz de campo claro o fluorescencia donde 

se nota la organización celular, y si se quieren evidenciar cambios en la 

mitocondria o el retículo se recomienda utilizar la microscopia electrónica 

(Schwartzman y Cidlowski, 1993; Alfaro et al., 2000). 
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Justificación 

La contaminación ambiental es una problemática mundial que afecta la 

salud de los seres vivos y en especial del humano. El uso de organismos 

centinela permite contar con alertas sobre las reacciones biológicas de los 

organismos frente a xenobióticos, antes de que impacten en el desarrollo de 

enfermedades. El uso de las plantas silvestres Robinsonecio gerberifolius y 

Senecio roseus, como biomonitores de contaminación del aire carece de 

investigaciones asociadas; por lo que este estudio permitirá establecerlas como 

sensores biológicos permitiendo observar los efectos inmediatos, además de 

evaluar su capacidad de bioacumulación y sus repercusiones.  

Asimismo, la correlación de la respuesta biológica con la determinación 

química de los metales pesados acumulados en las hojas y el análisis 

espectroscópico de los contaminantes presentes en el aire, puede aportar 

información para lograr conclusiones importantes.   
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Objetivo general 

Evaluar el efecto de contaminantes atmosféricos y su acumulación en la 

inducción de muerte celular programada y expresión del miR403, empleando 

como organismos blanco dos plantas silvestres en tres sitios urbanos y uno 

rural del Valle de México durante las temporadas de secas y lluvias del 2018. 

Objetivos particulares 

 Valorar la expresión de genes de muerte celular programada y del miR403 

en Robinsonecio gerberifolius y Senecio roseus expuestas a sitios con 

distinto grado de contaminación. 

 Observar los cambios morfológicos presentes en las células de las 

estructuras foliares de las plantas.  

 Relacionar el contenido de metales pesados acumulados en las hojas y el 

análisis espectroscópico de los contaminantes atmosféricos presentes en 

los sitios de estudio con la respuesta celular. 

Hipótesis 

Dado que diversos contaminantes atmosféricos causan muerte en las células 

vegetales, se espera que al exponer plantas de R. gerberifolius y S. roseus a 

sitios urbanos y rurales del Valle de México con distinto grado de 

contaminación, se observará una respuesta diferencial que conduzca a muerte 

celular programada y a la inducción del miR403, en los diferentes sitios y 

temporadas de exposición.    
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Metodología  

Recolección de plantas nativas 

Se realizó manualmente la recolección de 40 individuos de cada una de las 

plantas nativas (Robinsonecio gerberifolius y Senecio roseus) en el Parque 

Nacional Izta-Popo de forma cuidadosa, para obtener a los individuos íntegros, 

sin generarles estrés o lesiones en algún tejido. 

Aclimatación de las plantas 

Las plantas fueron transportadas en contenedores con agua potable al 

laboratorio de Genotoxicología Ambiental en el Centro de Ciencias de la 

Atmósfera en Ciudad Universitaria. Se mantuvieron en estos recipientes por 

tres a cinco días para ayudar a la generación de nuevas raíces y permitir su 

recuperación del estrés del traslado. Posterior a este tiempo se colocaron en 

macetas limpias con tierra esterilizada libre de contaminantes y 

microorganismos teniendo cuidado de no dañar las hojas o raíces. Se 

mantuvieron en condiciones controladas de luz (12 horas luz/12 horas 

oscuridad), agua (20%) y temperatura (19 °C) y bajo observación por 4 

semanas, finalmente se realizó la selección de las plantas asegurando que se 

encontrarán en estado óptimo para la experimentación. 

Exposición a los distintos sitios de estudio. 

Se realizó la exposición de las plantas en 4 sitios, tres urbanos: Tlalnepantla 

(Tlal) (19.5290 N, 99.2045 O), Ecatepec (Eca) (19.5329 N, 99.0303 O) y el 

Centro de Ciencias de la Atmósfera (CCA) (19.3262 N, 99.1761 O) y uno con 

menor tráfico vehicular y no industrial: Altzomoni (Alt) (19.0707 N, 98.3918 O), 

localizado dentro del Parque Nacional Izta-Popo en el Estado de México. El 

testigo se mantuvo bajo las mismas condiciones controladas de la aclimatación, 

dentro de una cámara de crecimiento libre de contaminantes. En cada sitio de 
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estudio las macetas se colocaron sobre dispositivos que las mantuvieron 

hidratadas durante los tiempos de exposición y se protegieron de la lluvia, 

manteniéndolas durante lapsos de 0 a 12 semanas. La colecta de muestras se 

realizó a distintos tiempos de exposición (0, 4, 8 y 12 semanas), siendo la 

temporada de secas la semana 4 del 23 de enero al 20 de febrero, la semana 8 

al 20 de marzo y la semana 12 al 17 de abril; y la temporada de lluvias la 

semana 2 del 3 de septiembre al 17 de septiembre, la semana 4 al 1 de 

octubre, la semana 8 al 29 de octubre y la 12 al 26 de noviembre del 2018. 

Posteriormente, se trasladaron de nuevo al laboratorio y se sometieron a 

diversas pruebas para evaluar la inducción de muerte celular en cada una de 

las especies y en cada una de las temporadas de secas y lluvias del 2018 

(Jaúregui, 1995) (Fig. 10). 

