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Prefacio

PREFACIO

Cada region presenta caracteristicas climatolégicas, culturales y urbanas propias que
influyen en la cantidad y calidad de sitios considerados potencialmente peligrosos
debido a las sustancias nocivas que generan y emiten las actividades antropicas, sin
despreciar la contaminacion natural, y que alteran el biotopo del ecosistema que re-
percute negativamente en la biocenosis y la interdependencia que existe entre los

organismos.

Los sitios considerados potencialmente peligrosos generalmente presentan mezclas
complejas de agentes quimicos y diversidad de rutas de exposicion que complican su
evaluacion. Para enfrentar la problemética de contaminacién ambiental y evaluar los
riesgos a la biota y a la salud humana, se requiere de grupos interdisciplinarios que
interactlen para diagnosticar y buscar alternativas que orienten a la poblacion afec-
tada y a los tomadores de decisiones para reducir los riesgos y mejorar la calidad de

vida.

La formacion de recursos humanos enfocada a la evaluacion integral de riesgo es
una de las necesidades que enfrenta el estado y que la Universidad Autonoma de
Tlaxcala, a través del Posgrado que ofrece el Centro de Investigacién en Genética y
Ambiente ha detectado, por lo que incluye dentro de su curricula unidades de apren-
dizaje con enfoque holistico de temas relacionados con la contaminacién ambiental y
el riesgo potencial, sustentadas dentro del modelo pedagdgico humanista integrador

basado en competencias (MHIC).

La experiencia de los docentes que imparten las asignaturas en el Posgrado conside-
ra pertinente describir detalladamente y con ilustraciones algunas técnicas basicas
empleadas en estudios ecotoxicoldgicos con el enfoque integral que éstos requieren.
Sin menoscabo ni pretensiones, este libro promete ser una valiosa herramienta como
complemento de libros de textos, para fortalecer unidades de aprendizaje como Toxi-
cologia ambiental, Agroecologia, Ecotoxicologia y Evaluacion integral de riesgo, cur-

sos avanzados que se ofertan en la Maestria en Ciencias en Sistemas del Ambiente

Evaluaciones ecotoxicolégicas 9
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y el Doctorado en Ciencias Ambientales, cuya finalidad es preparar a los estudiantes

interesados en la problemética ambiental para abordar un escenario potencialmente
peligroso de manera integral e interdisciplinaria. El libro puntualiza tres técnicas fun-
damentales en Evaluaciones ecotoxicologicas:

1 Expone el inmunoensayo para la cuantificacion de dioxinas en suelo y sedi-
mento como una técnica de tamizaje o cribado para detectar sitios contamina-
dos, que orienten al investigador en la seleccion de sitios y poblaciones que
estén en riesgo potencial y requieran ser evaluadas.

1 Muestra biomarcadores de efecto en plantas de interés agricola, a nivel sisté-
mico (biomasa seca), de sistemas (crecimiento de raiz), molecular (dafio al
DNA) y bioquimico (pigmentos fotosintéticos) y como herramientas para eva-
luar la toxicidad de mezclas complejas de agentes quimicos presentes en ma-
trices ambientales.

1 Presenta la micorremediacion como una opcién relativamente nueva y prome-
tedora para disminuir o inmovilizar los contaminantes del suelo, reducir la
bioacumulacién en plantas y la entrada de contaminantes a la cadena tréfica,

empleando los beneficios de los hongos micorrizicos arbusculares.

El objetivo principal del libro es aproximar al estudiante a las evaluaciones ecotoxico-
l6gicas de forma interdisciplinaria, sin embargo, la naturaleza del texto refleja la ex-

periencia e interés académico de los autores:

Edelmira Garcia Nieto; es Quimico farmacobidloga de formacién, con Maestria y
Doctorado en Ciencias Biomédicas Basicas, su investigacién se ha enfocado en el
area de Toxicologia ambiental, evaluando la contaminacion de suelo y sedimento y el
riesgo potencial que representan para los organismos, mediante la cuantificacion de
metales y compuestos organicos persistentes entre los que destacan las dioxinas,

método inmunoenzimatico que detalla en este libro.

Elizabeth Garcia Gallegos; es Ingeniero Agrénomo, especialista en suelos de forma-

cion, con Maestria en Edafologia y Doctorado en Ciencias Ambientales, su trabajo se

10 Evaluaciones ecotoxicc



Prefacio

enfoca en evaluar la fertilidad del suelo y los efectos de los contaminantes presentes

en él sobre las variables agronémicas de diversas especies de plantas de interés

agricola, tema que expone en este libro.

Libertad Juarez Santacruz; es Bidloga de formacion con Maestria y Doctorado en
Ciencias Ambientales, su trayectoria académica incluye la evaluacioén ecotoxicolégica
de matrices ambientales empleando a Vicia faba como bioindicador, con énfasis en
el dafio al DNA, su experiencia abarca los ensayos de aberraciones cromosémicas,
intercambio de cromatides hermanas y micronucleos, recientemente ha incluido a la

bateria de pruebas genotdxicas el ensayo cometa, tema que le ocupa en este texto.

Héctor Santos Luna Zendejas; es Bidlogo de formacion con Maestria en Ciencias
(Biologia) y Doctorado en Biotecnologia Aplicada, su trabajo se centra en el area de
Ecologia de hongos micorrizicos, enfocandose en el impacto de insumos agricolas
(compostas, fertilizantes) sobres las poblaciones de hongos micorrizicos arbuscula-
res, recientemente esta involucrado en aprovechar los beneficios de los HMA para la

remediacion de areas contaminadas, tema que describe en este libro.

Diciembre de 2013
Dr. Rogelio Costilla Salazar

Universidad de Guanajuato, Campus Irapuato
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CAPITULO |
LA ECOTOXICOLOGIA DESDE UNA PERSPECTIVA HOLISTICA EN LA
EVALUACION INTEGRAL DE RIESGO

ElI t ®r mi no f HEue propoestd poroTrubagt?z a o
(1969) como una disciplina dentro del amplio campo
de la Toxicologia ambiental. Estudia el origen y com-
portamiento ambiental de los contaminantes, con un
enfoque dirigido a evaluar los efectos adversos sobre
plantas y animales, y las implicaciones sobre el eco-
sistema en un contexto integral. Estrictamente pare-
ciera que la Ecotoxicologia no considera al hombre,
sin embargo, no pueden separarse; como un inte-
grante del ecosistema y ultimo eslabon del nivel trofi-
co, el hombre recibe las consecuencias de una biota
afectada por la contaminacién. Por lo tanto en los
estudios ecotoxicolégicos la respuesta del ecosiste-

ma es evaluado en todos los niveles con un enfoque

holistico (Figura 1).

Garcia-Nieto E. 2013. La
Ecotoxicologia desde una
perspectiva holistica en
la evaluacion integral de
riesgo. En: Evaluaciones
ecotoxicolégicas (Garcia-
Nieto et al.). Universidad

Autbnoma de Tlaxcala,

Figura 1. Biocenosis y biotopo de un ecosistema México. p. 15-23.

Evaluaciones ecotoxicolégicas 15
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Los ecosistemas se han visto afectados por contami-
nacioén natural y antrdpica que rebasa la capacidad
de resiliencia de los mismos. Una gran diversidad de
agentes quimicos se libera de manera continua al
ambiente [metales pesados, plaguicidas y Compues-
tos Organoclorados Persistentes (COPs), entre
otros], los cuales se depositan y se van acumulando
en matrices ambientales y en la biota. La magnitud
de dicha bioacumulacion no sélo afecta la estructura
de invertebrados, sino que a su vez sugiere la trans-
ferencia trofica potencial de esos contaminantes, lo
gue representa un riesgo para todos los organismos

gue integran el ecosistema.

Algunos de estos agentes quimicos quedan adsorbi-
dos en el exterior de las plantas, otros tienen la capa-
cidad de ingresar a través de las raices o por el folla-
je, mediante mecanismos de difusién pasiva o co-
transporte. Después del proceso de absorcion pue-
den quedar retenidos solo en las raices, o traslocarse
a través del xilema y bioacumularse en otros 6rganos

y tejidos (hojas, tallos y/o frutos).

La bioacumulacién de agentes quimicos en las plan-
tas constituye una importante via de exposiciéon para
la fauna, incluyendo al hombre, algunos contaminan-
tes como los COPs se biomagnifican conforme in-
crementa el nivel tréfico, y con ello se incrementa el
riesgo de efectos toxicos en las especies que se ubi-
can en los niveles superiores de la cadena alimenta-

ria (Noriega et al., 2005). Para analizar el impacto de

los contaminantes sobre
la poblacion de una de-
terminada especie es
necesario entender co-
mo los agentes quimicos
afectan las etapas del
ciclo vital (nacer, desa-
rrollarse, reproducirse y
morir), y cuales son sus

implicaciones.

La habilidad para esta-
blecer las relaciones de
causa-efecto entre facto-
res estresantes, deriva-
dos de actividades an-
tropicas y efectos ecolo6-
gicos es particularmente
importante en la politica
ambiental, ya que afecta
aspectos tales como la
regulacion de los verti-
dos de aguas residua-
les, la preservacion de
espacios protegidos, las
estrategias de remedia-
cion de ecosistemas y
otros aspectos ambien-
tales y legislativos. Las
técnicas analiticas como

la cromatografia, espec-

16
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trofotometria y absorciéon atémica han facilitado la
cuantificacion de cantidades bajas de agentes quimi-
cos, producto de la contaminacion ambiental, en la
biota, sin embargo, establecer la significancia bioldgi-
ca de estos residuos quimicos es mas complicado.
Las autoridades en materia del ambiente han imple-
mentado guias ambientales estrictas, no obstante,
muchas sustancias pueden ocasionar efectos adver-

S0s a concentraciones por debajo de estas guias.

Por lo tanto, la deteccién de contaminantes en matri-
ces ambientales no es suficiente a menos que los
efectos sobre la biota sean apropiadamente evalua-
dos. Ademas los contaminantes en el ambiente no se
encuentran solos, generalmente existen mezclas
complejas, cuyas interacciones (antagonicas o sinér-
gicas) puede llevar a la discrepancia entre la predic-
cion del riesgo y el riesgo real que representa un

compuesto unico.

Los sistemas bioldgicos son el blanco de la accién de
los toxicos, por lo tanto proveen informacion impor-
tante que puede ser utilizada como herramienta en el
diagnéstico del manejo ambiental integrado. Estudiar
la distribucion de especies de manera cualitativa y
cuantitativa en un determinado ambiente es el princi-
pal parametro ecotoxicolégico, en el supuesto que la
contaminacion tendra un efecto perjudicial sobre la
estructura de la poblacién. Sin embargo, este enfo-
gue pone de relieve las limitaciones de la distribucion

de las especies como un indicador de éxito reproduc-

tivo y un sistema de
alerta temprana para
prevenir los efectos ad-
versos de contaminan-
tes en los niveles de

poblacién o comunidad.

Considerando el éxito
reproductivo como el
principal pardmetro eco-
toxicologico, es impor-
tante entender los facto-
res fisicos y bioldgicos
que afectan el patron
normal de reproduccién
de especies naturales.
Por lo tanto cualquier
perturbacién en el sis-
tema somatico podria
conducir a la generacién
de respuestas bioldgicas
que a su vez, permitiria
utilizarse como un indi-
cador del potencial dete-
rioro de éxito reproducti-
vo. Dadas las limitacio-
nes inherentes al eva-
luar el éxito reproductivo
en biota natural, es 16gi-
co evaluar otras res-

puestas compensatorias

Evaluaciones ecotoxicolégicas

17



G arciNieto E

subletales en el sistema somatico y si es factible en
los compartimientos germinales. Estudios de campo y
de laboratorio han demostrado que efectos subletales
y a nivel suborganismo (citotoxicidad, genotoxicidad,
etc.) influyen en el metabolismo energético, acondi-
cionamiento fisico y reproductivo (Fal3bender vy
Braunbeck, 2013; Rivero-Wendt, 2013).

Se ha sugerido que el aumento de la inestabilidad
gendmica desempefia papeles importantes en la
disminucién de las aptitudes de las poblaciones (Par-
sons, 1992; Clark, 1993). La necesidad de evaluar el
impacto potencial de la induccion del dafio genético
ha creado un esencial y bien merecido espacio para
la toxicologia genética dentro del campo de la ecoto-
xicologia, también llamada ecotoxicologia genética o
ecogenotoxicologia para evaluar los efectos directos
e indirectos de contaminantes sobre el DNA.

En ausencia de aplicaciones adecuadas de citogené-
tica y ensayos moleculares en biota natural, el ensa-
yo cometa ha revolucionado el campo de la ecogeno-
toxicologia. Este ensayo ha proporcionado la oportu-
nidad para el estudio de dafios al DNA, reparacién y
muerte celular (apoptosis) en diferentes tipos celula-
res de la biota natural, sin conocimiento previo de la
tasa de proliferacion celular y de cariotipo (Dixon et
al., 2002). Después de la optimizacion adecuada del
ensayo cometa (por ejemplo para obtener la suspen-
sion de los nucleos o células), su aplicacion se ex-

tiende a una gama de organismos filogenéticamente

heterogéneo que inclu-
yen las plantas inferiores
y superiores, oligoque-
tos, poliquetos, crusta-
ceos, insectos, bivalvos,
gasteropodos,  peces,

anfibios y mamiferos.

Quiza la contribuciéon
méas grande de los ensa-
yos de la genotoxicidad
con plantas superiores,
es el uso continuo para
el monitoreo y evalua-
cién in situ del aire, sue-
lo y ambientes acuati-
cos, los cuales pueden
realizarse a escala glo-
bal. Los resultados con
estos sistemas pueden
ser una contribucion sig-
nificativa, ya que propor-
cionan datos que pue-
den ser utilizados como
centinelas para proteger
a la poblacion de agen-
tes que causen mutacio-
nes. Sin duda alguna,
los dafios mas importan-
tes a nivel molecular son

la induccion de varios

18
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tipos de lesiones inducidas en el DNA, como roturas
de hebra que eficientemente se miden mediante el
ensayo cometa. Estas roturas si no son reparadas
correctamente dan lugar a aberraciones cromosomi-
cas, las cuales pueden conducir a la muerte celular,
que podria llevar a varias condiciones patofisiolégicas
(Fadeel et al., 1999). El dafio al DNA de células ger-
minales podria conducir a cambios permanentes he-
redables, mientras que en las células somaticas po-
dria llevar a diversas enfermedades como la carcino-

génesis.

Las plantas como Avena sativa, Vicia faba, Raphanus
sativus y Lactuca sativa, entre otras, son sensibles a
los contaminantes y pueden mostrar signos rapidos
de crecimiento irregular, cambios bioquimicos, pérdi-
da de biomasa o incluso llegar a la muerte (Garcia-
Gallegos et al., 2011; 2012). Se ha demostrado que
plantas que crecen en suelos con altos niveles de
bifenilos policlorados (PCBs) presentan hojas defor-
madas de color marron, asi como inhibicion del cre-
cimiento, este ultimo efecto relacionado con la inhibi-
cion de la proliferacion celular (Gichner et al., 2007).
Las células mitéticas de las raices de las plantas co-
mo Vicia faba (haba) y Allium cepa (cebolla) han
mostrado ser genéticamente sensibles presentando
aberraciones cromosomicas e incremento en la fre-
cuencia de micronucleos y rupturas de hebra simple
del DNA cuando se exponen a diversos contaminan-
tes (Dong y Zhang, 2010; Bu et al., 2011; Juéarez-
Santacruz et al., 2013).