 

Figura 10. Sitios de exposición de cada una de las especies. 
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Análisis de genes (M8, BCN1, NEP, CYTP450, miR403) 

 Extracción de RNA 

Las hojas de las plantas expuestas fueron pesadas y congeladas en la fecha 

de recolección. Posteriormente, se homogeneizaron con trizol (1 mL por 50-100 

mg de tejido) y se incubaron por 5 minutos a una temperatura de 15 a 30 °C 

para permitir la disociación completa de los complejos núcleo proteicos. Se 

agregaron 200 µL de cloroformo por 1mL de trizol, se agitaron con vórtex por 

15 segundos y se incubaron a una temperatura de 15 a 30 °C por 2 a 3 

minutos. Las muestras se centrifugaron a 9,200 g por 15 minutos 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 tomó de la fase acuosa y se transfirió a un tubo limpio con 0.5 mL de 

isopropanol por 1 mL de trizol. Las muestras se incubaron a 4 °C por 24 horas 

y se centrifugaron a 9,200 g por 10 minutos entre 2 y 8 °C. El RNA se precipitó 

formando un botón al fondo del tubo, se decantó el sobrenadante, se lavó dos 

veces con etanol al 75% (1 mL de etanol por 1 mL de trizol). Se homogeneizó 

con vórtex y se centrifugó a 2,300 g por 5 minutos a 2 a 8 °C. Se dejó secar el 

botón de RNA al aire de 5 a 10 minutos, posteriormente se resuspendió en 50 

µL de agua libre de RNAsas y se almacenó a -20 °C hasta su uso. 

 Cuantificación de RNA 

Se determinó la concentración y pureza del RNA total de cada muestra en 

un espectrofotómetro de UV para micro volúmenes Nanodrop-1000 (NanoDrop 

Lite Printer, Thermo Scientific) a una longitud de onda de 260 nm, colocando 

un volumen de 2 µL de cada una de las muestras obtenidas previamente por 

extracción.  
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Síntesis de cDNA 

La síntesis del cDNA se realizó empleando el “Kit” de Thermo Scientific 

RevertAid First Strand cDNA Synthesis con la mezcla de reactivos específicos, 

para el cual se empleó una concentración de RNA final de 20 ng/µL. Las 

condiciones utilizadas en el termociclador (BIORAD- MJ MINI, modelo PTC-

1148) fueron: ciclo 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 último ciclo a 4 °C; a esta temperatura se 

mantuvieron hasta su uso. 

PCR de punto final 

La PCR de punto final se realizó mezclando reactivos específicos marca 

Thermo Scientific junto con los oligonucleótidos de cada uno de los genes 

estudiados (Tabla 2), los cuales fueron diseñados previamente y el cDNA 

sintetizado para cada una de las diversas condiciones evaluadas. La muestras 

fueron colocadas en el termociclador y las condiciones aplicadas fueron: ciclo 

de desnaturalización a 94 °C por 5 minutos, ciclo de amplificación que consta 

de tres pasos, el primero a 94 °C por 30 segundos, el segundo a 42 -53 °C 

(dependiendo del gen en cuestión) por 30 segundos y el tercer paso a 72 °C 

por 30 segundos, repitiendo este proceso 40 veces; posteriormente se inició un 

ciclo a 72 °C por 5 minutos y un último ciclo a 20 °C por 5 minutos. Se 

mantuvieron las muestras a 4 °C hasta su corrimiento en los geles de 

poliacrilamida al 10% revelados con nitrato de plata, colocando un volumen 

final de 10 µL (5 µL productos de PCR + 5 µL de amortiguador 2x de carga de 

urea). Se corrió la electroforesis a 110 voltios durante 60 minutos. Y se capturó 

la imagen del gel obtenido analizando el peso molecular de cada una de las 

bandas observadas. 
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Tabla 2. Secuencias de oligonucleótidos utilizados para analizar la expresión de 

los genes estudiados por reacción en cadena de la polimerasa.  

GEN ESPECIE SECUENCIA (5´-3´) 
TAMAÑO DEL 

AMPLIFICADO Tm (°C) 

AtmiR-403-F A. thaliana CGGCGTTAGATTCACGCACA 

75 

58 

AtmiR-403-RT A. thaliana GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTA 71 

qAt-METACAS8-F A. thaliana TAG AGG AGA GAT AGA ATT AGA G 

  
99  

47  

qAt-METACAS8-R A. thaliana CCC GGT TTG TTC CTT GAG AA  55 

qAt-BCN1LIKE-F A. thaliana GATCGATCCGAATCTGCCG 

  
100  

 56 

qAt-BCN1LIKE-R A. thaliana AATCGACGCCGACGATGGT  59 

DandeCYTP450-F T. officinale GATGTATTGATGGCGCACAG 

102 

60 

DandeCYTP450-R T. officinale GAAATCGAGTCCGCCGGTG 55 

To-NEP1-F T. officinale CAC AGA GCA AAA GGA AGA AAC 

78 

52 

To-NEP1-R T. officinale CAT CGG TGA CGG TGA AAT C 54 

DandeKNOX-1-F T. officinale ATCATCTGAAGAAGATCTGGAT 

105 

54 

DandeKNOX-1-R T. officinale TCAACTCCTCTTCTTCAGCTT 55 
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Evaluación de la morfología celular 

De las hojas se cortaron trozos de 1 cm2 aproximadamente y se fijaron en 

paraformaldehido 4% por 60 min a 4 °C y se realizaron 3 lavados con PBS frío 

de 5 minutos cada uno. La deshidratación se realizó con cambios graduales de 

metanol (30 y 50%) a 4 °C y posteriormente metanol (70 y 90%) a -20 °C por 

5 min cada uno. Se continuó con una pre-inclusión en metanol 90%:Lowycril 

(1:1) por 60 min, se pasaron a metanol 90%:Lowycril (1:2) por 60 min, 

posteriormente se colocaron en Lowycril puro por 60 min, 20 h y 1 h 

respectivamente, realizando todos los pasos a -20 °C. Para concluir las 

muestras se colocan en cápsulas para polimerizar a -20 °C por 24 h bajo luz UV 

y finalmente se dejan 24 h a temperatura ambiente en presencia de luz UV. Se 

realizaron los cortes de 2 µm de grosor en un ultramicrotomo colocándose en 

portaobjetos previamente cubiertos con poli-d-lisina (1:50 v/v). Se tiñeron con 

azul de toluidina al 0.5 % por 10 seg, se fijaron acercando a la llama del 

mechero y se retiró el exceso de colorante con agua destilada. Se observaron al 

microscopio óptico Zeiss modelo AXIO Scope. A1 con un aumento de 40x y se 

capturaron las fotos con una AXIOcam ICc5 para su posterior análisis.     

Descripción de los datos de contaminantes atmosféricos 

registrados por la RUOA 

Para tener una relación de los contaminantes presentes en los distintos 

sitios estudiados se ingresó a las páginas electrónicas www.aire.cdmx.gob.mx y 

www.ruoa.unam.mx y se descargaron los datos referentes a los tiempos de 

exposición de ambas temporadas, Estos se obtuvieron de la Red Universitaria 

de Observatorios Atmosféricos (RUOA). Posteriormente se calculó la media de 

cada una de las fechas y se compararon con los resultados obtenidos en los 

otros ensayos.  

 

http://www.aire.cdmx.gob.mx/
http://www.ruoa.unam.mx/
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Análisis químico de la acumulación de metales pesados  

Para el análisis de metales se lavaron las hojas con agua destilada, se 

colocaron en toallas de papel absorbente y se dejaron en el horno por 7 días 

entre 50 y 60 °C para su secado, se maceraron manualmente y posteriormente 

se pesaron 0.2 g de muestra y se les adicionaron 5 mL de ácido nítrico ultra 

puro. Se dejaron en pre digestión toda la noche dentro de una campana de 

extracción y a continuación se utilizó un digestor UltraWAVE marca Milestone. 

Al terminar este proceso de digestión por microondas, las muestras se enfriaron 

y se aforaron a 50 mL con ácido nítrico al 2%, se filtraron, etiquetaron y 

almacenaron hasta su análisis. Por cada 10 muestras de plantas se digirieron 

dos replicas Materiales de Referencia Certificados (MRC), 1547 Peach Leaves 

del NIST (Tabla 3), dos duplicados de muestras elegidas al azar y un blanco 

reactivo para monitorear posible aportación de contaminantes. Las mediciones 

de las muestras procesadas se realizaron con el apoyo de personal del 

Laboratorio ICP-MS del Instituto de Geofísica de la UNAM por el método de 

Espectrometría de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente (por 

sus siglas en ingles ICP-MS), modelo iCAP Qc de la marca Thermo Scientific. 

El instrumento fue optimizado previamente al análisis de las muestras, con 

una solución certificada acuosa de la marca  High Purity Standards, la cual 

contiene un amplio intervalo de masas (Li, Co, In, Ba, Bi, Ce y U de 1µg L-1 

respectivamente). Para el análisis de metales, se realizó una curva de 

calibración con 16 puntos (0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25, 50, 75, 

100, 250 y 500 µg L-1), a partir de una solución multielemental certificada 

acuosa de la marca  High Purity Standards (QCS-26).  
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Tabla 3. Control de calidad para el  MRC- 1547 Peach Leaves. (L.D.= Limite de 

detección; %DPR= Desviación Porcentual Relativa). 

 L.D. Certificado Promedio 

(n=10) 

Precisión 

%DPR 

Exactitud  

%Error 

%Recuperación 

 µg L-1 mg Kg-1 

Al 0.7718 249 267.908 3.784 7.594 107.594 

V 0.0065 0.37 0.351 6.060 5.192 94.808 

Cr 0.0034 1 1.032 1.177 3.197 103.197 

Mn 0.0083 98 94.936 2.876 3.127 96.873 

Fe 0.5063 218 206.295 0.215 5.369 94.631 

Co 0.0044 0.07 0.055 4.693 21.998 78.002 

Ni 0.0354 0.69 0.752 0.307 8.992 108.992 

Cu 0.8756 3.7 3.496 2.651 5.518 94.482 

Zn 0.1781 17.9 13.935 2.607 22.153 77.847 

As 0.0744 0.06 0.056 17.733 5.965 94.035 

Cd 0.0016 0.026 0.025 12.013 2.750 97.250 

Sb 0.0082 0.02 0.020 3.727 1.135 98.865 

Pb 0.0248 0.87 0.768 2.926 11.776 88.224 

 

Análisis estadístico  

Para el análisis de los datos de contaminantes atmosféricos, se calcularon 

las medias de los valores obtenidos por la RUOA, RAMA y REDMA y se 

compararon los sitios y los tiempos de exposición de las temporadas de secas y 

lluvias. En el caso de los metales pesados se compararon las distintas 

condiciones experimentales contra el testigo. Se realizó la prueba estadística no 

paramétrica Kruskal-Wallis en el programa Graphpad Prism 6.0 considerando 

las diferencias significativas con una p<0.05; en los casos donde existió una 

diferencia significativa entre las condiciones estudiadas se aplicó una prueba 

post hoc de Dunn. 
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Resultados 

Expresión de genes de muerte celular programada y estrés 

oxidante. 

 Se obtuvo la expresión de diversos marcadores de eventos de muerte celular y 

estrés oxidante mediante PCR de punto final durante las temporadas de secas y 

lluvias en los distintos tiempos y sitios de exposición para ambas especies 

vegetales. Las bandas obtenidas se muestran en geles de poliacrilamida teñidos 

con plata en las figuras 11 a 14. Para validar el procedimiento, se corrió como 

constitutivo (Cons) el gen Knox-1 de T. officinalle.  

En la figura 11 se observa la expresión del gen apoptótico M8 durante la 

temporada de secas en CCA semana 4.  

El gen marcador de autofagia BCN1 se expresó en CCA y Alt semana 4, Tlal y 

Alt semana 8 y CCA semana 12 en secas; así como en lluvias en CCA, Tlal y Alt 

semana 4, Tlal semana 8 y CCA, Eca y Alt semana 12.  