El objetivo de los estu-
dios ecotoxicoldgicos es
por lo tanto determinar
la aptitud, adecuacién o
eficacia biologica de las
poblaciones (crecimien-
to, fertilidad y fecundi-
dad), teniendo en mente
gue la sobrevivencia a
largo plazo depende de
la habilidad para repro-
ducirse y crecer para
mantener la estructura
de la poblacién en un
particular nicho ecolégi-

co o ambiental.

Una manera de llevar a
cabo estudios ecotoxico-
l6gicos en un escenario
potencialmente peligro-
so es aplicando la meto-
dologia de evaluacion
integral de riesgo pro-
puesta por la Organiza-
cion Panamericana de la
Salud. Esta metodologia
es una adecuacion de
los puntos clave de las
metodologias de eva-

luacion de riesgo a la

Evaluaciones ecotoxicolégicas
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salud y riesgo ecoldgico, que tiene como objetivo de-
terminar el peligro que representan los sitios poten-
cialmente peligrosos y establecer los posibles meca-
nismos de restauracion. La metodologia propone cin-
co etapas fundamentales: 1) descripcion del sitio, 2)
andlisis de la contaminacion ambiental, 3) valoracién
de los componentes bioticos, 4) valoracion de los
componentes humanos y 5) caracterizacion del ries-
go (Mejia et al., 2002; Torres et al., 2006).

La metodologia de riesgo integral inicia con la des-
cripcidn del sitio de estudio, con base en los antece-
dentes de contaminacién si es que existen, poste-
riormente se obtienen datos de identidad del sitio que
incluye entre otros, ubicaciéon, poblacion, actividades
y caracteristicas ecoldgicas. La informacion se verifi-
ca con la visita al sitio, donde ademas se obtiene in-
formacién acerca de la preocupacién de la comuni-
dad con respecto a la situacion ambiental, aunado a
esto se identifican rutas de exposicion, asi como po-
sibles fuentes de contaminacion y tipos de contami-

nantes de la region.

La segunda etapa consiste en el analisis de la con-
taminacion ambiental, donde se incluye un plan de
muestreo que abarca la seleccion de la matriz am-
biental (agua, suelo, sedimento, aire), considerando
el tipo de compuesto que se sospecha estara presen-
te en ese ambiente (metales, COPs, etc.), seguido de
la seleccion de los sitios de muestreo en funcion de

los puntos de exposicion para la biota o poblacion

humana, asi como el
namero y tipo de mues-
tra (superficial, profunda,

compuesta).

Una vez que se ha de-
terminado el tipo y la
magnitud de los conta-
minantes presentes en
el sitio, se debe investi-
gar acerca de sus carac-
teristicas toxicolégicas y
del comportamiento am-
biental, para realizar una
priorizacion de los con-
taminantes, con el fin de
valorar los que realmen-

te representen un ries-

go.

Posteriormente, se ge-
nera un indice de toxici-
dad ambiental, de las
matrices evaluadas y los
sitios de muestreo que
representen un mayor
riesgo para la biota. Pa-
ra la valoracion de los
componentes bidticos se
obtiene un indice de in-

tegridad bidtica que pro-

20
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porcione un esquema de la salud del ecosistema en
el sitio. Finalmente, se realiza un estudio con las es-
pecies nativas, donde ademas se evalla la exposi-
cion de los organismos mediante diversos marcado-
res de exposicion (cuantificando el compuesto dentro
del organismo) y efectos (genotoxicos, neurolégicos,

de comportamiento, etc.).

Paralelamente se realiza la valoracion de los seres
humanos como integrantes de un ecosistema que
puede estar en riesgo. Se selecciona el grupo de ma-
yor exposicion y el mas susceptible (generalmente
los nifios). Al igual que para la biota se emplean bio-
marcadores de exposicion y de efectos bioldgicos
asociados a la toxicidad del compuesto, estos ultimos
se eligen con base en la toxicodinamica de los con-

taminantes criticos.

Finalmente, se realiza la caracterizacion del riesgo,
donde cada seccion debe ser discutida primero por
separado y luego de manera integrada. En cada pun-
to se discuten las limitantes, las incertidumbres y los
factores confundentes. El analisis de la informacion
se realiza con criterios rigurosos y consultando los
antecedentes cientificos reportados. Se comparan los
datos del sitio contaminado contra los obtenidos en
algun sitio de referencia (no contaminado) y contra
valores de referencia disponibles en la literatura cien-
tifica o que hayan sido reportados en alguna normati-
vidad nacional o internacional. Habran de exponerse

analisis cualitativos y cuantitativos. Por ultimo se de-

termina si existe riesgo,
cual es la magnitud de
éste y cuales serian las
acciones que pudieran
llevarse a cabo para dis-

minuirlo.

Dentro de las acciones
gue se recomiendan pa-
ra eliminar, reducir o
controlar la exposicion,
existen una gama de
posibilidades.  Algunas
de ellas de alto costo
politico y econdmico,
como clausurar la fuente
de contaminacién en el
caso de industrias, o0
desalojar y reubicar a la
poblacién de mayor ex-
posicion. Otras de costo
intermedio, como técni-
cas de contencién, con-
finamiento y desconta-
minacion (Kaifer et al.,
2004). Diversos investi-
gadores estudian proce-
sos de remediacion bio-
l6gica que aprovechan
la capacidad depuradora
de las plantas para la
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remociéon de los contaminantes a través de la degra-
dacién por diversos microorganismos de la rizésfera,
cuyo principio basico consiste en destruir o modificar
los materiales contaminantes con el fin de disminuir
su peligrosidad. La biorremediacion es una opcién
factible al utilizar plantas naturales o modificadas ge-
néticamente, asociadas a microorganismos rizosféri-
cos (Lasat, 2002; Bento et al., 2012). Finalmente una
opcién que es la menos costosa pero de gran trabajo
social y compromiso ético es la educacion ambiental.
Esta actividad se enfoca en dar a conocer a la pobla-
cion el riesgo que representa el tipo de contaminante
y la matriz ambiental en donde se encuentra, y reco-
mendar cambios en algunos habitos alimenticios, ac-
tividades recreativas y de limpieza. Si bien la educa-
cion no soluciona el problema de fondo, si ayuda a

disminuir la exposicion.

Es importante tener en
cuenta que enfrentar un
problema de contamina-
cibn ambiental es com-
promiso de todos, la par-
ticipacion ciudadana, los
académicos investigado-
res y particularmente la
responsabilidad y obliga-
cién que tienen las auto-
ridades competentes pa-
ra tomar medidas que
logren mitigar o dismi-
nuir el riesgo de la po-
blacion afectada para
gue mejoren su calidad

de vida.
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CAPITULO 2

MUESTREO EN SITIOS CONTAMINADQOS, PROCESAMIENTO Y CON-
SERVACION DE LAS MUESTRAS

INTRODUCCION

El suelo, como parte de la litésfera, es un componen-
te esencial del ecosistema terrestre, debido a que el
crecimiento de las plantas y los ciclos biogeoquimi-
cos dependen de él, es un material no consolidado
de profundidad variable. Esta constituido por las fa-
ses solida, liquida y gaseosa en continua interaccion.
Se caracteriza por tener diferentes horizontes, resul-
tado de las adiciones, pérdidas, transferencias y
transformaciones de energia y materia a través del
tiempo (Volke et al., 2005). Su composicion quimica
varia en forma horizontal y vertical y esta determina-
da por el tipo de material geoldgico, cubierta vegetal,
meteorizacién, topografia y actividad bioldgica, ade-
mas de las actividades antropicas. El sedimento es
una capa de particulas minerales y organicas que se
encuentran en el fondo de reservorios de aguas natu-

rales (lagos, rios) (Figura 1).

Figura 1. Suelo y sedimento matrices esenciales para la vida

Garcia-Gallegos E. 2013.
Muestreo en sitios con-
taminados, procesamien-
to y conservacién de las
muestras. En: Evaluacio-
nes ecotoxicolégicas
(Garcia-Nieto et al.) Uni-
versidad Autonoma de
Tlaxcala, México. p. 25-
36.

Evaluaciones ecotoxicolégicas

25



G ardiaallegos E

La composicion de minerales con respecto a la mate-
ria organica varia dependiendo del lugar, general-
mente poseen un elevado contenido de materia inor-
ganica (70 %) en forma de 6xidos, carbonatos, sulfu-

ros y sulfatos (Hernandez, 2007; Masis et al., 2008).

Los suelos y sedimentos como parte de los ecosis-
temas proporcionan los nutrimentos esenciales,
agua, soporte y un depdsito, tanto para los detritos
organicos (residuos de la descomposicion de fuentes
organicas), como para las aportaciones naturales o la
deposicion atmosférica de contaminantes. Al compa-
rarse con el aire y el agua, los suelos y sedimentos
son un medio mas variable y complejo en su compo-
sicion. Se consideran sistemas depuradores, ya que
son capaces de degradar o inmovilizar los contami-
nantes, funcionan como un filtro, que retarda el paso
de los compuestos quimicos a las aguas subterra-
neas o como un bioreactor en el que muchos com-
puestos organicos pueden degradarse (Centro Na-
cional del Medio Ambiente, 2010). En el suelo, la ero-
sibn y la continua urbanizaciébn causan un impacto
negativo en su comportamiento, provocando la pérdi-
da parcial o total de su productividad. La acumulacién
de contaminantes en suelo y sedimento puede ser
un riesgo potencial para los integrantes del ecosiste-
ma. En el sedimento los contaminantes no quedan
permanentemente retenidos, pueden transportarse a
otras matrices ambientales (agua, suelo o aire) por
cambios en las condiciones ambientales, tales como

temperatura, pH, oxigeno disuelto, coloides organicos

y ya sea que estén sus-
pendidos en la columna
de agua o depositados
en el sedimento, la biota
acuatica estara expues-
ta a ellos y dependiendo
del contaminante se
bioacumulara e ingresa-
ra en la cadena tréfica
(Montalvo et al., 2003).
La base para evaluar
suelo y sedimento en
sitios potencialmente
contaminados, estd en

un muestreo adecuado.

Esto permitira que los
resultados del andlisis
ambiental (cuantificacion
de contaminantes) y bio-
l6gico  (biomarcadores
de exposicion y efecto),
tengan una interpreta-
cion confiable que refleje
la magnitud de la con-
taminacion y sea un so-
porte para la caracteri-
zacion del riesgo en el
sitio de estudio (Etche-
vers y Padilla, 2007,
Hernandez, 2007).
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La caracterizacién de un sitio, implica actividades de
muestreo y andlisis ambiental que tienen como finali-
dad determinar la extension y naturaleza de la con-
taminacion, lo cual provee las bases para adquirir la
informacion técnica necesaria para desarrollar, pro-
yectar, analizar y seleccionar las técnicas de reme-

diacion.

El objetivo principal de cualquier operacion de mues-
treo es recolectar suelo/sedimento representativo de
un sitio, esto es, que una muestra o grupo de ellas
refleje con precision la concentracion y estado de
cualquier componente en un determinado lugar y
tiempo. El muestreo de suelo se disefia y conduce
para cumplir con uno o varios de los siguientes obje-
tivos: a) determinar el riesgo a la salud humana y/o al
ambiente, debido a la contaminacion del sitio por con-
taminantes especificos, b) determinar la presencia y
concentracion de contaminantes, con respecto a ni-
veles de fondo (concentraciones naturales en el sitio),
c) determinar la concentracion de contaminantes y su
distribucion espacial y temporal, d) determinar el
riesgo potencial a la flora y fauna (lombrices, bacte-
rias y hongos) por contaminantes presentes en el
sitio a través de bioensayos ecotoxicolégicos, e) iden-
tificar fuentes de contaminacion, mecanismos o rutas
de transporte y receptores potenciales, f) medir la
eficiencia de acciones de control o de limpieza (re-
mediacién) y g) obtener mediciones para validacion o
uso de modelos de transporte y deposicion de con-

taminantes en el suelo (Volke et al., 2005).

Las muestras de sue-
lo/sedimento deben ser
representativas del sitio;
sin embargo, existen
variables que pueden
afectar su representati-
vidad: a) variaciones en
la composicion minera-
|6gica del suelo y pro-
piedades fisicas, quimi-
cas y bioldgicas, b) va-
riaciones en la composi-
cion quimica de los con-
taminantes en el sitio, c)
variaciones temporales
en la composicion del
medio, d) errores siste-
maticos o esporadicos
gue se producen en el
propio muestreo, en la
manipulacion y en el
transporte de las mues-
tras al laboratorio, e€)
errores en los resultados
analiticos por un inco-
rrecto almacenamiento o
por la preparacion de la
muestra en el laboratorio
(Hernandez, 2007). Ca-
da sitio contaminado

requiere de un particular
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muestreo, Volke et al. (2005) mencionan que se pue-
de llevar a cabo un muestreo exploratorio, el cual es-
ta diseflado para obtener informacion preliminar res-
pecto al sitio, por otro lado, se puede realizar un mo-
nitoreo con el fin adquirir informacioén acerca de la va-
riacion de las concentraciones de parametros especi-
ficos durante un lapso determinado o dentro de un
area geografica especifica. Ademas de seleccionar el
tipo de muestreo, es importante establecer la profun-
didad (superficial o vertical), tipo de muestra (simple

0 compuesta) y cantidad de muestra a recolectar.

Las muestras simples representan las condiciones
puntuales del suelo/sedimento contaminado en el
tiempo que fue recolectado y se pueden considerar
representativas cuando la composicién de los conta-
minantes es estable; mientras que, las compuestas
minimizan las variaciones, su preparacion puede
disminuir costo y tiempo en los andlisis (Rodriguez y
Rodriguez, 2002).

Existen dos profundidades importantes para un
muestreo ambiental: a) superficial (0-15 cm), que re-
fleja la deposicion de contaminantes transportados
por aire o depositados recientemente; y b) sub-
superficial (> 15 cm), en donde pueden encontrarse
contaminantes depositados por lixiviacion y derrames
de liquidos o por entierros que pueden encontrarse a
profundidades considerables (Csuros y Csuros,
2002). Es importante considerar que las caracteristi-

cas fisicas, quimicas y biologicas del sitio inciden en

la transformacion, reten-
cion y movimiento de los
contaminantes a traves
del suelo o sedimento.
El contenido de arcilla,
materia organica, pH,
potencial redox, capaci-
dad de intercambio ca-
tibnico,  conductividad
eléctrica y el contenido
de microorganismos, a-
fectan la velocidad de
migracion y la forma
guimica del contaminan-

te (Mason, 1992).

Ademas de la informa-
cion sobre el comporta-
miento ambiental de los
contaminantes, la carac-
terizacion del suelo o
sedimento ayuda a defi-
nir las estrategias de
remediacion (Hernandez
et al., 2006).

El suelo es un ecosiste-
ma que contiene una
gran diversidad de mi-
croorganismos  (bacte-

rias, hongos, etc), las
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caracteristicas quimicas, fisicas y bioldgicas, asi co-
mo la presencia de plantas y contaminantes influyen
en el numero y actividad microbiana, caracteristicas
gue deben considerarse durante el muestreo de sue-
lo rizosférico y del sistema radicular (Figura 2). Los
microorganismos presentes en el suelo mantienen un
equilibrio estable. Cuando se introducen plantas al
suelo, las raices liberan sustancias (proteinas, ami-
noacidos, hormonas, entre otras) que aprovechan los
microorganismos, como los hongos micorrizicos ar-
busculares (HMA), quienes forman una asociacion
simbidtica con las raices, lo cual les permite recono-
cer el estado nutricional de las plantas, y los posibles
efectos ocasionados por la presencia de contaminan-
tes en el suelo. Por lo tanto, los HMA se consideran
excelentes indicadores de contaminacion ambiental
(Gonzéalez y Rodriguez, 2005). Los indicadores biol6-
gicos de la calidad del suelo, en especial los relacio-

nados con la biomasa, actividad y biodiversidad de

las comunidades micro-
bianas, tienen un enor-
me potencial para eva-
luar el efecto de suelos
contaminados (Garbisu
et al., 2007). Para esto,
las muestras de suelo
rizosférico se deben to-
mar hiumedas para facili-
tar su extraccion y como
los microorganismos se
desarrollan en los prime-
ros centimetros de la
superficie, se recomien-
da recolectarlo de 0 a 20
cm, aungue puede variar
en funcidon del interés
del investigador (Sagar-
doy y Mandolesi, 2004).