El estrés oxidante se detectó mediante el gen CYTP450 y el miR403 

mostrándose el primero en secas en CCA y Alt semana 4, Alt semana 8 y CCA, Eca 

y Alt semana 12, mientras que el miR403 únicamente se registró en CCA semana 

4. En la temporada de lluvias el CYTP450 se observó en CCA, Tlal y Alt semana 4 y 

Tlal semana 8. El otro marcador de estrés, el miR403 mostró desregulación en Tlal 

y Alt semana 2, CCA semana 4 y Eca semana 8.  

El gen de necrosis NEP no mostró expresión en ninguna de las condiciones 

evaluadas. 
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Figura 11. Expresión de genes de muerte en R. gerberifolius  expuesta durante las 

temporadas de secas y lluvias. Abreviaturas: T: Testigo, CCA: Centro de Ciencias 

de Figura 11. Expresión de genes de muerte en R. gerberifolius expuesta durante 

las temporadas de secas y lluvias.  

 

La figura 12 indica la expresión del gen constitutivo Knox en muestras de R. 

gerberifolius durante ambas temporadas y distintos sitios de exposición, mostrando 

su activación en todos los casos. 
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Figura 12. Expresión del gen constitutivo Knox en R. gerberifolius  expuesta 

durante la temporada de secas (S) y lluvias (LL).  

La expresión de los genes estudiados para S. roseus se muestran en la figura 

13. La M8 se registró únicamente en la temporada de lluvias en Tlal semana 2 y 

CCA semana 8. 

BCN1 se expresó en Tlal semana 2 y Tlal y Eca semana 4 en lluvias. 

CYTP450 se observó en CCA, Tlal, Eca y Alt semana 8 y 12 durante la 

temporada de secas y CCA, Eca y Alt en semana 2, CCA, Tlal y Alt semana 4, Tlal, 

Eca y Alt semana 8 y CCA, Tlal, Eca y Alt semana 12 en lluvias. 

La desregulación del miR403 se indujo en secas en las muestras expuestas en 

Alt semana 4 y Eca y Alt semana 8, y en lluvias CCA, Eca y Alt semana 2, Tlal y Alt 

semana 4, Tlal semana 8 y Tlal y Alt semana 12. 

El gen NEP no mostró expresión en ninguna de las condiciones evaluadas.  
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Figura 13. Expresión de genes de muerte  en S. roseus expuesta durante las 

temporadas de secas y lluvias.  

 

 

La figura 14 indica la expresión del gen constitutivo Knox en muestras de S. 

roseus durante ambas temporadas y en distintos sitios de exposición, mostrando 

su expresión en todos los casos.  
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Figura 14. Expresión del gen constitutivo Knox en S. roseus  expuesta durante 

la temporada de secas (S) y lluvias (LL). 
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Evaluación de cambios morfológicos. 

Con relación a la morfología, se observaron modificaciones en las células de R. 

gerberifolius desde la semana 2 al comparar las muestras de los sitios de 

exposición con los T (Fig. 15). En el CCA se observó un alargamiento y la 

contracción del protoplasto en algunas de ellas. En Tlal no se realizó la evaluación 

debido la carencia de muestras por causas que no pudieron controlarse. En Eca las 

células presentaron forma oval y en la mayoría de los casos la separación del 

protoplasto de la membrana celular es evidente. Y en Alt la morfología es entre 

redonda y ovalada pero el protoplasto no se vió afectado en la mayoría de las 

células.  

En la semana 4 de exposición, la morfología del T se muestra redondeada y 

con el protoplasto intacto. Comparando con el CCA destaca la contracción del 

protoplasto en la mayoría de las células, pero mantienen su forma original. En Tlal 

y Eca las células presentan un alargamiento y una contracción protoplástica muy 

evidente y Alt ha perdido la morfología por completo y la separación del 

protoplasto se localiza en más de la mitad de las células.  

Los T en la semana 8 continuaron mostrando la forma celular redondeada y 

nula separación del protoplasto. En el CCA las células aparecieron amorfas y con 

una ligera contracción protoplástica, en Tlal no hubo cambios registrados. Pero en 

Eca se observaron formas y tamaños celulares diversos y todas presentaron un 

alto grado de contracción del protoplasto, así como en Alt la morfología es ovalada 

y/o alargada y la mayoría presenta el protoplasto separado de la membrana 

celular.  

En general se observó que los cambios morfológicos de las células de R. 

gerberifolius se incrementaron con el paso del tiempo. 
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Figura 15. Cortes transversales de hojas de R. gerberifolius expuestas 

durante la temporada de lluvias.  
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En la figura 16 se observa la comparación de los T de cada una de las 

semanas de exposición con cada uno de los sitios de estudio para la especie S. 

roseus. 

En la semana 2, las células del T son de forma redondeada y en los sitios 

CCA, Eca y Alt se alargaron ligeramente, asimismo el protoplasto en el T no 

presentó contracción y en Eca y Alt ya se empieza a separar de la pared en 

algunas células. 

En la semana 4 las células del T son redondas y el protoplasto permaneció 

intacto. En el CCA ya se muestran células amorfas y con contracción 

protoplástica evidente, en Eca se presentó una morfología redondeada, con un 

alto grado de contracción del protoplasto y en Alt la morfología celular es 

ovalada sin cambios en el protoplasto. 

En la semana 8, el T no sufrió cambios respecto a las semanas anteriores. 

Las muestras expuestas en el CCA presentaron células con forma irregular y 

con separación del protoplasto y en Eca y Alt la morfología es irregular y 

alargada y con una contracción protoplástica muy marcada.  

Se obtuvieron mayores alteraciones tanto en la morfología celular como en 

la contracción del protoplasto conforme los tiempos de exposición fueron más 

prolongados, también se detectó que los sitios que indujeron mayores cambios 

fueron el CCA y Eca.  

  

 



43 

 

 

Figura 16. Cortes transversales de hojas de S. roseus expuesta durante la 

temporada de lluvias.  
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Detección de contaminantes en los sitios de estudio 

Los valores promedio de la emisión de los contaminantes monitoreados por la 

RUOA en los cuatro sitios de estudio: CCA, Tlal, Eca y Alt (Figs. 17 y 18). Se 

comparó estadísticamente la diferencia que hubo entre las temporadas de secas y 

lluvias. 

Se registraron once contaminantes del aire: CO, CO2, CH4, O3, SO2, NO, NO2, 

NOx, PM 2.5, PM 10 y PM CO.  

La prueba estadística aplicada mostró diferencias significativas para el O3 en la 

semana 12 de secas en el CCA, y para el NO, NO2 y consecuentemente para los 

NOx .Asimismo se puede mencionar que a pesar de que no se haya encontrado 

diferencias significativas con el testigo, algunos contaminantes se mantuvieron 

ligeramente elevados como es el caso del CO en la temporada de lluvias, el SO en 

secas, y las PM 2.5 y PM10 que fueron más abundantes en las semanas 2 y 4 de 

secas. 
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Figura 17. Promedio de contaminantes atmosféricos presentes en los distintos 

sitios y tiempos de exposición durante las temporadas de secas y lluvias 2018. 

Prueba de Kruskal-Wallis para comparación de medias entre temporadas (p<0.05). 
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Figura 18. Promedio de contaminantes atmosféricos presentes en los  
distintos sitios y tiempos de exposición durante las temporadas de secas y 
lluvias 2018 a. Prueba de Kruskal-Wallis para comparación de medias entre 

temporadas (p<0.05). 
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Análisis químico de la acumulación de metales pesados 

Se realizó la cuantificación de los metales pesados (Al, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, 

Cu, Zn, Cd, Sb y Pb), acumulados en las hojas de ambas especies durante las 

semanas 4, 8 y 12 de exposición y en temporadas de secas y lluvias.  Los valores 

se reportan en las figuras 19 a 22. 

Al analizar las concentraciones de los metales pesados acumulados en la 

especie R. gerberifolius se observó que los valores de Al, Mn, V, Fe, y Co tuvieron 

diferencias significativas con relación al T, principalmente durante la temporada de 

lluvias en diversos sitios de exposición, de la misma manera que el Pb fue 

significativamente más elevado con relación al testigo en Tlal (Figs. 19 y 20). 

Durante la temporada de secas el AL, V, Fe, Cr, Co, Ni y Cu fueron 

significativamente más altos que el T en la semana 12, mientras que el Zn lo fue 

en la semana 8 en el CCA (Figs. 19 y 20). 

El Sb no mostró diferencias significativas con relación al T en ningún caso. 

Con relación al tiempo de exposición se detectó que durante las primeras 4 

semanas, la temporada de lluvias propició la acumulación de valores más altos en 

7 metales (Al, V, Mn, Fe, Co, Ni y Cd) en comparación con secas. En la semana 8 

fueron 10, siendo solamente el Zn y Pb más altos en secas y en la 12 se 

acumularon 5 (Al, V, Mn, Cd y Pb), el resto presentaron valores muy altos en Alt y 

el Zn siempre fue mayor en secas. Así mismo cabe destacar que el Al, V, Mn, F, Cd 

y Sb aumentaron de forma directamente proporcional en relación con el tiempo de 

exposición (Figs. 19 y 20). 
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Figura 19. Promedio de la acumulación de metales pesados en las hojas de R. 

gerberifolius expuestas en las temporadas de secas y lluvias 2018. Prueba de 

Kruskal-Wallis para comparación de medias contra el testigo (p<0.05). 
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Figura 20. Promedio de la acumulación de metales pesados en las hojas de R. 

gerberifolius expuestas en las temporadas de secas y lluvias 2018. Prueba de 

Kruskal-Wallis para comparación de medias contra el testigo (p<0.05). 
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En las figuras 21 y 22 se reportan los metales acumulados en Senecio roseus, 

los cuales indican que la acumulación de los metales mostró diferencias 

significativas con relación al T solo durante la temporada de secas en el caso del 

Mn, Cr, Cd, Sb y Pb.  

Asimismo, aunque los valores no fueron significativos con relación al T, el Al 

estuvo alto en la semana 12 de secas y 8 de lluvias de Alt; El V y Fe estuvieron 

elevados en la semana 4 y 8 en Alt de lluvias y en la 12 en Tlal de secas;  El Co 

mostró valores altos en secas en la semana 8 en CCA  y 12 en Tlal, en lluvias en 

Alt semana 4 y 8; el Mn, Ni y Zn presentaron un comportamiento similar, siendo 

únicamente en CCA semana 8 de secas la mayor acumulación. El Cu se acumuló 

más en secas en las semanas 8 en Eca y 12 en Tlal y Eca. 
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Figura 21. Promedio de la acumulación de metales pesados en las hojas de S. 

roseus expuestas en las temporadas de secas y lluvias 2018. Prueba de Kruskal-

Wallis para comparación de medias contra el testigo (p<0.05). 
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Figura 22. Promedio de la acumulación de metales pesados en las hojas de S. 

roseus expuestas en las temporadas de secas y lluvias 2018. Prueba de Kruskal-

Wallis para comparación de medias contra el testigo (p<0.05). 
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Ambas especies mostraron comportamientos distintos, ya que R. gerberifolius 

acumuló concentraciones menores en 7 de los 12 metales analizados en 

temporada de lluvias, en contraste con S. roseus que acumuló mayor diversidad de 

metales en las temporadas de secas a partir de la semana 8 de exposición. 
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Discusión    

Actualmente la contaminación atmosférica es un problema de gran 

importancia. Diversos estudios han relacionado a los contaminantes con gran 

variedad de alteraciones de la salud (WHO, 2005; Janssen et al., 2013; Loomis 

et al., 2013; Raaschou-Nielsen et al., 2013; Shah et al., 2013).  