Figura 2. Si st ema

radicul ar
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OBJETIVO

Explicar el muestreo de suelo, sedimento, suelo ri-
zosférico y sistema radicular de sitios contaminados,
asi como el procesamiento y almacenaje en el labo-

ratorio hasta el andlisis fisico, quimico y bioldgico.

MATERIAL EQUIPO
Balanza granataria Estufa de secado
Bolsas de plastico de 0.5, 1y 2 kg Refrigerador
Etiquetas GPS

Guantes de plastico

REACTIVOS
Hielera

Etanol al 70 %

Marcador indeleble
Agua destilada

Mortero y pistilo

Pala recta

Pala de acero inoxidable

Pala de plastico

Papel aluminio

Papel de estraza

Recipientes de aluminio

Recipientes de plastico de 1 L
Recipientes de vidrio color ambar de 1 L
Tamiz malla 600 pum

Tamiz malla 2 mm

Tina de plastico
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METODOLOGIA

Muestreo de suelo y sedimento

Muestra simple

Son las muestras recolectadas en un tiempo y en un
lugar particular y representan las condiciones puntua-
les de una muestra de la poblacién en el tiempo que
fue recolectada. Se elige un area libre de hierba y
material de construccion que pudiera interferir con la
contaminacion propia del sitio. Recoger aproximada-
mente 1 kg de suelo o sedimento superficial (0-15
cm) utilizando pala de acero inoxidable para contami-
nantes organicos y pala de plastico para metales pe-
sados. Para analizar compuestos organicos las

muestras de suelo se envuelven con papel aluminio y

se transportan en bolsas de plastico, y los sedimen-

tos se depositan en re-
cipientes de vidrio de

color ambar.

Para el andlisis de meta-
les y la caracterizacion
fisicoquimica las mues-
tras se transportan en
bolsas o recipientes de
plastico (Figura 3). El
muestreo se puede rea-
lizar a diferentes profun-
didades de acuerdo al
interés y protocolo del

investigador.

Figura 3. Muestreo simple de suelo
y sedimento
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Muestra compuesta

Es la mezcla de muestras individuales o submuestras
que representa el promedio de la composicion del
area de estudio. Se recolectan varias muestras sim-
ples siguiendo un patrén de muestreo (zig-zag) que
contengan la misma cantidad de suelo o sedimento y
que representen el mismo horizonte. Se mezclan las
submuestras para obtener una muestra compuesta y
homogénea. Para evitar la contaminacion con otros
materiales, el mezclado se debe realizar en recipien-
tes y con pala de acero inoxidable para los compues-
tos organicos o de plastico para metales pesados.
Para realizar el cuarteo se divide el suelo o sedimen-
to en cuatro partes iguales, de las cuales se
desechan dos cuartos opuestos y con los dos restan-
tes se repite el proceso de mezclado para obtener

una muestra compuesta de 1 kg (Figura 4).

El transporte de las
muestras se realiza en
recipientes de plastico
para la cuantificacion de
metales y la caracteriza-
cion fisicoquimica y en
recipientes de vidrio co-
lor ambar para la cuanti-
ficacibn de compuestos

organicos.

Todas las muestras se
transportan en hieleras
cuidando de mantener la
cadena de frio para la
conservacion de los

compuestos.

Figura 4. Cuarteo de muestras
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Muestreo de sistema radicular y suelo rizosférico

Se elige el area de estudio y se divide en cuadrantes
(5 x 6 m) se recolectan entre 5 a 10 muestras simples
por cuadrante. El suelo rizosférico se recolecta per-
forando con una pala de acero inoxidable (compues-
tos orgénicos) o de plastico (metales pesados) a una
profundidad de entre 15y 20 cm, abarcando una peri-
feria de 15 cm circundante al tallo de la planta. Se
colecta entre 1y 2 kg de suelo rizosférico junto con el
sistema radicular. Se separa la radicula del suelo de
cada submuestra y se mezclan para obtener una
muestra compuesta de suelo rizosférico que repre-
sente la poblacion de esporas de HMA del sitio con-
taminado (Figura 5). El suelo rizosférico se divide en
dos partes una para el andlisis microbiolégico de
HMA que se deposita en bolsas de plastico y se

transporta en frio. La otra parte se almacena en reci-

pientes de plastico para
el andlisis fisicoquimico
y cuantificacion de meta-
les, o en vidrio color
ambar (papel aluminio
dentro de bolsas de
plastico) para la deter-
minacion de compuestos
organicos. El sistema
radicular se lava con
agua de grifo para elimi-
nar el resto de suelo
rizosférico y se transpor-
ta en frascos que con-
tengan etanol al 70 %
para la conservacion de
los HMA.
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Figura 5. Muestreo del sistema radicular y suelo rizosférico
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Procesamiento de suelo, sedimento y suelo rizos- Destruir con el pistilo los
férico terrones que se hayan
Vaciar las muestras en recipientes de aluminio para formado durante el se-
el andlisis de compuestos organicos, en morteros de cado y eliminar hierba,
ceramica para el analisis de metales y en papel es- viruta, basura o cual-
trasa para la caracterizacion fisicoquimica. Los reci- quier material que pudie-
pientes de aluminio y morteros se colocan en la estu- ra interferir con la consti-
fa a 70 °C. Las muestras que van en papel estrasa, tucion propia del suelo,
se depositan en un area del laboratorio a la sombra, antes de realizar el ta-
a temperatura ambiente hasta su secado (Figura 6). mizado.

e T
NG G S AP

Figura 6. Secado de suelo, sedimento o suelo rizosférico
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Tamizar por malla de 600 pm (tamiz No. 30) de aper-
tura de malla para la cuantificacion de metales y
compuestos organicos y por malla de 2 mm (tamiz
No. 10) para el analisis de fisicoquimicos. Almacenar
en frasco de vidrio color &mbar para la determinacién
de compuestos orgénicos y en recipientes de plastico
para metales y conservar a 4 °C. Para la caracteriza-
cion fisicoquimica de suelo, sedimento y suelo rizos-
férico, almacenar en recipientes de plastico a tempe-
ratura ambiente (Figura 7).

Andlisis fisicoquimico de las muestras

De cada muestra se toma una cantidad de 250 g para
realizar las determinaciones de los parametros fisicos
y quimicos que intervienen en la movilidad y biodis-
ponibilidad de los contaminantes presentes; se de-
termina textura, por el hidrémetro de Bouyoucos (Ro-
driguez y Rodriguez, 2002); pH, en una suspensién
de suelo:agua (1:2 p/v) (Jackson, 1976); conductivi-
dad eléctrica (CE), en el extracto de saturacion (Ri-
chards, 1990); contenido de materia organica, por el
método de Walkley-Black (Jackson, 1976), la capaci-
dad de intercambio catiénico (CIC), por la técnica con

acetato de amonio (Chapman, 1965).

Se mide el porcentaje de humedad de 100 g de suelo
rizosférico por secado en estufa (105 °C) hasta peso
constante. El peso final se empleara para corregir el
namero de esporas contabilizadas en 100 g de suelo

rizosférico humedo (Capitulo 6).

Figura 7. Tamizado y alma-
cenamiento de suelo sedi-
mento y suelo rizosférico
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CAPITULO 3

TAMIZAJE EN SITIOS POTENCIALMENTE CONTAMINADOS:
DIOXINAS EN SUELO Y SEDIMENTO POR ELISA

INTRODUCCION

Las dioxinas o policlorodibenzodioxinas (PCDD),
constituyen una familia de 75 hidrocarburos clorados
que son estructuralmente similares, la 2,3,7,8-
tetraclorodibenzodioxina (2378 TCDD) y el 1,2,3,7,8-
pentaclorodibenzodioxina (12378 PeCDD), son con-
siderados los congéneres mas toxicos (Figura 1). La
generacion de PCDD requiere: 1) temperatura de 300
a 400 °C, 2) fuente de carbono que podria ser made-
ra, hidrocarburos y compuestos organicos, 3) fuente
de cloro, como plaguicidas organoclorados (pentaclo-
rofenol, DDT, 2,4 D) o cloruro de sodio presente en
los basureros municipales, 4) oxigeno, cuya funcion
es la oxidacion del carbono facilitando la formacion
de estructuras ciclicas y la cloracion de las mismas,
5) catalizador como el Cu, He, Pb 0 Zn. Las PCDD se
generan de manera natural durante las erupciones
volcanicas e incendios forestales, y en diversas acti-
vidades antrépicas como subproductos de procesos
industriales que involucran la manufactura de com-
puestos organicos clorados, el uso de cloro durante
el blanqueado del papel y la pirdlisis a altas tempera-
turas (ATSDR, 1998).

Figura 1. 2378 TCDD, molécula representativa de las PCDD

Garcia-Nieto E. 2013.
Tamizaje en sitios poten-
cialmente contaminados:
dioxinas en suelo y se-
dimento por ELISA. En:
Evaluaciones ecotoxico-
l6gicas (Garcia-Nieto et
al.) Universidad Auténo-
ma de Tlaxcala, México.
p. 37-66.
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En el 2007, México elabord el Plan Nacional de Im-
plementacién (PNI) del Convenio de Estocolmo, que
incluye un inventario nacional de liberaciones de dio-
xinas y furanos para México. La metodologia utilizada
para la elaboracion del inventario 2004 se baso en el
uso del instrumental normalizado de PNUMA (Pro-
grama de Naciones Unidas para el Medio Ambiente).
Se elaboran 3 versiones de este inventario: a) edicion
2007, b) revision 2010 y c) revision 2012. Esta ultima
considera 75 fuentes estimadas (47 que no habian
sido estimadas en las versiones anteriores) y la revi-
sion de los datos de actividad de algunas fuentes
previamente estimadas. El inventario 2012 reporto
una emision total de 9,722 g TEQ/afio y coloca a la
industria quimica, la quema no controlada de
desechos domésticos, los incendios en vertederos y
la quema de biomasa, como las cuatro fuentes priori-
tarias (Maiz y Morales, 2012). Las dioxinas pueden

cruzar las membranas celulares y unirse al receptor

citosdlico de hidrocarburos aromaticos (Ahr), el com-

plejo formado por la dio-
xina y el Ahr se disocia
de las proteinas chape-
ronas (hsp90, p23 vy
XAP2) y se trasloca al
nucleo, ahi se dimeriza
con la proteina trasloca-
dora nuclear del recep-
tor de hidrocarburos
aromaticos (Arnt), lo
cual resulta en la con-
version de un complejo
heteromérico con alta
afinidad al DNA, que
actua como un factor de
transcripcion gque altera
el patron de expresion
de ciertos genes (Kaz-
lauskas et al., 2000) (Fi-
gura 2).

EGF AHRR
EGFR CYP1A1-2

TNF-o GST | .
UDPGT GGTASTALT

Figura 2.Mecanismo de toxicidad de las dioxinas
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Los efectos bioquimicos de las dioxinas pueden ser
divididos en tres clases: 1) alteraciones metabdlicas
debido a los cambios enzimaticos, 2) alteraciones en
la homeostasis alterando el funcionamiento hormonal
y sus receptores, y 3) alteraciones en el crecimiento y
diferenciacion como un resultado de cambios en fac-
tores de crecimiento y sus receptores (Birnbaum et
al., 1994; ATSDR, 1998)

Como se mencion0 anteriormente las dioxinas estan
constituidas por 75 congéneres cuya toxicidad varia
segun el namero y la posicidon de atomos de cloro en
la molécula. Las muestras ambientales y biol6gicas
son una mezcla de congéneres, y dependiendo de la
fuente emisora predominaran unos sobre otros. Di-
versas organizaciones internacionales disefiaron una
clasificacion para identificar la capacidad toxica de
cada congénere a la que denominaron Factores de
Equivalencia Toéxica (TEF). Dichos valores son equi-
valentes debido a que se comparan con la toxicidad
de la 2378-TCDD que fue considerada con el valor de
la unidad. La 12378-PeCDD presenta también un
TEF de 1, mientras que el resto de los congéneres
tienen una toxicidad equivalente menor a la unidad.
Cabe mencionar que algunos congéneres de la fami-
lia de los policlorodibenzofuranos (PCDF) y policloro-
bifenilos (PCB) poseen una toxicidad similar a las
dioxinas porloqueseles conoce c¢co0omo
y se les asigna un valor de TEF (Anexo 1). Para eva-
luar la toxicidad total de una muestra se cuantifica

cada congénere por cromatografia de gases de alta

resolucibn con espec-
trometria de masas de
alta resolucion (HRGC
/HRMS) y se multiplica
por su TEF para obtener
los Equivalentes Toxicos
(TEQ) (Anexo 2). Es
evidente entonces, que
en un sitio contaminado,
habria que monitorear
sobre todo a los congé-
neres mas toxicos (2378
TCDDy 12378 PeCDD).

Las dioxinas son extre-
madamente persistentes
en el ambiente, tienen
una alta resistencia a la
degradacion fisica, qui-
mica y bioldgica, con
una vida media que va
de 10 a 30 afios en sue-
lo superficial y hasta de
100 afios en el subsuelo
y sedimentos, son semi-
volatiles por lo que pue-

den viajar grandes dis-

tankias. Lhs BCDD som s 0

liposolubles lo que les
permite  bioacumularse

en tejidos grasos y bio-
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magnificarse en la cadena trofica. Estas caracteristi-
cas aunadas a su elevada toxicidad han llevado a los
organismos gubernamentales a implementar normas
estrictas para la proteccion de la salud humana. El
PNUMA propone como guia ambiental un nivel de
100 ppt TEQ en suelo de &reas de recreacion infantil
(Friedler, 1999), por su parte la Agencia de Sustan-
cias Toxicas y Registro de Enfermedades (ATSDR),
considera tres niveles de accion que aplican para la
exposiciébn humana por ingesta de suelo contaminado
con dioxinas y compuestos like-dioxinas en areas
residenciales: 1) Deteccion de contaminantes (< 50
ppt TEQ), si uno 0 mas suelos exceden este valor se
requieren estudios mas especificos; 2) Evaluacioén de
posibles vias de exposicién (50-1000 ppt TEQ), si la
concentracion de dioxinas en suelo se encuentra en-
tre este intervalo, se recomienda evaluar la extension
de la exposicion y las implicaciones en salud; y 3)
Nivel de accion (> 1000 ppt TEQ), si el suelo supera
este valor se deben considerar estrategias para pre-
venir la exposicién (De Rosa et al.,, 1997). Como se
puede apreciar, el nivel de accion de estas guias se
encuentra en el orden de partes por trillon (ppt o
pg/g). La metodologia y el equipo para lograr detectar
y cuantificar a las PCDD requiere una elevada sensi-
bilidad, se emplea la HRGC/HRMS que es capaz de
cuantificar a niveles incluso de partes por quatrillon
(ppq o fg/g), sin embargo, este método es sumamen-
te costoso, $1,141.81 USD por una muestra (Usta-
ran-Cervantes, 2007). Este hecho es la principal cau-

sa de escasez de reportes que indiquen los niveles

de dioxinas en matrices
ambientales o bioldgicas
en México. En uno de
los pocos estudios se
reportan niveles de 0.5
pg/g TEQ de PCDD en
tres muestras de mante-
quilla producidas en el
estado de Guanajuato y
Jalisco (Santillo et al.,
2003), el otro estudio
presenta niveles de dio-
xinas en huevos de
granjas familiares reco-
lectados cerca del com-
plejo petroquimico loca-
lizado en Coatzacoalcos
Veracruz, con concen-
traciones 10 veces arri-
ba de la norma de 2
pg/g TEQ (DiGangi et
al., 2005).