El objetivo de este trabajo fue describir la respuesta de dos plantas 

silvestres frente a la exposición a contaminantes atmosféricos presentes en 

cuatro sitios distintos de la zona metropolitana de la Ciudad de México (CCA, 

Tlal, Eca y Alt), durante 2, 4, 8 y 12 semanas y en las temporadas de secas y 

de lluvias del 2018. Para ello se llevó a cabo un análisis de la expresión de 

genes asociados a distintos tipos de muerte celular (tipo-apoptosis, autofagia y 

necrosis) y estrés oxidante, además de observar los cambios morfológicos de 

las células de las hojas, relacionándolo con las concentraciones de gases 

contaminantes presentes en cada sitio de estudio y los metales pesados 

acumulados en la hojas de R. gerberifolius y S. roseus.  

Los sistemas vegetales presentan características como ser sésiles, sensibles 

a agentes químicos por tiempos cortos de exposición, su mantenimiento es de 

bajo costo y además juegan un papel fundamental en los ecosistemas al ser la 

base de las cadenas tróficas (Valencia-Quintana et al., 2013; Ventura et al., 

2013). Debido a esto son considerados como buenos modelos para realizar 

estudios de una gran cantidad de vías o cambios que sufren las células o los 

organismos debido a la exposición a contaminantes ambientales (Ceretti et al., 

2015; Wei et al., 2017). 

El riesgo que implica la contaminación ambiental sobre la salud puede 

evaluarse de diversas formas, entre ellas, en este trabajo se eligió la muerte 

celular programada (MCP), la cual en plantas es un proceso de “suicidio” celular 

controlado que ayuda a eliminar células dañadas y juega un papel importante 
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como respuesta de defensa contra factores de tipo biótico (patógenos) y 

abiótico (calor, salinidad, deshidratación, radiación, metales pesados o agentes 

químicos) (Ahmad et al., 2012). Éstos últimos generan estrés en las células que 

producen grandes niveles de especies reactivas de oxígeno (EROS) y otras 

moléculas señal que activan la MCP (Fagundes et al., 2015).  

Las plantas como respuesta a diversos tipos de estrés de tipo biótico o 

abiótico producen EROS en mitocondrias, cloroplastos o peroxisomas (Peralta-

Pérez y Vole-Sepúlveda, 2012). Las cuales son formadas por la reducción 

incompleta del peróxido de hidrógeno, radicales superóxido o hidroxilo o por 

excitación del oxígeno molecular (Gechev y Hille, 2005; Petrov et al., 2015). 

Al incrementarse el nivel o la concentración de las EROS, las plantas pueden 

sufrir daños, por lo que han desarrollado estrategias de defensa para 

disminuirlos y evitar su toxicidad (Møller, 2001; Bermejo et al., 2007). Algunos 

de los mecanismos que se han descrito son el control de la proliferación, 

muerte celular, adaptación al estrés, ataque a patógenos, limitar la apertura 

estomática o incluso la tolerancia y acumulación de los contaminantes 

(Navarro-Aviño et al., 2007; Liu et al., 2009). Todo esto es regulado por redes 

de defensa antioxidante que protegen contra daños celulares, y pueden actuar 

de dos maneras: 1) disminuyendo la producción de EROS ó 2) eliminando las 

EROS producidas (Gil y Tuteja, 2010).   

En el presente trabajo se realizó el análisis de la expresión génica mediante 

PCR de punto final, que simula la síntesis de material genético dentro de una 

célula y permite amplificar genes para observar la expresión de forma 

cualitativa. Así se puede conocer si alguna vía se activa en cada una de las 

condiciones evaluadas, buscando en esta investigación la activación de genes 

de vías de muerte celular y de estrés oxidante (Asuar, 2007; Tamay de Dios et 

al., 2013). 
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Las metacaspasas, cistein proteasas identificadas en plantas, hongos y 

protistas, están íntimamente relacionadas en los procesos de MCP en respuesta 

a estrés oxidante por EROS, luz ultravioleta, herbicidas y senecencia (He et al., 

2008; Tsiatsiani et al., 2011; Fagundes et al., 2015). El gen de la metacaspasa 

M8, que juega un papel fundamental en la activación de la vía de muerte 

celular tipo apoptosis en los vegetales (He et al., 2008; Fagundes et al., 2015), 

se expresó ligeramente en R. gerberifolius durante la temporada de secas como 

consecuencia de su exposición en el CCA en la semana 4  y en la 8 en Tlal (Fig. 

11), mientras que en S. roseus se observó claramente durante la temporada de 

lluvias en Tlal semana 2 y CCA semana 8 (Fig. 13). Esta expresión puede 

deberse a la activación de vías apoptóticas en las células, causado por la 

exposición a los contaminantes atmosféricos como O3, SO2, NO ó PM2.5 

reportados en las figuras 17 y 18 en zonas de alto tránsito vehicular (CCA) o 

industriales (Tlal). Asimismo, la acumulación de metales pesados como el Sb, 

Cu o V en secas o Al en lluvias (Figs. 19 a 22) pueden ser causantes de este 

evento ya que existen estudios previos que han mostrado la presencia de MC3 

y 9 después de exponer plantas a Cd, Cr, Ni, Sb y Co (Pulido y Parrish, 2003; 

Tran et al., 2014; Cen, 2015; Petrov et al., 2015).  

Por otro lado la autofagia implica la creación de autofagosomas o vesículas 

de doble membrana, que se fusionan con el tonoplasto para su liberación hacia 

el lumen vacuolar para su hidrólisis (Liu et al., 2005), requerida para el 

reciclamiento de nutrientes y para la eliminación de material tóxico que se 

genera por las EROS (Xiong et al., 2005, 2007; Liu et al., 2009; Han et al., 

2011; Gunawardena y McCabe, 2015). 