En el IV Taller sobre
fuentes y medicion de
dioxinas, furanos y he-
xaclorobenceno, reali-
zado en el marco del
programa de Manejo
Adecuado de Quimicos
(MASQ) de la Comision
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de Cooperacion Ambiental de América del Norte
(CCA), se informa que en México existe un equipo de
HRGC/HRMS en el Centro Nacional de Servicios de
Constatacion en Salud Animal (CENAPA-SAGARPA)
donde actualmente estan implementando la metodo-
logia para la cuantificacién de dioxinas, sin embargo,
aun cuando se tenga el método validado y el costo
del analisis por muestra se vea reducido, éste seguira

siendo muy elevado.

Una alternativa a la cromatografia son los inmunoen-
sayos y precisamente uno de ellos es el inmunoen-
sayo ligado a enzima (ELISA) para la cuantificacién
de PCDD. Esta metodologia fue desarrollada por in-
vestigadores de la Universidad de Davis, California,
quienes sintetizaron un anticuerpo policlonal (R7598),
un antigeno (0626-BSA) y un subrogado (TMDD)
(Sugawara et al., 1998; 2002; Nichkova et al., 2004).
El TMDD cruza al 100 % con el anticuerpo policlonal
pero es menos toxico que la 2378-TCDD. El uso del
ELISA es de gran utilidad para fines de rastreo o ex-
ploraciéon ya que el costo por muestra para determi-
nar dioxinas en suelo o sedimento, es relativamente
bajo ($ 400.00 pesos), por lo que se pueden analizar
una gran cantidad de muestras en poco tiempo y a
bajo costo. El anticuerpo policlona (Ac), el subrogado
y el antigeno (Ag) no son comerciales, el Dr. Ham-
mock jefe del departamento de Entomologia de UC
Davis, dond estos reactivos para fines de investiga-
cion. Este método es de tipo competitivo. La termina-
cion carboxilica del Ag 0626-BSA se adhiere a las

paredes de los pozos de
la microplaca de ELISA
y compite con las dioxi-
nas, presentes en la
muestra, por el Ac poli-
clonal selectivo para
2378 TCDD, después de
un lavado el complejo
formado por la dioxina y
el Ac R7598 es elimina-
do y solo queda en la
placa el complejo for-
mado por el Ag y el Ac
R7598, al agregar el
anticuerpo marcado en-
zimaticamente con per-
oxidasa (ARHRP) y diri-
gido al complejo forma-
do por el antigeno y el
anticuerpo R7598, se
produce una respuesta
cromogénica en presen-
cia del sustrato (H20,) y
tetrametil bencidina, que
es cuantificado espec-
trofotométricamente. La
intensidad del color es
inversamente proporcio-
nal a la cantidad de dio-
xinas presentes en la

muestra (Figura 3).
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El método que se describe en este capitulo utiliza un
anticuerpo policlonal que reconoce especificamente
al congénere 2378-TCDD que es el mas toxico, sin
embargo, presenta una reaccion cruzada con otros
congéneres Yy like-dioxinas (Anexo 3) por lo que la
concentracion que se reporta es la suma de todos
ellos, que se pueden comparar con los equivalentes
toxicos que se reportan en cromatografia (pg/g TEQ),
aunque como el método utiliza el subrogado TMDD
las unidades se reportan en equivalentes de TMDD
(pg/g TMDD-EQ). EIl estudio realizado por Garcia-
Nieto et al. (2010), demuestra la aplicacion de este
inmunoensayo, al identificar fuentes potenciales en la
generacion de dioxinas en México, como es el caso
de comunidades que viven en areas paludicas que
han sido fumigadas con DDT y que utilizan lefia para
cocinar sus alimentos (2,419 a 5,967 pg/g TMDD-
EQ), el area aledafia a la industria quimica (37 a 813
pg/g TMDD-EQ) y a una zona ex - fundidora de hierro
y plomo (149 a 872 pg/g TMDD-EQ).

Esta metodologia es una herramienta complementa-
ria a los bioensayos de primer nivel para la identifica-
cion del peligro (PCDD) como primera etapa de la
evaluacion de riesgo en salud o ecotoxicolégico.
Permite conocer la magnitud de la contaminacion, lo
cual orienta al investigador para decidir si un sitio re-
quiere evaluaciones especificas como extension de la
exposicion, efectos en la biota e implicaciones en
salud humana, asi como la valoracién de estrategias

de prevencion y remediacion.

TN
—

A A

Ag 0626-BSA

Ag-Ac R7598
TCDD-Ac R7598

Ag-Ac R7598 -Ac ARHRP

Sustrato (TMB + H,0,)

Figura 3. ELISA para
PCDD
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OBJETIVO

Explicar detalladamente la metodologia de ELISA
para la cuantificacion de dioxinas en suelo como una
técnica complementaria a la HRGC/HRMS y conocer

su aplicacion en las evaluaciones ecotoxicologicas.

MATERIAL EQUIPO
Bolsa de plastico 2 kg Agitador orbital
Caja de madera con luz UV Agitador Vortex

Columnas de filtracion de 12 ml

Cubiertas p/placas de 96 pozos

Embudo de filtracion tallo corto 6 cm diametro externo
Espatula

Frasco de vidrio ambar 500 y 1000 ml

Frascos de plastico 1000 ml

Garrafon de plastico 5 L

Gradillas (para tubo de 2, 15, 35y 70 ml)

Guantes de nitrilo

Matraz Kitasato 4 L con tapon de goma
MangueraPVC1/ 45666/ y 3/ 8606 di
Matraz Erlenmeyer 50 y 125 ml

Matraz Erlenmeyer con tapon esmerilado 250 ml
Matraz volumétrico 250, 500 y 1000 mi

Micropipeta automatica/puntas 0.5-10 pl y 5.0-40 pl,
Micropipeta automatica/puntas 0.2-1.0 ml y 20-200 pl
Micropipeta multicanal 50 i 300 pl

Picetas para agua y acetona

Pipetas Pasteur y bulbos

Placas de dilucion de 96 pozos

Placas de ensayo de 96 pozos

Probeta 25, 50 y 100 mi

Recipiente para soluciones para multicanal (RM)
Tubos conicos 20 x 118 mm (15 ml)

Tubos de ensayo 20 x 150 mm (35 ml) con y sin tapa
Viales color &mbar con inserto 2 ml

Balanza analitica
Bomba de vacio
Camara de vacio
Campana de extraccion
Estufa a 37 °C
Evaporador

Lavador manual
Lector de ELISA
Tanque para nitrdgeno
Placa de agitacion
Potencidémetro
Refrigerador
Sonicador
Ultracongelador -80°C
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(3 metil, 4,7,8.-Triclorodibenzo-p-dioxina)

REACTIVOS

Nombre Marca Catélogo
Acetona [CH3(CO)CH3] JTB 9 0 0063
Acido acético (C,H.05) JTB 9 5 2343
Acido clorhidrico (HCI) JTB 9 5 3303
Acido sulfarico (H2S04) JTB 9 6 8015
Albumina de suero bovino (BSA) S| GMA A-305¢
Bicarbonato de sodio anhidro, (NaHCOg3 ) JTB 3 5 0260
Carbonato de sodio anhidro (Na,CO3) JTB 3 6 0021
Citrato de sodio [NazC3Hs0O (COO0)3 2H,0] JTB 3 6 4061
Cloruro de potasio (KCI) JTB 3 0 4001
Cloruro de sodio (NaCl) JTB 362041
Dimetil sulfoxido (DMSO) S| GMA D-8 41 ¢
Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) JTB 3 2 4061
Fosfato de sodio dibasico (NA;HPO, ) JTB 3 8 2081
Hexano grado HPLC (CeH14) JTB 9 3 0043
HRP Labeled goat anti-rabbit Ig (AR-HRP) opcién 1 PHARMI N 5540¢:
HRP Labeled goat anti-rabbit Ig (AR-HRP) opcién 2 MI LLI POl  AP187
Nitrégeno 99 % de pureza (N, gaseoso) I NFRA

Peréxido de hidrogeno (H.0;) al 30% JTB 2 1 8061
Polisorbato 20 (Tween 20) S| GMA P-794¢
Sand White Quartz 50 + 70 mesh S| GMA S-988°
Silica gel 70-250 mesh (63-200 p, diametro 60 A°) S| GMA S-250¢
Sulfato de sodio anhidro ( Na,SO, ) JTB 389011
Tetrametilbencidina (TMB) S| GMA T-28 8¢
Tritébn X-100 (TX) S| GAWM X100
Antigeno 7,8.-Diclorobenzol5,6],[1,4] dioxino, [2,3-b] Donado
piridina-3-acido carboxilico (0626-BSA) 9.2 mg/mi

Anticuerpo Anti-JRS6-LPH, Kd=1x10"'** M (R-7598) Donado

TMDD en DMSO 100 pg/ml Donado
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PREPARACION DE REACTIVOS
Amortiguador de fosfatos (PBS)

NaCl 1.38 M 80 g
KH,PO,  0.015M 2g
Na,HPO, 0.025M  11.49g
KCl 0.027M  2g

Disolver los reactivos en agua desionizada, ajustar el
pH a 7.5 y aforar a 1000 ml. Para el ensayo de ELISA
realizar una dilucién 1:10. Disolver 100 ml de PBS
concentrado en 850 ml de agua desionizada, ajustar
el pH a 7.5 y aforar a 1 L. Almacenar ambas solucio-
nes en frasco de plastico a temperatura ambiente por

un periodo maximo de 3 meses.

Amortiguador de PBS-Tween 20 (PBST al 0.05 %)

Disolver 100 ml de PBS concentrado y 0.5 ml de
Tween 20 en agua desionizada, ajustar el pHa 7.5y
aforar a 1 L. Almacenar en frasco de plastico a tem-

peratura ambiente, por un periodo maximo de 1 mes.

Agua Tween 20 (AT20 al 0.05 %)
Disolver 0.5 ml de Tween 20 en 1 L de agua desioni-
zada. Almacenar en garrafén de plastico a temperatu-

ra ambiente, por un periodo maximo de 3 meses.

Amortiguador de carbonato y bicarbonato (ACB)
Na,CO3; 0.015 y NaHCO3 0.035 M

Mezclar 0.795 g de carbonato de sodio anhidro y
1.465 g de bicarbonato de sodio anhidro en agua des
ionizada, ajustar el pH a 9.6 con HCl y aforar a 500

ml. Almacenar en frasco
de plastico a 4°C, ma-

ximo por 3 meses.

Amortiguador de citra-
to (ACS 100 mM)

Disolver 13.61 g de ci-
trato de sodio en agua
desionizada, ajustar el
pH a 5.5 con &cido acé-
tico y aforar a 1 L. Alma-
cenar en frasco de plas-

tico a 4 °C, por 3 meses.

Solucién cromdgena
(TMB al 0.6 %)

Disolver 0.012 g de te-
trametil bencidina en 2
ml de DMSO. Almacenar
en frasco de vidrio am-
bar a temperatura am-

biente hasta un mes.

DMSOT al 0.01 %

Afadir 10 pl de Tritén X-
100 en 100 ml de
DMSO. Almacenar a
temperatura ambiente y
en frasco de vidrio color
ambar, por un periodo

maximo de 3 meses.
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Acido sulfarico (H,SO4 2 M)
Medir 26.65 ml de &cido sulfarico y aforar a 250 ml.
Almacenar en frasco de vidrio color ambar a tempera-

tura ambiente, por un periodo maximo de 3 meses.

TMDD 1 pg/ml
Diluir en un vial color &mbar 10 yl de TMDD de una
concentracion de 100 pg/ml en 990 ul de DMSOT.

Conservar en el desecador por un mes.

TMDD 20,000 pg/ml
Disolver en un tubo de ensayo 8 ul de TMDD de 1
pg/ml en 392 pl de DMSOT, justo antes de su uso.

Antigeno 0626-BSA (1:14000 = 0.65 pg/ml)

Diluir 2 pl del antigeno 0626-BSA de una concentra-
cion de 9.2 mg/ml en 28 ml del amortiguador ACB en
un matraz Erlenmeyer, agitar por rotacion sobre la

mesa de trabajo. Se prepara justo antes de su uso.

Amortiguador de fosfatos con albumina de suero
bovino (PBSB al 0.5 %)

Disolver 0.150 g de BSA en 30 ml de PBS en un ma-
traz Erlenmeyer, agitar por rotacion sobre la mesa de

trabajo. Se prepara al inicio de la etapa de bloqueo.

Amortiguador de fosfatos con albumina de suero
bovino (PBSB al 0.2 %)

Disolver 4 ml de PBSB al 0.5 % con 6 ml de PBS en
un matraz Erlenmeyer, agitar por rotacion sobre la

mesa de trabajo. Se prepara justo antes de su uso.

Anticuerpo R7598
(1:3000)

Mezclar 6 ml de la solu-
cion de PBSB 0.2 % con
2 pl del Ac R7598 en un
matraz por rotacion so-
bre la mesa. Preparar

justo antes de su uso.

Silica activada

Colocar 20 g de silica
gel en un vaso de preci-
pitado, cubrir con papel
aluminio perforado vy
calentar a 170 °C duran-
te 24 h. Almacenar en
desecador hasta por 1
semana. Alcanza para 6
columnas de extraccion
en fase sdlida (SPE)

Silica acidificada

(Si-H,S0, al 44 %)

Mezclar 10 g de silica
gel activada con 4.3 ml
de acido sulfarico en un
frasco de vidrio ambar
agitar hasta eliminar los
grumos. Preparar la can-
tidad que se va a utilizar

y desechar el sobrante.

46

Evaluaciones ecotoxicc



GarciblietoE

Columnas SPE para limpieza

Colocar un filtro circular en el fondo de la columna
SPE, se pueden utilizar de 12 o 20 ml, afadir 0.5 g
de silica activada, seguido por 2 g de Si-H,SO, al 44

%, 1 g de silica activada y 1 g de sulfato de sodio

anhidro, colocar al final un filtro circular. Preparar el

mismo dia que se utilizaran (Figura 4).

Activar a 170 °C 24 h Agitar silica acidificada

Almacenar al vacio

Figura 4. Prepararcion de columnas SPE para limpieza
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METODOLOGIA mezclando con Vortex
Extraccion antes de cada sonica-
Mezclar 10 g de suelo o sedimento con 1 g de arena cion. Después de cual-
de cuarzo blanca y 30 ml de hexano en un matraz quiera de los dos proce-
Erlenmeyer, colocar el tapon y cubrir con una capu- sos de extraccion que se
cha de papel kraft (estraza) y aluminio sujetando con haya elegido, filtrar el
una liga, revolver durante 3 h en el agitador orbital, extracto empleando pa-
realizar una segunda extraccion con 25 ml de hexano pel filtro Whatman No. 1,
y 1 h de agitacion. Otra opcion es, mezclar 1 g de la recuperar los extractos
muestra con 10 ml de hexano (por triplicado) en un en el mismo tubo de en-
tubo de ensayo y sonicar durante 15 min cada vez, sayo (Figura 5).

BRANSON

Figura 5. Extraccion por agitacion o sonicacion
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Primera evaporacion

Vaciar el extracto en tubos cénicos de 15 ml y colo-
carlos en el evaporador, aplicar una corriente suave
de nitrogeno, evaporar el hexano hasta 2 ml aproxi-

madamente (Figura 6).

Limpieza

Colocar las columnas de SPE en la camara de vacio,
activar cada columna adicionando 6 ml de hexano,
transferir con pipeta Pasteur los 2 ml del extracto y
eluir con 40 ml de hexano en etapas de 10 ml. Evitar

gue la columna se seque (Figura 7).

————,

Evaporar a10 ml, afiadir 500 p
DMSOT y terminar de evaporar

Transferir

Segunda evaporacion

Evaporar con nitrdgeno
hasta 10 ml, afadir 500
pl de DMSOT vy conti-
nuar la evaporacion has-
ta 0.5 ml. Transferir el
extracto a un vial color
ambar de 2 ml. Enjuagar
el tubo coénico con 500
pl de DMSOT vy transfe-

rirlo al mismo vial. Alma-

cenar a 4°C (Figura 8).

Figura 7. Limpieza por columnas
de filtraciébn multicapas

&

Anadir 500 pl
DMSOT y almacenar

Figura 8. Segunda evaporacion y recuperacién en DMSOT
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Etapa de revestimiento (Ag 0626-BSA 0.65 pg/ml) Etapa de bloqueo

El antigeno 0626-BSA se inmoviliza por adsorcion (PBSB al 0.5 %)

directa a los pozos de la microplaca de ELISA. Vaciar En esta etapa se adicio-
en un recipiente RM y afadir 100 pl en cada pozo de na la proteina albumina
una microplaca de ELISA, cubrir la microplaca con de suero bovino para
tira adherente e incubar 24 h a 4 °C (Figura 9). cubrir los sitios de unién

instaurados  (espacios

Lavar 5 veces con AT20 mediante succion y expul- gue gquedan entre un Ag
sion con un lavador manual hasta eliminar completa- y otro) de la superficie
mente la solucién, depositandola en el matraz Kitasa- de los pozos de la mi-
to No. 1 (Figura 11). croplaca. Vaciar en un

recipiente RM la solu-
cién de PBSB al 0.5 %

recién preparada y adi-

cionar 200 uyl en cada

pozo de la microplaca

[y —

con una micropipeta

\_/
Transferir Transferir multicanal, cubrir la mi-
100 pl del Ag B0626 200 pl de PBSB croplaca con tira adhe-

rente e incubar 30 min a

temperatura  ambiente

(425 BEadl1l)( F

Lavar 5 veces con AT20

mediante succién y ex-

pulsion con un lavador
Cubrir e Cubrir e L
incubara 4 °C 24 h incubar a 25 °C 30 min manual hasta eliminar

completamente la solu-
/ \/ / ‘/ cion, depositandola en el

matraz Kitasato No. 1

Figura 9. Revestimiento Figura 11. Bloqueo (Figura 10).
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Figura 10. Lavado manual de microplaca de ELISA
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Preparacién de la curva estandar de TMDD y dilu-
ciones de los extractos de suelo o sedimento
Vaciar 5 ml de PBS en un recipiente RM y con micro-
pipeta multicanal, afiadir 100 ul en los pozos B1 al
B12, E1 al E12, G4, G5, G6, G10, G11 y G12 de una
microplaca para diluciones (Figura 12).

Transferir 100 pl
PBS

Figura 12. Adicién de PBS en la microplaca para diluciones

Preparar 10 concentraciones seriales de TMDD a
partir de la concentracién de 20,000 pg/ml, en una
proporcién de 50 % de DMSOT-PBS. El primer punto
de la curva tiene una concentracion de 10,000 pg/ml
y la udltima de 0.128 pg/ml. Para preparar la curva
estandar de TMDD se utilizan las filas A y B. Adicio-
nar DMSOT en los pozos A2 al A12 en las cantidades
indicadas, afadir 300 pl de TMDD 20,000 pg/ml en el
pozo Al y transferir hasta el pozo A10 las cantidades
sefialadas, los pozos All (blanco de TMDD) y Al12
(blanco de TMDD vy anticuerpo) no llevan TMDD.
Mezclar 8 veces con la micropipeta multicanal por
succion y expulsion antes de cada transferencia.
Succionar 100 pul de los pozos de la fila A y colocarlos

en los pozos de la fila B, mezclar con la micropipeta.

Cada extracto de suelo
0 sedimento se analiza
en tres diluciones, gene-
ralmente se eligen las
diluciones 1:50, 1:100 y
1:200, sin embargo, de-
pendiendo de los resul-
tados se ajustara la dilu-

cion

Cada microplaca alcan-
za para realizar las dilu-
ciones de 6 extractos.
Anadir DMSOT en las
filas D y F en los volu-
menes indicados. Agre-
gar la cantidad de ex-
tracto que se indica en
los pozos D1 (1:10), D4
(1:50), D7 (1:100), D10
(1:200), F4 (1:50) y F10
(1:200), se puede elegir
la misma dilucién para

los seis extractos.

Mezclar 8 veces en cada
pozo por succion y ex-
pulsién con la micropipe-
ta multicanal, transferir
150 pl a los dos pozos

consecutivos para obte-
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ner dos diluciones mas de cada extracto: D2 (1:20), 100 pl de los pozos de
D3 (1:40); D5 (1:100), D6 (1:200); D8 (1:200), D9 las filas Dy F a las filas
(1:400); D11(1:400), D12 (1:800), F5 (1:100), F6 E y G, respectivamente
(1:200), F11(1:400) y F12 (1:800). Mezclar y transferir (Figura 13).

Mezclar y transferir Mezclar y transferir
150 pl a los pozos 100 pl de las filas
consecutivos DyFalasEyG

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | pmsor 0 Y240/ 240\ 150\ 180 Y/ 150 \ 180\ 240\ 240 \/ 240\ 240\ 240
TMDD 300 | 60 A 60 A 150 A 120 A 150 A 120 A 60 A 60 \ 60 A 0 A 0
o | PBs 100100 /100100 700\ 700\ 700\ 100\ 100\ 100\ 100 700
Fila A 100 A 100 A 100 A 100 £ 100 A 100 \ 100 A 100 \ 100 A 100 A 100 A 100 )
c
o | pmsor 240 Y 150 Y 150 Y 288 ) /150 Y 150 \
Extracto
PBS
Bl FilaD
= | omsot
Extracto
PBS
€| FiaF
H

Figura 13. Microplaca de dilucion: preparacion de la curva de TMDD vy diluciones de los extractos
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Etapa de competencia

El antigeno 0626-BSA y las dioxinas (muestra) o el
TMDD (curva estandar) compiten por la unién al anti-
cuerpo R7598. Transferir por triplicado 50 pl de cada
estandar de la curva (fila B) y cada dilucién de los
extractos (fila E y G) preparados en la microplaca de
dilucion a la microplaca de ELISA. En esta ultima uti-
lizar los pozos de las filas A, B, y C para la curva es-

tandar de TMDD vy los pozos de las filas D, E, F, Gy

Transferir 50 pl

Microplaca
diluciones

Microplaca
ELISA

H, para los extractos.
Las concentraciones de
cada punto de la curva y
las diluciones de los ex-
tractos se indican en la
8

veces con la micropipeta

Figura 14. Mezclar

justo antes de la transfe-

rencia.

7|

8|

-
-

I

9 12
A 0 m 16 Cz\@ 0.128 /[-)\
|| N AN NN N,/
B ESTE:E‘:;DE 80 /40\ 16 /32\ 0.64 @ /o\
|| o0 pgim) N A AN N N AN A
| 00000000
) aOannnnaonms
1:100/ 1:200/ 1:1onjqzoo/ 1:40&(2(& 1:4(&(8(_)0/
| DuucioNes nannnananms
EXTRACTOS 1:1[&(200 1:1(&(2(& 1:4(& 1:2(9 1:4(9 1:8(&
F E2 E2 E3 m E3 m E4 m
1:100/ 1:200/ 1:1oujqzoo/ 1:40&(2(& 1:4(9 1:8(_)0/
o s @/EG\HQES@EG@
DILUCIONES w 1:400 @ 1:50 w 1:200 @ 1:400 @
—  DELOS
y | EXTRACTOS E5 @ E5 @ E6 @
1:50/(100/ 1:200/ 1:2(_)0/ 1:4(_)0/Q800

Figura 14. Microplaca de ELISA: adicion de la curva estandar y las diluciones de los extractos

54

Evaluaciones ecotoxicc


http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=snAPRK6vByMVuM&tbnid=lzxVsJl3GYNDeM:&ved=0CAUQjRw&url=http://jechospitalar.com.br/laboratorial.html&ei=g0M3UoBXpLnZBc6mgZgN&bvm=bv.52164340,d.b2I&psig=AFQjCNFMpQy9hNhePfDBe2IxPZ7n2jHaCA&ust=1379439796883764
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=snAPRK6vByMVuM&tbnid=lzxVsJl3GYNDeM:&ved=0CAUQjRw&url=http://jechospitalar.com.br/laboratorial.html&ei=g0M3UoBXpLnZBc6mgZgN&bvm=bv.52164340,d.b2I&psig=AFQjCNFMpQy9hNhePfDBe2IxPZ7n2jHaCA&ust=1379439796883764
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=iZUq-wl4ZDzPKM&tbnid=AvakjPyqPr9lbM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.uniscience-shop.com.br/finnpipette-multicanal-classica-8-canais-5-50&ei=rkE3UsbVN8X32wXSsoDIBA&bvm=bv.52164340,d.b2I&psig=AFQjCNHFgig_7aSmoHukTQM26LwiGAvHKw&ust=1379439379268359
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=iZUq-wl4ZDzPKM&tbnid=AvakjPyqPr9lbM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.uniscience-shop.com.br/finnpipette-multicanal-classica-8-canais-5-50&ei=rkE3UsbVN8X32wXSsoDIBA&bvm=bv.52164340,d.b2I&psig=AFQjCNHFgig_7aSmoHukTQM26LwiGAvHKw&ust=1379439379268359

GarciblietoE

Vaciar el anticuerpo R7598 en el recipiente RM y Etapa de amplificacién
transferir 50 pl a todos los pozos de la microplaca de El Anticuerpo ARHRP se
ELISA excepto a los pozos 12A, 12B y 12C (blanco une al complejo formado
de anticuerpo), a éstos adicionar 50 pl de PBSB al por el antigeno 0626-
0.2 % (Figura 15). Cubrir con tira adhesiva e incubar BSA y el anticuerpo
a 25 °C durante 90 min. Lavar 5 veces con AT20 me- R7598. Mezclar en un
diante succion y expulsion recolectando la solucion matraz Erlenmeyer, 12
en el matraz Kitasato No. 2 adaptado con filtro de ml de PBST y 4 ul del
carbon activado (Figura 10). Sacudir fuertemente la anticuerpo ARHRP, agi-
placa sobre papel absorbente en la mesa de trabajo. tar por rotacion sobre la

mesa. Vaciar en un re-

cipiente RM vy transferir
100 pl en cada pozo de
la microplaca de ELISA.
Cubrir con tira adheren-

te e incubar durante 60

. min a temperatura am-
Transferir Transferir

50 ul del Ac R7598 y 50 i 100 pl del Ac ARHRP biente (Figura 16). Lavar

PBSB apozos 12 ABC 5 veces con AT20 me-
diante succion y expul-
sion con el lavador ma-
nual hasta eliminar com-

pletamente la solucion,

pasar el desecho por
carbon activado adapta-

Cubrir e Cubrir e o
e bara 25 °C 80 min incubar a 25 °C 60 min do sobre el matraz Kita
sato No. 2 (Figura 10).

/ / / / Sacudir fuertemente la

placa sobre papel ab-

, — ) " sorbente en la mesa de
Figura 15. Adicion Ac Figura 16. Adicion Ac

R7598 ARHRP trabajo.
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Etapa cromoOgena

La enzima peroxidasa del anticuerpo ARHRP reac-
ciona con el sustrato (H.O,) en presencia de un cro-
mogeno (tetrametil bencidina). En un matraz Erlen-
meyer disolver 240 pl de TMB y 2 pl de H»0O; al 30 %
en 15 ml del amortiguador de citratos. Vaciar en un
recipiente RM, adicionar 100 ul en cada pozo de la
microplaca de ELISA, cubrir la microplaca con papel

aluminio e incubar 10 min a temperatura ambiente.

Transferir
100 pl Ac-HRP

Transferir
50 ul H,SO,

Anadir 50 pl de H,SO,
2M en cada pozo, para
detener la reaccion. Co-
locar la microplaca en el
lector de ELISA y reali-
zar la lectura de densi-
dad oOptica en longitud
de onda dual 450-655
nm (Figura 17).

Cubrir con aluminio 10 min

Figura 17. Adicién del sustrato y lectura de la densidad éptica en el lector de microplaca

56

Evaluaciones ecotoxicc


http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=snAPRK6vByMVuM&tbnid=lzxVsJl3GYNDeM:&ved=0CAUQjRw&url=http://jechospitalar.com.br/laboratorial.html&ei=g0M3UoBXpLnZBc6mgZgN&bvm=bv.52164340,d.b2I&psig=AFQjCNFMpQy9hNhePfDBe2IxPZ7n2jHaCA&ust=1379439796883764
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=iZUq-wl4ZDzPKM&tbnid=AvakjPyqPr9lbM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.uniscience-shop.com.br/finnpipette-multicanal-classica-8-canais-5-50&ei=rkE3UsbVN8X32wXSsoDIBA&bvm=bv.52164340,d.b2I&psig=AFQjCNHFgig_7aSmoHukTQM26LwiGAvHKw&ust=1379439379268359
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=placa de ELISA&source=images&cd=&cad=rja&docid=_BQUZ5qEensJjM&tbnid=CGbuPmjIwBhPiM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.cientificasenna.com/index.php?modulo=catalogo&accion=articulo&id=1348&ei=q0wUUtHOE4rgyQHAmoHIBA&psig=AFQjCNFsgsWCaChrStvrOdcP6iySUk0k7A&ust=1377148172654158
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=iZUq-wl4ZDzPKM&tbnid=AvakjPyqPr9lbM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.uniscience-shop.com.br/finnpipette-multicanal-classica-8-canais-5-50&ei=rkE3UsbVN8X32wXSsoDIBA&bvm=bv.52164340,d.b2I&psig=AFQjCNHFgig_7aSmoHukTQM26LwiGAvHKw&ust=1379439379268359
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=snAPRK6vByMVuM&tbnid=lzxVsJl3GYNDeM:&ved=0CAUQjRw&url=http://jechospitalar.com.br/laboratorial.html&ei=g0M3UoBXpLnZBc6mgZgN&bvm=bv.52164340,d.b2I&psig=AFQjCNFMpQy9hNhePfDBe2IxPZ7n2jHaCA&ust=1379439796883764
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=iZUq-wl4ZDzPKM&tbnid=AvakjPyqPr9lbM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.uniscience-shop.com.br/finnpipette-multicanal-classica-8-canais-5-50&ei=rkE3UsbVN8X32wXSsoDIBA&bvm=bv.52164340,d.b2I&psig=AFQjCNHFgig_7aSmoHukTQM26LwiGAvHKw&ust=1379439379268359
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=snAPRK6vByMVuM&tbnid=lzxVsJl3GYNDeM:&ved=0CAUQjRw&url=http://jechospitalar.com.br/laboratorial.html&ei=g0M3UoBXpLnZBc6mgZgN&bvm=bv.52164340,d.b2I&psig=AFQjCNFMpQy9hNhePfDBe2IxPZ7n2jHaCA&ust=1379439796883764

GarciblietoE

Analisis de los datos

Los valores de densidad Optica (DO) se grafican en el
eje de las ordenadas (escala lineal) en contra de las
concentraciones de los estandares de TMDD en las
abscisas (escala logaritmica) lo que produce una cur-
va dosis-respuesta sigmoidea (Figura 18). La curva

estd construida usando los 4 parametros logisticos

Donde:

X = concentraciéon de
dioxinas en la muestra.
A = valor maximo de la
densidad éptica (x=0).