Entre los 36 genes relacionados a la autofagia descritos en Arabidopsis, uno 

de ellos es el gen BCN1-estudiado en este trabajo-, codifica a una proteína 

involucrada en la formación de las vesículas (Qin et al., 2007; Avin-Wittenberg 

et al., 2012; Lv et al., 2014);  se ha reportado su papel en la germinación y en 



57 

 

la diferenciación de elementos de vaso (Kwon et al., 2010). El estrés iónico por 

compuestos químicos, lleva hacia el desequilibrio osmótico en las plantas, por 

lo que la formación de vesículas para capturar proteínas oxidadas y EROS 

sugiere la autofagia como respuesta al estrés abiótico, como se ha encontrado 

en Oryza sativa y al biótico en Nicotiana tabacum (Zhu, 2001; Contento et al., 

2004; Li et al., 2011). La expresión del gen BCN1 en R. gerberifolius se observó 

en ambas temporadas durante la semanas 4, 8 y 12 de exposición en 

diferentes sitios (Fig. 11) y para S. roseus sólo hay evidencia durante la 

temporada de lluvias en las semanas 2 y 4 en Tlal;  en Tlal y Eca se detectó en 

la semana 4 (Fig. 13), ésto sugiere un evento de autofagia como respuesta el 

estrés abiótico provocado por los contaminantes presentes en la atmósfera 

(CO2, NO, NO2, NOx y PM2.5) (Figs. 17 y 18). Asimismo los metales pesados 

considerados como esenciales (Al y V) y los no esenciales (Mn y Fe) se 

reportaron con valores elevados en R. gerberifolius los cuáles al ser 

acumulados en grandes cantidades pueden generar estrés abiótico (Liu y 

Bassham, 2012; Rana et al., 2012). 

El tercer tipo de MCP se conoce como necrosis y el gen evaluado fue NEP, 

que no se expresó en ninguna de las temporadas, sitios y especies, por lo que 

se descartó este tipo de muerte celular (Figs. 11 y 13). 

La superfamilia CYTP450 corresponde a enzimas presentes en gran variedad 

de organismos, entre ellos las plantas, se han relacionado con el crecimiento y 

desarrollo de vegetales y con la protección contra el estrés mediante vías de 

desintoxicación o biosíntesis (Li et al., 2012; Jun et al., 2015). 

La mayoría de los contaminantes del aire o los metales pesados no son 

fáciles de degradar, varios de ellos pueden ser absorbidos, secuestrados y/o 

volatilizados por las plantas.  Al evaluar el gen de CYTP450 en R. gerberifolius 

se mostró su expresión en las semanas 4, 8 y 12 durante la temporada de 

secas en el CCA, Eca y Alt y en la semana 4 en lluvias en el CCA, Tlal y Alt y 8 
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en Tlal (Fig. 11). Para S. roseus aparece en la temporada de lluvias en Tlal 

semana 2, Eca semana 4 y CCA semana 8 (Fig. 13). Estos resultados indican 

que las plantas podrían estar pasando por un evento de defensa contra el 

estrés provocado por los contaminantes a los que estuvieron expuestos en CCA 

(CO2, SO2, O3) Tlal (NO, NO2, NOx), Eca (O3) y Alt (CO) (Figs. 17 y 18) o la 

presencia de metales pesados en las hojas como Al, Mn, V, Fe, Cd, Cu, Sb y Zn 

(Figs. 19 y 20) lo que ha sido previamente descrito por varios autores (Peralta-

Pérez y Volke-Sepúlveda, 2012; Geisler et al., 2013; Magome et al., 2013; Jain 

et al., 2014; Jun et al., 2015; Gómez-Arroyo et al., 2018a).  

Algunos estudios relacionan el efecto de los contaminantes atmosféricos que 

aumentan o disminuyen la expresión de diversos miRNAs como el 398 asociado 

a estrés igual que el miR403 evaluado en este trabajo (Kantar et al., 2010; 

Unver et al., 2010; Gómez-Arroyo, 2018a). El miR403 presenta un 

comportamiento variable según el tipo de estrés al que se enfrenta y la 

estructura vegetal en la que se realiza el estudio (Khaksefidi et al., 2015). Se 

ha reportado en hojas que en condiciones de salinidad, calor o deshidratación 

muestra una sobreregulación, pero al exponerse a Cd o a estrés por agentes 

químicos sufre una desregulación (Shah et al. 2010; Iyer et al., 2012). En las 

plantas silvestres evaluadas, se observó que R. gerberifolius experimentó la 

desregulación del miRNA únicamente durante la temporada de lluvias en la 

semana 2 en Tlal y Alt, la 4 en CCA y la 8 en Eca (Fig. 11), ésto indica que en 

todos los sitios de estudio existen elementos generadores de estrés para las 

plantas como la presencia de O3, NO2 o NOx (Figs. 17 y 18) o la acumulación de 

metales pesados como Al, V, Fe, Cu o Cd en las hojas (Figs. 19 y 20). Durante 

la temporada de secas se presentó la desregulación del miR403 en S. roseus  

en Alt smana 4 y 8 y Eca semana 8; y en lluvias en la 2 en CCA, Eca y Alt, la 4 

en Tlal y Alt, la 8 en Tlal y la 12 en Tlal y Alt (Fig. 13). Con este resultado se 

puede sugerir que las plantas están sufriendo de estrés al ser expuestas a CO, 

NO, NO2, NOx, PM2.5 y PM10 (Figs. 17 y 18), así como a metales como el V, Cr, 
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o Fe (Fig. 21) los cuales muestran los valores más elevados en Alt y es el sitio 

que más desregulación indicó (Gielen et al., 2012; Peralta-Pérez y Volke-

Sepúlveda, 2012; Gómez-Arroyo et al., 2018a).  

La evaluación de cambios morfológicos de las células durante la temporada 

de lluvias detectó una modificación de la morfología de las células foliares 

creciente con el tiempo de exposición. En ésta época existe una húmedad 

relativa del ambiente mayor que en temporada de secas, por lo que las plantas 

dada su fisiología, presentan una mayor apertura estomática. Al incrementar la 

transpiración, la planta se vuelve más susceptible al ingreso de contaminantes 

del aire cómo el SO2 o el O3 o moléculas pequeñas como los metales pesados 

que pueden alterar procesos fisiológicos (McLaughlin y Taylor, 1981; Bermejo 

et al., 2007; Loza-Gómez, 2016; Gómez-Arroyo et al., 2018b; Berry et al., 

2019).  

Una forma de evaluar el tipo de MCP en los vegetales consiste en analizar 

los cambios en la estructura celular. La AL-PCD muestra como características 

morfológicas un encogimiento del citoplasma y la contracción del protoplasto 

lejos de la pared celular (McCabe et al., 1997; Reape et al., 2008; Wada et al., 

2009; van Doorn et al., 2011; Gunawardena y McCabe, 2015). Para la 

autofagia se observa la formación masiva de autofagosomas en vacuolas líticas, 

y en la necrosis hay daño en la pared celular, fragmentación de la membrana y 

la vacuola  (Ishida et al., 2008). 

Al realizar la comparación de los rasgos morfológicos en los cortes teñidos 

de R. gerberifolius se observó claramente la contracción del protoplasto 

durante los tres tiempos de exposición: semanas 2, 4 y 8, destacando que el 

mayor grado de separación con la pared celular se reportó en la semana 4 para 

Tlal y 8 para los sitios del CCA, Eca y Alt. Asimismo, se registró un cambio en la 

forma de las células que ocurre en CCA a partir de la semana 2 en la que se 

observa el alargamiento y en la 8 con la presentación de formas irregulares, en 
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Tlal se alargaron y en Eca y Alt desde la semana 4 fueron amorfas (Fig. 15).  

Para S. roseus destacó una contracción importante en la semana 4 en Eca la 

cual comenzó desde las primeras dos semanas de exposición de forma parcial y 

se mantuvo ésta morfología durante la semana 8, en la cual aparece en menor 

grado para las plantas expuestas en los sitios del CCA y Alt. Respecto a a forma 

celular éstas adquirieron formas irregulares evidentes en la semana 4 y 

permanecieron hasta la semana 8 en los tres sitios evaluados (Fig. 16). La 

morfología celular descrita se puede asociar con el aumento en la 

concentración de CO, O3, NO y NO2 reportados en las figuras 17 y 18 y con el 

alto número de metales pesados (Al, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cd y Pb) localizados 

en las hojas durante la semana 4 y 8 mostrados en las figuras 19 a 22. Esto 

coincide con estudios previos que han reportado alteraciones del protoplasto o 

cambios en la forma de las células al entrar en fase de muerte celular en 

distintas etapas (Solís et al., 2014). Esto provocado por la exposición de las 

plantas a agentes químicos como plaguicidas o metales pesados como el Cr o 

Ni, que se comportan como iones esenciales y al atravesar la membrana celular 

generan alteraciones estructurales y funcionales. Los cambios estructurales 

reportados en este trabajo, son probablemente inducidos por los contaminantes 

del aire y metales pesados y concuerdan con los observados por Reape et al. 

(2008) en células animales, así como la contracción del protoplasto considerada 

como una característica distintiva de la AL-PCD (Reape y McCabe, 2008, 2010 y 

2013; Mousavi-Kouhi et al., 2016; Cortés-Eslava et al., 2018). 

Existen mecanismos de supervivencia o tolerancia a los cambios en el 

ambiente como respuesta para reajustar la homeostasis celular o reparar el 

daño generado por las EROS formadas en la célula ante la exposición a los 

contaminantes y metales pesados. Sin embargo al intentar balancear estos 

cambios en la óxido-reducción, el estrés oxidante puede afectar de forma 

directa eventos de señalización celular, actividad enzimática, expresión génica, 

peroxidación lipídica e incluso dirigir a eventos de muerte celular, siendo éstos 
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últimos los reportados en éste trabajo (Kumar y Sunkar, 2015; Loza-Gómez, 

2016; Gómez-Arroyo et al., 2018b). 

La contaminación atmosférica es actualmente un grave problema a lo largo 

del planeta y es mayor en la ciudades grandes e industrializadas como la de 

México. Con base en los resultados de esta investigación se puede confirmar la 

importancia de los sistemas vegetales para estudios de biomoniotoreo de 

contaminantes ambientales. No obstante, es importante seguir realizando 

estudios con la finalidad de ampliar la información y poder explicar los cambios 

anatómicos, bioquímicos, fisiológicos y moleculares en este tipo de organismos 

centinela, lo cual ayudará a entender los procesos generales que llevan a cabo 

las plantas como respuesta a la exposición a diversos tipos de contaminantes 

del aire y el riesgo que constituyen para la salud, lo que permitirá considerarlos 

para llevar a cabo acciones de biorremediación ambiental (Maruthi-Sridnar et 

al., 2005; Li et al., 2006). 
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Conclusiones 

La expresión de genes relacionados con la MCP (M8, BCN1 y NEP) y con la 

generación de estrés (CYTP450 y el miR403) en R. gerberifolius mostró la 

activación de vías de tipo apoptosis durante la temporada de secas y de 

autofagia y estrés oxidante en ambas temporadas, secas y lluvias. 

La exposición de S. roseus en la temporada de secas indujo la desregulación 

del miR403. En la temporada de lluvias se activaron genes indicativos de MCP 

tipo apoptosis, autofagia y estrés oxidante.  

Los cambios morfológicos de las células evidenciaron la inducción de AL-

PCD en ambas especies durante la temporada de lluvias, en proporción al 

tiempo de exposición. 

Las plantas silvestres estudiadas fueron sensibles a los cambios ambientales 

relacionados con la exposición a contaminantes del aire (CO,CO2, CH4, NO, 

NO2, NOx, O3, SO2, PM2.5, PM10, PMCO) y a metales pesados (Al, V, Cr, Mn, Fe, 

Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Sb y Pb) a tiempos cortos de exposición, por lo que pueden 

plantearse como organismos centinela para biomonitoreo in situ. 
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