B = representa la pen-

diente y el rango lineal

(Ecuacion ). de la curva.
C = representa la con-
(Ec. 1) W b centracion de TMDD, la
- cual inhibe en un 50 %
_ la reaccién Ag-Ac.
(Ec. II) ) —1xC D = valor minimo de la
densidad optica.
1.4
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Figura 18. Curva sigmoidea de 4 parametros logisticos. Esta grafica representa el promedio de
tres curvas realizadas de manera independiente. Cada punto es el promedio y las barras la des-

viacion estandar
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Las densidades Opticas de la curva y de las muestras
se capturan en una plantilla de Excel, se calcula la
media y desviacion estandar (Anexo 4). Los datos de
la curva se ingresan en el paquete estadistico de
SIGMA-PLOT version 11 para obtener la gréfica y los
4 pardmetros logisticos: A, B, C y D, mediante el al-
goritmo de Levenbergi Marquardt a través de la téc-
nica de los minimos cuadrados ponderados (Anexo
5). Los parametros se copian en la plantilla de Excel,
la cual esta construida con las formulas para obtener
el valor de x por interpolacion de la curva (ecuacion
II), se indica el factor de dilucién en las celdas co-
rrespondientes para cada muestra y se obtiene la
concentracion de dioxinas de la muestra original. Si la
DO de la muestra es demasiado alta se diluye hasta
qgue la DO se encuentre dentro del rango cuantitativo

del ensayo (parte lineal de la curva sigmoidea).

Control de calidad

Se emplea un estandar de referencia de suelo (BCR
529, EUR 18863 EN) con una concentracion de 6,650
pg/g TEQ. Ademas de una muestra compuesta de
suelo analizada por HRGC/HRMS con una concen-
tracion de 220 pg/g TEQ, como una segunda referen-
cia. La exactitud se estima como el porcentaje de
error obtenido al comparar la concentracion tedrica

con la experimental.

Para la precisién se calcula el porcentaje del coefi-
ciente de variacion obtenido del IC50 (parametro C

de la curva de calibracion) después de realizar la cur-

va por triplicado y en
tres dias diferentes. Pa-
ra la repetibilidad y re-
producibilidad se analiza
una muestra por triplica-
do en la misma micro-
placa, tres veces en un
solo dia (repetibilidad),
durante tres dias (repro-
ducibilidad). Los resulta-
dos se evaltan al calcu-
lar el porcentaje del coe-

ficiente de variacion.

Se recomienda confir-
mar por HRGC/HRMS
las muestras con niveles

altos de dioxinas.

Manejo de Residuos

Todo el trabajo se desa-
rrolla en un area de se-
guridad, durante la no-
che el area es irradiada

con luz ultravioleta (UV).

El material desechable
es almacenado bajo luz
UV vy los liquidos del
lavado se pasan por fil-
tros de carbon activado.
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ANEXO 1. Factor de equivalencia t-xic
Congéneres TEF Congéneres TEF Congéneres TEF
PCDD (WHO/97) PCDF (WHO/97) PCB (WHO/97)
2378 TCDD 1 2378 TCDF 0.1 3344’ TCB " 0.0001
12378 PeCDD 1 12378 PeCDF 0.05 344'5TCB 81 0.0001
123478 HxCDD 0.1 23478 PeCDF 0.5 233'44' PeCB 105 | 0.0001
123789 HxCDD 0.1 123478 HxCDF 0.1 23'44’5 PeCB 114 | 0.0005
123678 HxCDD 0.1 123678 HxCDF 0.1 2344’5 PeCB 118 | 0.0001
1234678 HpCDD 0.01 123789 HxCDF 0.1 2344’5 PeCB 123 | 0.0001
OCDD 0.0001 | 234678 HxCDF 0.1 3344’5 PeCB 126 0.1
1234678 HpCDF 0.01 233'44'5 HxCB 156 | 0.0005
1234789 HpCDF 0.01 23344'5’HxCB 157 | 0.0005
OCDF 0.0001 23'44'55'HxCB 167 | 0.00001
3344'55'HxCB 169 0.01
22'33'44'5HpCB 170
22'344'55'HpCB 180
233'44'55'HpCB 189 | 0.0001
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ANEXO 2. Ejempl o de | a obtenci - -n ¢
Like dioxinas Concentracion | r-c \wH0o/97) TEQ
(pg/g)
2378 TCDD 530 1 530
12378 PeCDD 280 1 280
123478 HxCDD 1200 0.1 120
123789 HxCDD 325 0.1 32.5
23478 PeCDF 859 0.5 4295
123478 HxCDF 333 0.1 33.3
123678 HxCDF 789 0.1 78.9
2344’5 PeCB 10000 0.0001 1
2344’5 PeCB 690 0.0001 0.069
33'44'5 PeCB 450 0.1 45
233'44’5 HxCB 258 0.0005 0.129
(pg}r:t'?lE Q 1250.4
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ANEXO 3. Reactividad cruzada del
CONGENERES REACTIVIDAD CRUZADA (%)
Surrogado TMDD 100
1 CDD <0.01
27 DICDD 0.19
237 TriCDD 6.7
1378 TCDD 43
1234 TCDD 0.01
PCDD
2378 TCDD 129
12378 PeCDD 72.9
123478 HxCDD 1
1234678 HpCDD 0.3
OCDD <0.01
2378 TCDF 26
23478 PeCDF 9.0
12378 PeCDF 0.1
PCDF 123678 HxCDF 54
123789 HxCDF 54
1234678 HpCDF 0.06
OCDF <0.01
33'44’TCB (77) 0.10
PCB 33'44°5PeCB  (126) <0.01
33'44’55'HxCB (169) <0.01
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ANEXO 4. Continuaci - n

CURVA ESTANDAR DO DO DO MEDIA DE Cv I.C
10000.0000 0.1310 0.0940 0.0940 0.1063 0.0214 [ 20.0896 0.0242
2000.0000 0.1690 0.1840 0.1770 0.1767 0.0075 4.2484 0.0085
400.0000 0.4080 0.4620 0.4460 0.4387 0.0277 6.3230 0.0314
200.0000 0.6290 0.6540 0.6180 0.6337 0.0184 2.9113 0.0209
80.0000 0.8840 0.8790 0.8570 0.8733 0.0144 1.6448 0.0163
40.0000 0.9710 1.0060 0.9910 0.9893 0.0176 1.7749 0.0199
16.0000 1.1050 1.1010 1.1190 1.1083 0.0095 0.8528 0.0107
3.2000 1.1910 1.1860 1.1930 1.1900 0.0036 0.3030 0.0041
0.6400 1.2210 1.2220 1.2260 1.2230 0.0026 0.2163 0.0030
0.1280 1.2000 1.2200 1.2060 1.2087 0.0103 0.8491 0.0116
0.0000 1.2370 1.2360 1.2220 1.2317 0.0084 0.6809 0.0095
BLANCO 0.0490 0.0480 0.0570 0.0513 0.0049 9.6095
SUELOS DO DO DO MEDIA DE CV PARAMETROS
ANA 5 040602 s/c (1:50) 0.9210 0.9110 0.8870 0.9063 0.0175 1.9280 D 0.0732
ANA 5 040602 s/c (1:100) 1.0300 1.0180 1.0210 1.0230 0.0062 0.6105 A 1.22
ANA 5 040602 s/c (1:200) 1.0850 1.0860 1.1070 1.0927 0.0124 1.1370 C 184.98
ANA 7 040602 s/c (1:100) 0.8100 0.8630 0.8220 0.8317 0.0278 3.3416 B 0.9404
ANA 7 040602 s/c (1:200) 0.9920 1.0030 1.0100 1.0017 0.0091 0.9059 [LiMITE DE DETECCION
ANA 7 040602 s/c (1:400) 1.0660 1.0740 1.1070 1.0823 0.0217 2.0080 Y 1.2
SALA 1 1°m 130802 s/c (1:200) | 0.9040 0.9020 0.9220 0.9093 0.0110 1.2113 LD 2
SALA 1 1°m 130802 s/c (1:400) | 1.0000 0.9430 0.9780 0.9737 0.0287 2.9523 [LIMITE DE CUANTIFICACION
SALA 11°m 130802 s/c (1:800) | 1.0690 1.0380 1.0140 1.0403 0.0276 2.6505 Y 11
Ags 7 Now03 c/c (1:200) 1.1820 1.1510 1.0690 1.1340 0.0584 5.1487 LC 10
Ags 7 Now03 c/c (1:400) 1.1840 1.1290 1.0950 1.1360 0.0449 3.9534 |RANGO DE CUANTIFICACION
Ags 7 Now03 c/c (1:800) 1.2140 1.2010 1.1350 1.1833 0.0424 3.5797 |Inhibicién (%) y X
Ags 5 s/f slc (1:200) 1.0432 0.9150 0.9590 0.9724 0.0651 6.6991 50 0.6158 207.2
Ags 5 s/f s/c (1:400) 1.1010 1.1340 1.0610 1.0987 0.0366 3.3273 20 0.2463 1160.0
Ags 5 sif s/c (1:800) 1.1440 1.1610 1.1550 1.1533 0.0086 0.7475 90 1.1085 17.2
BCR 160703 c/c (1:100) 0.6350 0.6470 0.6170 0.6330 0.0151 2.3854 30 0.3695 567.4
BCR 160703 c/c (1:200) 0.7920 0.8460 0.7920 0.8100 0.0312 3.8490 80 0.9853 43.6
SUELOS DO DO DO MEDIA DE CV CONC/DIL | MEDIA (pg/g TMDD-EQ) |
ANA 5 040602 s/c (1:50) 60.9955 | 63.9714 | 714477 | 654715 [ 5.3851 8.2252 65
ANA 5 040602 s/c (1:100) 33.0948 | 35.8028 | 351182 | 34.6719 [ 14081 4.0613 69
ANA 5 040602 s/c (1:200) 216673 | 214737 | 175189 | 202199 | 23412 | 11.5786 81 72 |
ANA 7 040602 s/c (1:100) 99.0924 | 79.4295 | 94.3735 | 90.9651 | 10.2650 | 11.2845 910
ANA 7 040602 s/c (1:200) 419570 | 39.3042 | 37.6539 [ 39.6383 | 2.1709 5.4768 793
ANA 7 040602 s/c (1:400) 254393 | 23.8292 | 175189 | 222625 | 4.1862 | 18.8039 890 864 |
SALA 11°m 130802 s/c (1:200) [ 66.1023 | 66.7185 | 60.7022 | 64.5077 | 3.3100 51312 1290
SALA 11°m 130802 s/c (1:400) [ 40.0204 | 54.7182 | 45.4416 | 46.7267 | 7.4327 | 15.9068 1869
SALA 11°m 130802 s/c (1:800) | 24.8318 | 31.3338 | 36.7237 | 30.9631 | 5.9546 [ 19.2314 2471 1879 |
Ags 7 Nov03 c/c (1:200) 5.0734 9.8997 | 24.8318 | 13.2683 | 10.3009 | 77.6354 265
Ags 7 Nov03 c/c (1:400) 4.7784 13.5978 | 19.7530 | 12.7098 | 7.5267 | 59.2197 508
Ags 7 Nov03 c/c (1:800) 0.6586 2.3630 | 12.5672 | 51963 | 6.4400 | 123.9357 416 39 |
Ags 5 sif sic (1:200) 30.2079 | 62.7716 | 50.3738 | 47.7844 | 16.4355 | 34.3952 956
Ags 5 sif sic (1:400) 18.6274 | 12,7378 | 26.4620 | 19.2758 | 6.8850 | 35.7185 771
Ags 5sif sic (1:800) 110522 | 82926 | 9.2512 | 95320 | 14011 | 14.6990 763 830 |
BCR 160703 c/c (1:100) 192.9891 | 184.5847 | 206.3356 | 194.6365 | 10.9687 | 5.6355 3893
BCR 160703 c/c (1:200) 106.4928 | 854149 | 106.4928 | 99.4668 | 12.1694 | 12.2346 3979 3936 |
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CAPITULO 4
VARIABLES DE CRECIMIENTO, BIOMASA SECA Y PIGMENTOS
FOTOSINTETICOS COMO INDICADORES DE FITOTOXICIDAD

INTRODUCCION

Las plantas son los seres vivos mas importantes de
los ecosistemas, su capacidad para realizar la foto-
sintesis les confiere ser autétrofos, es decir, fabrican
su propio alimento, ademas de producir oxigeno del
que dependen otros integrantes del ecosistema (Fi-
gura 1). Sin embargo, los efectos negativos de la de-
forestacion, incendios, inundaciones, la contamina-
cidén y en general las practicas destructivas realizadas
por el hombre constituyen una amenaza para el cum-
plimiento de sus funciones, entre las que destacan el
controlar la erosion y ser habitat para la fauna (refu-
gio natural y de descanso para aves, murciélagos,
ardillas, entre otras especies) (Evans y Furlong,
2003).

Solar

- ¢
Energia \\:’/

Garcia-Gallegos E. 2013.
Variables de crecimiento,
biomasa seca y pigmen-
tos fotosintéticos como
indicadores de fitotoxici-
dad. En: Evaluaciones
ecotoxicolégicas (Garcia-
MINERALES Nieto et al.) Universidad
Autonoma de Tlaxcala,
México. p. 67-81.

Figura 1. Componentes de la fotosintesis
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Las plantas también representan una ruta de exposi-
cibn de contaminantes hacia animales y humanos,
debido a que una vez que éstas los absorben pueden
ser transferidos a la cadena trofica; por otro lado,
pueden ser utilizadas como sujetos experimentales
en bioensayos, por ser facilmente manipulables
(Evans y Furlong, 2003).

Para establecer los bioensayos con plantas, la Orga-
nizacion de Cooperacion Econdémica y Desarrollo
(OECD, por sus siglas en inglés) en 2006 sefiala que
para seleccionar las especies vegetales a utilizar pa-
ra evaluar la toxicidad de contaminantes ambientales
se debe tomar en cuenta su diversidad taxonomica
(dicotiledéneas o monocotiledoneas), la distribucion y
abundancia, ciclo de vida, importancia economica
(ornamental y cultivo) o ecoldgica (nativas). Entre las
especies con mayor sensibilidad para detectar el da-
flo toxico inducido por contaminantes se encuentra: la
lechuga (Lactuca sativa), girasol (Helianthus annus),
zanahoria (Daucus carota), rdbano (Raphanus sati-
vus), pepino (Cucumis sativus), betabel (Beta vulga-
ris), soya (Glycine max), frijol (Phaseolus vulgaris),
chicharo (Pisum sativum), cebolla (Allium cepa), ave-
na (Avena sativa), cebada (Hordeum vulgare), arroz
(Oryza sativa), trigo (Triticum aestivum), sorgo
(Sorghum bicolor) y maiz (Zea mays), sin embargo,
esta lista se puede ampliar, siempre y cuando se
garantice una germinacion de la semilla por encima
del 85 %. Los bioensayos con plantas permiten cono-

cer los efectos toxicos que provoca un contaminante,

valoran y determinan los
factores de riesgo aso-
ciados a su exposicion,
asi como el grado de
tolerancia o sensibilidad
de la planta, logran
aportar una mayor cer-
teza para vislumbrar el
impacto ambiental, aun-
gue no contundente,
pero que se les puede
considerar como bioin-
dicadores ambientales
(Visioli et al., 2013).

Las actividades antropi-
cas han propiciado la
degradacion del suelo
principalmente por la
contaminacion de meta-
les pesados y compues-
tos organicos, tales co-
mo, hidrocarburos deri-
vados del petréleo, pla-
guicidas y dioxinas, so-
los por citar algunos.
Las pruebas ecotoxico-
l6gicas han sido inten-
samente discutidas co-
mo herramientas com-

plementarias a los anali-
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sis quimicos que caracterizan el riesgo en sitios con-
taminados. Una de las pruebas ecotoxicoldgicas es la
fitotoxicidad, la cual se define como la inhibicion del
crecimiento de la planta o cualquier efecto adverso
causado por sustancias toxicas o mezcla de ellas

(Baumgarten y Spiegel, 2004).

Es una exposicion aguda de 10 a 15 dias en la que
se exponen directamente las semillas al sue-
lo/sedimento/abono organico (tratamiento Unico) o a
sus diluciones (tratamientos multiples), para evaluar
la inhibicién de la germinacion y variables de creci-
miento temprano de las plantulas (Cuevas, 2008). El
namero de variables se ha incrementado, lo que ha
permitido obtener mas informacion acerca del dafio
gue provocan los contaminantes a la plantula, entre
las variables que se han reportado estan: 1) en legu-
minosas la cuantificaciéon del numero de nédulos ra-
dicales (Garcia et al., 2012) y la presencia/ausencia
de leghemoglobina (Weaver y Frederick, 1982), 2) la
mortalidad (toxicidad aguda) de las plantulas, 3) lon-
gitud de la radicula y del hipocétilo/epicétilo, 4) la
produccion de biomasa, 5) la concentracion de pig-
mentos fotosintéticos, 6) la tasa fotosintética (Fer-
nandez et al., 2006), 7) la presencia/ausencia de ne-
crosis en la radicula o raiz (Escoto et al., 2007), 8) el
nivel de lignificacion de la raiz y 9) viabilidad y muerte
celular de la raiz (Li et al., 2012).

La mayor parte de los reportes sobre bioensayos fi-

totoxicos evaluan los efectos sobre el indice de ger-

minacion, longitud de la
radicula e hipoco-
tilo/epicétilo, debido a
que en estas etapas
ocurren NUMerosos pro-
cesos fisiolégicos, en los
gue la presencia de con-
taminantes puede inter-
ferir y/o alterar el creci-
miento y desarrollo nor-
mal de las plantulas
(Uribe, 2008); por otra
parte, variables como la
produccién de biomasa
seca indica la eficiencia
del uso de la radiacion
solar que se transforma
en energia quimica; pe-
ro el tipo de suelo, la
concentracion de nutri-
mentos, el grado de
contaminacion y tipo de
contaminante, el clima,
la temperatura y el es-
trés hidrico, son factores
gue intervienen en su
produccion, si existe una
mayor produccion se
obtendra un mayor ren-
dimiento de la planta y

viceversa, para utilizarse
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como una variable de toxicidad deben controlarse las
variables antes mencionadas (Garcia et al., 2009).
Los pigmentos fotosintéticos como la clorofila a, b y
carotenos proporcionan informacién de los efectos
toxicologicos de contaminantes ambientales; como
suelos contaminados por metales pesados donde las
plantas sufren estrés, el cual se caracteriza por la
reduccion de enzimas que intervienen en la biosinte-
sis de clorofila, lo que induce la inhibicion de la foto-
sintesis y que se traduce a una disminucion en la
concentracion de pigmentos fotosintéticos, debido
principalmente a que el ion central Mg*® de la molé-
cula de clorofila es sustituido por Cu*?, Zn*?, Cd*? o
Hg*?, lo cual impide la captura de luz (Kiipper et al.,
2006, tomado de Liu et al., 2010) (Figura 2). La de-
terminacion de clorofila a, b y carotenos se basa en la
absorcién de los pigmentos en zonas especificas del
espectro 400 a 700 nm, que corresponden a los picos

maximos de absorcion (Figura 3).

R= —CH=0, Clorofilab |

CHy

Sustitucion por Cu*?, Zn*2, Cd*? y Hg*?

CH3 e CHs
CHs CH, CH,

CHy o
Cadena de fitol

Figura 2. Sustitucion de metales por el ion Mg+2 en la
molécula de clorofila a

Con los bioensayos de
fitotoxicidad se puede
evaluar cualquier matriz
ambiental (agua, aire,
suelo y sedimento), asi
como abonos organicos,
extractos de suelo, se-
dimento, abonos organi-
cos, lixiviados y sustan-
cias puras, ademas tie-
ne la ventaja de que las
semillas pueden alma-
cenarse a temperatura
ambiente y a la sombra,
lo que ofrece un bajo
costo de mantenimiento;
entre las desventajas se
encuentra que los efec-
tos pueden ser estimula-
torios o inhibitorios, lo
cual depende del tipo y
concentracion del con-
taminante al que se ex-
ponen, de factores am-
bientales como pH,
temperatura y materia
organica, asi como de la
especie vegetal (Lopez
et al., 2009). La Tabla 1
ofrece una lista de plan-

tas, contaminantes, ma-
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triz ambiental y variables evaluadas de diferentes

ensayos de fitotoxicidad.

OBJETIVO

Proporcionar al estu-
diante los fundamentos
practicos de la prueba
de fitotoxicidad en sue-
lo/sedimento para de-
terminar las variables de
crecimiento, produccion

de biomasa seca y con-

700 centracién de pigmentos
fotosintéticos como indi-

cadores de toxicidad.
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Figura 3. Eficiencia de absorcién de la clorofilaa y b
EQUIPO

Balanza analitica
Balanza granataria

Centrifuga

Espectrofotometro UV Visible
Horno de secado

Refrigerador

MATERIAL

Bisturi o tijera

Bolsas de papel
Contenedores de plastico de 4 L
Charola de plastico

Espatula

Frascos de vidrio de 250 ml
Guantes de latex

Hielo

Invernadero

Lampara de luz tenue
Macetas de plastico de 250 g
Mortero y pistilo

Papel absorbente

Picetas de 500 ml

Pinzas

Pipeta de 10 ml

Pipeta Pasteur

Regla o vernier

Semillas de haba (Vicia faba)
Semillas de rabano (Rhapanus sativus)
Semillas de maiz (Zea mays)
Suelo o sedimento

Tubos de centrifuga de 15 ml

Vasos de precipitado de 500 ml
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Tabla 1. Plantas que han sido empleadas para pruebas de fitotoxicidad

Planta Matriz/Contaminante Variable Referencia
Leucaena sp. Petroleo crudo e intem- Altura de planta, biomasa seca, Rivera et
Mimosa sp. perizado namero de nddulos, presen- al. (2005)
Mimosa pigra cia/ausencia de leghemoglobi-

na
Zea mays Composta y sedimento  Altura de planta, biomasa seca, Bedell et
Lolium perenne actividad de las enzimas PEPC  al. (2006)
y GS
Lactuca sativa Efluentes de la industria Longitud de radicula e hipoc6- Navarro et
Sichorium endivia var. lisa  citricola y de la cafia de tilo al. (2006)
Sichorium intybus var. fina  azlcar
Vicia faba Agua contaminada con indice de germinacion Alvarez et
metilmercurio al. (2006)
Lactuca sativa Efluente de industria Longitud de radicula e hipoc6é- Segundo
Lycopersicum esculentum  textil tilo etal.
(2009)
Lactuca sativa Jales mineros Longitud de radicula e hipo- Escoto et
cétilo, presencia/ausencia de al. (2009)
necrosis en la radicula
Lactuca sativa Residuos de la produc- Longitud de radicula e hipocé- Gell et al.
Raphanus sativus cion bionergética tilo (2011)
Triticum aestivum
Arabidopsis thaliana Sales de Cd, Zny Cu Fluorescencia de clorofila a Martinez
etal.
(2011)
Salvinia natans Sales de Co, Zn, Mn, Concentracibn de pigmentos Dhir et al.
Cr, Fe,Ni, Cu, Pby Cd  fotosintéticos, enzima rubisco (2011)
Vicia faba Suelos  contaminados Longitud de raiz, numero de Garcia et
con Cd nédulos, biomasa seca, con- al. (2012)
centracion de pigmentos foto-
sintéticos
Lycopersicun esculentum Suelos  contaminados Biomasa seca Cheyns et
Hordeum vulgare con Pb al. (2012)
Hordeum vulgare Jales mineros, suelos Longitud de la radicula Zhang et
de serpentina (ricos en al. (2013)
Ni, Cr y Co) y contami-
nados con Cu
Betula populifolia Suelos  contaminados Longitud de la radicula Beyer et
Quercus prinus, Q.rubra con Zn al. (2013)
Pinus strobus
Hacer rubrum
Glycine max
Cucumis sativus Herbicidas preemergen- Germinacion, mortalidad, bio- Mohamed
Echinochloa cruz-galli tes masa seca y concentracion de etal.
pigmentos fotosintéticos (2013)

PEPC, enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa; GS, enzima glutamina sintetasa; Rubisco, enzima ribulo-
sa 1,5 bifosfato carboxilasa oxigenasa. Fuente: Elaboracion propia.
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REACTIVOS

Nombre Marca No catélogo
Acetona (C3HgO) SIGMA A4206

Agua destilada JT BAKER 4220-20
Solucién de hipoclorito de sodio [6%] (NaClO) CLORALEX

PREPARACION DE REACTIVOS

Acetona al 80%

Para preparar 100 ml, se mezclan 80 ml de acetona y
20 ml de agua destilada, se guarda en el refrigerador
a 4 °C en frasco de vidrio color ambar durante un pe-

riodo maximo de un mes.

Hipoclorito de sodio al 3%

Para preparar 100 ml, en un vaso de precipitado agre-
gar 30 ml de hipoclorito de sodio y 70 ml de agua des-
tilada, la mezcla se prepara al momento de utilizarla y

se desecha una vez que se emplea.

METODOLOGIA

Evaluacion del porcentaje de germinacion de se-
millas.

Para determinar si los lotes de semillas de haba, maiz
y rabano (Figura 4) son de buena calidad se realiza

una prueba de germinacion por especie.

&

Semillas de haba Semillas de rabano Semillas de maiz

Figura 4. Semillas de haba, maiz y rabano

Sumergir 100 semillas
en una solucién de
NaClO al 3% durante
15 min para desinfec-
tarlas, enseguida se
enjuagan tres veces
con agua destilada, se
colocan durante 15 min
en un vaso de precipi-
tado con agua destilada
hasta cubrirlas, con el
fin de eliminar los resi-
duos del hipoclorito.
Posteriormente las se-
millas se colocan en
una charola de plastico
entre dos capas de pa-
pel absorbente himedo
y se introduce en una
camara de incubacion a
20 + 5 °C. Se realizan
observaciones diarias y
una vez que emerge la
plantula se concluye la

prueba (Figura 5).
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se determina tipo de

contaminante y concen-
tracion, asi como pro-
piedades fisicoquimi-

cas). Los suelos yl/o

sedimentos se hume-

Desinfeccién con Lavado con thaniA i .
NaClO al 3 % agua destilada Germinacion de semilas decen y se siembran 3

Figura 5. Germinacion de semillas semillas  (haba, maiz

y/o rabano respectiva-

Establecimiento de la prueba en invernadero mente). El experimento
La prueba de fitotoxicidad evalla la toxicidad del suelo se establece en condi-
y/o sedimento contaminado con respecto al testigo. Se ciones de invernadero,
pesan 250 g de cada suelo o sedimento, se coloca en se riega a diario para
macetas de plastico, previamente etiquetadas. En el mantener la humedad
testigo se utilizara suelo sin contaminar (previamente constante (Figura 6).

Establecimiento de la prueba

Figura 6. Establecimiento de la prueba bajo condiciones de invernadero
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La duracién de la prueba es de 10 a 15 dias, finaliza
cuando aparecen en rdbano y haba los cotiledones y
el coleoptilo en maiz (Figura 7). Las plantulas se ob-
servan diariamente, registrando cualquier cambio en
ellas, como amarillamiento o necrosis, al final se de-
termina el nimero de plantulas con/sin efectos como
complemento del dafio toxico. Al finalizar la prueba se
obtiene la produccion de biomasa, longitud de la radi-
cula e hipocotilo/coledptilo y concentracion de clorofila

a, b y carotenos.

Longitud de la radicula e hipocétilo (rAbano y ha-
ba), de raices adventicias y coledptilo (maiz).
Extraer las plantulas de las macetas y separar la radi-
cula del hipocatilo de rabano y haba y en maiz, sepa-
rar las raices adventicias del coledptilo. Lavar con
agua de grifo la radicula y raices adventicias para eli-
minar el suelo adherido, colocar de manera horizontal
sobre una superficie plana y llevar a cabo la medicion
con la ayuda de una regla en mm (Figura 8). Poste-
riormente medir la longitud del hipocétilo/coledptilo de
las plantulas.

Cuantificacion de biomasa seca.

Las partes de las plantulas de rdbano y haba (radicula
e hipocatilo) y de maiz (coleodptilo y raices adventicias)
se colocan en bolsas de papel, se introducen en un
horno a 70 °C por 48 h para eliminar humedad, poste-
riormente en una balanza analitica se pesa cada parte
de la plantula. La biomasa seca es igual a la suma de

los pesos individuales expresada en mg.

Cotiledones

Hipocétilo{

Radicula

Rabano y Haba
Dicotiledénea

Coleoptilo

L.

Raices
adventicias

Maiz
Monocotiledonea

Figura 7. Cotiledones (ra-
bano y haba) y coleéptilo
(maiz)
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Medicion de longitud de radiculas

Corte de radicula

Lavado de radicula

Figura 8. Longitud de radicula e hipocétilo en rabano y haba, raices adventicias y coleéptilo en maiz

Concentracion de pigmentos fotosintéticos ne los pigmentos se
En un cuarto con luz tenue se coloca una bandeja de vacia en una celda pa-

plastico de 4 L con hielo, se acomoda un mortero con ra su lectura en un es-

5 ml de acetona al 80 %, en él se maceran 250 mg de
tejido vegetal (cotiledones o coleédptilos, segun la es-
pecie), el homogenado se transfiere a un tubo de cen-
trifuga de 15 ml (previamente frio), el mortero se en-
juaga con 5 ml de acetona y se recupera en el mismo
tubo, se afora a 10 ml con acetona al 80 %. Centrifu-
gar 2 min a 2000 rpm, el sobrenadante, el cual contie-

pectrofotdmetro  UV-Vi-
sible. El equipo se cali-
bra con un blanco de
acetona al 80%, la lec-
tura se realiza en ab-
sorbancia de 470, 646
y 663 nm (Figura 9).

Maceracion con acetona I
al 80% Pigmentos

Corte de material vegetal
Peso de material vegetal

Lectura en Espectrofotometro
2000 rpm por 2 min UV-Visible

Figura 9. Extraccién de pigmentos fotosintéticos en plantulas
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Para determinar la concentracion de carotenos, cloro-
fila a y b, cuando la extraccion se realiza con acetona
al 80 %, se emplean las ecuaciones propuestas por
Wellburn (1994):

(Ec. 1) Oadp & POPPO CHPOQT @
(Ec. 1) 6awc B odT @ LVSTGOP @ O
(Ec. Ill) 8Ol &0 Qetrt 8

Donde:

Cla = Concentracion de clorofila a expresada en pg/ml

Clb = Concentracion de clorofila b expresada en pg/ml

12.21, 2.81, 20.13, 5.03, 1000, 3.27, 104 y 198 = Coe-
ficientes de extinci-n
en términos de concentracion (ug/ml) determina-
dos por Lichtenthaler y Wellburn (1983).

A (470) = Lectura de absorbancia a 470 nm.

A (646) = Lectura de absorbancia a 646 nm.

A (663) = Lectura de absorbancia a 663 nm.
Para obtener la concentracion de pigmentos fotosinté-

ticos en mg/g de cotiledones o coleéptilo se debera

realizar la conversién con las siguientes ecuaciones:

(Ec. IV) 6 & &

— 8

(Ec.V) 6 a

(Ec.VI) & B1 & 6 Qétd
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indices de fitotoxici-
dad

El indice de fitotoxici-
dad representa la res-
puesta de la plantula o
de la planta a la expo-
sicion a los contami-
nantes presentes en el

suelo/sedimento.

Se expresa como el
indice relativo de fitoto-
xicidad (IRF) y el indice

esp

dad (IAF) (Riveray Tru-
jillo, 2004).

indice relativo de fitoto-

xicidad (IRF)

Se calcula para cada

especie vegetal (haba,
rabano y maiz) y para

cada variable.

Los IRF de cada una
de las variables eva-
luadas en el testigo se
tomaran como referen-
cia para medir los efec-
tos de los contaminan-
tes (Tabla 2).

1

bsolutg .de fitotoxici-.
aseoggf(leclgox?nUS)

e X
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Variables:

Longitud de la radicula (rAbano y haba).
Longitud del hipocotilo (rabano y haba).
Longitud de raices adventicias (maiz).
Longitud del coleéptilo (maiz).

La produccion de biomasa seca.

La concentracion de clorofila a.

La concentracion de clorofila b.

© N o g A~ Wb PRE

La concentracion de carotenos.

Para determinar el IRF se emplea la siguiente ecua-

cion:

(Ec. VII) ‘OY 0O~

Donde:

IRF = indice relativo de fitotoxicidad

A = Variable de la plantula en el suelo/sedimento tes-
tigo

B = Variable de la plantula en el suelo/sedimento con-

taminado

indice absoluto de fitotoxicidad (IAF)

Se determina para cada una de las plantulas (rabano,
haba y maiz) mediante la suma de los IRF correspon-
dientes (Tabla 2).
(Ec. VIII) ‘00 'OB'OY™O

Si los IRF e IAF son mayores representan un mayor

efecto fitotdxico.

Si los IRF e IAF son
menores el efecto fi-

totdxico es menor.

Si los IRF e IAF es
igual a 0 indica que el
suelo/sedimento no es
toxico.
Andlisis  estadistico
de los datos

Los datos de cada una
de las variables se ana-
lizan con un analisis
estadistico de datos
crudos, para determinar
si existe una diferencia
significativa entre el
efecto inducido por los
suelos/sedimentos pro-
blema con respecto al
testigo.

Se realiza un analisis
descriptivo, de varianza
y una prueba de com-
paracion de medias
Dunnet, la cual compa-
ra cada uno de los sue-
los/sedimentos proble-

ma con el testigo.

78

Evaluaciones ecotoxicc



Garcf@allegos E

Tabla 2.indices de fitotoxicidad en rabano, haba y maiz

Rabano Haba Maiz

Variable IRF IRF IRF

Longitud de la radicula

Longitud del hipocotilo

Longitud de raices adventicias
Longitud del coleoptilo

La produccion de biomasa seca

La concentracion de clorofila a (mg/g)
La concentracion de clorofila b (mg/g)
La concentracion de carotenos (mg/qg)

indice Absoluto de Fitotoxicidad (IAF) X X X
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CAPITULO 5
VICIA FABA COMO BIOINDICADOR EN ECOGENOTOXICOLOGIA

INTRODUCCION

El DNA (Figura 1), es una molécula polimérica de alto
peso molecular, es dinamica, cambia lenta pero con-
tinuamente generando una gran variedad de formas y
caracteristicas en los seres vivos, es portadora de la
informacion genética desafortunadamente todos sus
componentes basicos (bases nitrogenadas, azlcares
y grupos fosfodiésteres) son posibles blancos de alte-
raciones quimicas inducidas por agentes genotoxi-

Ccos.

Juérez-Santacruz L. 2013.
Vicia faba como bioindica-
dor en ecogenotoxicolo-
gia. En: Evaluaciones
ecotoxicoldgicas (Garcia-
Nieto et al.) Universidad

Autbnoma de Tlaxcala,

Figura 1. Molécula de DNA México. p. 83-99.
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La electroforesis de células individuales o ensayo
cometa, cuantifica el dafio en el DNA por accion de
cualquier agente fisico, quimico o bioldgico, puede
ser aplicado a cualquier célula y permite el analisis
del dafio genético al nivel de células individuales. Se
utiliza como rutina en diferentes partes del mundo
para el monitoreo ambiental y andlisis de sensibilidad

a compuestos genotoxicos.

El principio basico de esta técnica consiste en embe-
ber células en geles de agarosa en un portaobjetos,
someterlas a lisis alcalina o neutra con detergentes y
sales, y a una corriente eléctrica durante un corto
tiempo bajo condiciones alcalinas (pH > 13) o cerca-
nas a la neutralidad (pH=8.4). El dafio es represen-
tado por un aumento de fragmentos de DNA que mi-
gran fuera del nucleo bajo la apariencia de un come-
ta, con una cabeza (regién nuclear con DNA no frag-
mentado) y una cola (formada por fragmentos de
DNA nuclear que migran en direccién del &nodo). El
tamafio, la forma y distribucion del DNA en el cometa
estan relacionados con el nUmero de rupturas que se
han producido (Moller, 2005; Speit y Hartmann, 2005;
Olive y Banath, 2006; Jiang et al., 2007).

El mecanismo por el cual se forman los cometas es
un aspecto que después de muchos afios aun no se
ha podido dilucidar completamente, desde las dos
primeras versiones del ensayo descritas por Ostling y
Johanson (1984) y Sing et al. (1998) se ha intentado

establecer la naturaleza de la cola del cometa. Al

respecto Klaude et al.
(1996) mencionan que
la cola del cometa, bajo
condiciones neutras,
corresponde a lazos re-
lajados, mientras que
bajo condiciones alcali-
nas consiste en frag-
mentos de DNA. Otra
propuesta la  hacen
Singh y Stephens (1997)
describiendo que duran-
te una electroforesis
neutra, las moléculas
individuales de DNA es-
tan ancladas a la matriz
nuclear por un extremo,
mientras que el otro mi-
gra fuera del nucleo por
accibn de un campo
eléctrico, es decir, es
como si cada hebra per-
teneciente a un cromo-
soma estuviese fuerte-
mente unida a proteinas
cada cierto intervalo,
incluso después de la

electroforesis.

Shaposhnikov et al.
(2008) utilizaron la hibri-
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dacion in situ fluorescente mediante sondas genomi-
cas con el fin de estudiar si la formacién de la cola
del cometa se explica simplemente por la relajacion
de lazos de DNA superenrollados. Ellos concluyeron
que después de la electroforesis en condiciones neu-
tras, donde el DNA de la cabeza asi como el de la
cauda no esta desnaturalizado, la fluorescencia de la
secuencia de la sonda se dispone linealmente a lo
largo de la cola desde un punto fijo de la matriz nu-
clear. Sin embargo, después de la electroforesis alca-
lina, la apariencia de la fluorescencia emitida por la
sonda se muestra de manera aglomerada, lo que in-
duce a pensar en una interpretacion fragmentada de
la cola, o bien, que el DNA lineal se ha conglomerado

presentandose en forma de granulos.

Las ventajas que ofrece el ensayo cometa son: a)
alta sensibilidad para detectar niveles bajos de dafio
al DNA; b) los datos son recolectados a nivel de célu-
las individuales en un periodo relativamente corto,
dando informacion de la distribucion intercelular del
dafio y de la reparacion del DNA; c) se requiere sélo
un namero pequefio de células; d) virtualmente cual-
quier poblacién de células eucariontes puede ser uti-
lizada y e) es aplicable a diferentes estudios de bio-
monitoreo (Collins et al., 2008). La metodologia del
ensayo cometa se ha modificado, en etapas como la
lisis y en los tiempo de electroforesis, con el propdsito
de adecuarlo para la evaluacién de diversos tipos de
dafio en diferentes células (Collins, 2004; Speit y
Hartmann, 2005).

Entre las limitantes del
ensayo cometa se en-
cuentra que los efectos
mutagénicos por dafio al
DNA son dificiles de de-
tectar debido a posibles
mecanismos indirectos y
de carcinogenicidad (e-
fectos en el control del
ciclo celular), otra des-
ventaja del ensayo con-
siste en que se obtienen
datos unicelulares (los
cuales pueden ser hasta
cierto punto limitantes),
la pequefia cantidad de
células en la muestra
(que arroja un panorama
parcial), la variabilidad
técnica y la interpreta-
cién de los resultados.
Sin embargo, las venta-
jas superan a las des-
ventajas, por lo que el
ensayo cometa sigue
utilizandose en una gran
variedad de campos que
van desde la epidemio-
logia molecular hasta la
toxicologia genética
(Dhawan et al., 2009).
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La aplicacion de la electroforesis en gel de células
individuales o ensayo cometa ha revolucionado el
campo de la ecotoxicologia genética 0 eco-
genotoxicologia. Es un método que brinda la oportu-
nidad de estudiar el dafio al DNA, la reparacion y
muerte celular (apoptosis) en diferentes tipos celula-
res sin necesidad de un conocimiento previo del ca-
riotipo y de la tasa de renovacion celular (Jha, 2008),
se utiliza ademas para detectar el dafio in vitro o in
vivo causado por una gran variedad de agentes ge-

notoxicos (Xiao et al., 2006; Kumaravel et al., 2009).

Se realiza en condiciones neutras, aunque solo de-
tecta rupturas de doble cadena, o bajo condiciones
de lisis y electroforesis alcalina (pH>13), ésta permite
analizar la migracién del DNA debido a rupturas de
cadena simple y doble (Figura 2) y sitios alcali labiles
(Collins et al., 2008), lo cual resultd de gran utilidad
ya que la mayoria de los agentes genotdxicos origi-

nan en mayor proporcion éste tipo de dafio.

Mediante la aplicacién del ensayo cometa se puede
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detectar ademas dafo
oxidativo en bases puri-
cas o pirimidicas, entre-
cruzamientos DNA-DNA,
DNA-proteina y DNA-
xenobiotico, asi como
reparacion del DNA en
practicamente cualquier

célula eucarionte.

Durante mas de 60 afios
se han utilizado plantas
para bioensayos entre
las que destacan Allium
cepa, Tradescantia pa-
lludosa Nicotina taba-
cum y Vicia faba, para-
estudiar el efecto de ra-
diaciones ionizantes y
no ionizantes y mas tar-
del efecto de mutagenos

ambientales.

-’
Ruptura de
cadena doble

Figura 2. Tipos de dafio al DNA generados por contaminantes ambientales
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Las plantas superiores pueden ser utilizadas como un
sistema alterno en ensayos de primer nivel para la
deteccidn de posible dafio genético, ya sea por agua
o efluentes contaminados, actividad industrial, escu-
rrimientos agricolas o contaminacion atmosférica
(Gichner et al., 2007; Kumaravel et al., 2009).

Los bioensayos con plantas se han integrado como
un componente de genotoxicidad en la evaluacion de
riesgo y pueden ser usados para monitorear la pre-
sencia de mutagenos quimicos Yy fisicos de habitats
contaminados (Maluszynska y Juchimiuk, 2005;
Patlolla et al., 2012; Ventura et al., 2013). Ademas los
sistemas con plantas pueden proporcionar informa-
cion sobre una amplia gama de dafio genético, inclu-
yendo mutaciones génicas y aberraciones cromoso-
micas (Patlolla et al., 2012; Juarez-Santacruz et al.,
2013).

Durante la ultima década, el ensayo cometa se ha
utilizado en investigaciones ecotoxicoldgicas con
plantas (hojas, brotes y raices) para detectar el dafio
gue al DNA se genera por diversos contaminantes
(Dhawan et al., 2009).

Con el ensayo cometa se ha estudiado la integridad
del DNA de las plantas por efecto de la edad, asi co-
mo la cinética de reparacién en nucleos aislados de
las hojas (Gichner et al., 2000), mediante la aplica-
cion de éste ensayo se evaluo el efecto de suelos

contaminados con metales pesados, donde ademas

del dafio al DNA se
identificaron  alteracio-
nes en el crecimiento y
morfologia de la planta
(hojas distorsionadas),
gue puede ser asociado
con fragmentacion del
DNA por dafio necratico
0 apoptotico (Gichner et
al., 2006).

Un inconveniente de los
modelos en plantas, ha
sido el hecho de que la
exposicién necesita dar-
se en el suelo y es dificil
mencionar si los resul-
tados demuestran siner-
gia con otros compues-
tos presentes en él, o si
la disponibilidad de los
toxicos se debe a su
afinidad a las particulas,
una forma de descartar
dicha sinergia es reali-
zar la extraccion de los
posibles contaminantes
del suelo y evaluar su
genotoxicidad (Dhawan
et al., 2009; Juéarez-
Santacruz, 2012).
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El ensayo cometa mide la aparicién de rupturas del
DNA, la preparacion de muestras para realizar el
analisis es un paso crucial, debido a que debe reali-
zarse rapidamente y con precision, para evitar perder
el perfil del DNA dafiado.

En las plantas, el aislamiento de los nucleos para
incorporarlos en la agarosa es dificil, debido a que los
tejidos contienen membranas celulares gruesas como
la pared celular. Para liberar a los nucleos se requie-
re de una extraccibn mecanica (Figura 3) mediante
cortes del tejido vegetal con una navaja bien afilada y
en frio (4 °C), esto ademas de liberar rapidamente a
los ndcleos no requiere dar procesamientos adiciona-
les, como en las células animales, que requieren ser
tratadas con soluciones hipertonica y detergentes no

ionicos para disolver la membrana y eliminar restos

Cortes con
navaja

=

4°C

Células meristematicas

celulares (Koppen vy
Verschaeve, 1996; Jua-
rez-Santacruz, 2012;

Ventura et al., 2013).

Entre los sistemas vege-
tales para evaluar el da-
flo citogenético esta el
de las células meriste-
maticas de la raiz de V.
faba debido a su fécil
manejo, y a que tiene
pocos cromosomas, a-
demas ha demostrado

ser versatil y eficiente

(Goémez-Arroyo y Villa-
lobos-Pietrini, 1995).

Figura 3. Extraccién mecanica de nlcleos de células meristeméaticas de V. faba

88

Evaluacionageligicas



Juar&antacruz L

Por otra parte, el ensayo cometa en estas células se
ha utilizado para evaluar el dafio al DNA generado
por contaminantes ambientales como plomo (Pourrut
et al., 2011) y por suelos contaminados por compues-
pestos organicos persistentes, entre otros (Juarez-
Santacruz, 2012).

Se ha reportado que el procedimiento de electrofore-
sis alcalina es més sensible a dosis bajas, mientras
que el procedimiento en la electroforesis neutral ha
mostrado curvas optimas de dosis-respuesta dentro
de un amplio intervalo de concentraciones (Lin et al.,
2007), ademas el ensayo cometa es Util para detectar
un fendmeno semejante a la adaptacion clastogénica

a nivel molecular (Angellis et al., 2000).

Las aplicaciones del ensayo cometa en plantas son
todavia limitadas, comparadas con el uso en siste-
mas animales, sin embargo, la técnica se perfila co-
mo una herramienta Gtil para determinar el potencial
de las plantas superiores como sensores estables en
los ecosistemas y como fuente de informacion sobre
los efectos genotdxicos de contaminantes peligrosos
(Ventura et al.,, 2013). El uso de éste ensayo para
evaluar el efecto de contaminantes ambientales es
relevante, pero se sugiere complementarlo con otros
parametros ecotoxicolégicos que incluyan organis-
mos de diferentes niveles troficos, dafio desde el ni-
vel molecular cromosémico, etc., hasta de comunida-
des y ecosistema. Es importante también integrar

aspectos quimicos y fisiologicos que permitan prede-

cir la biodisponibilidad y
toxicidad de los conta-
minantes presentes en
las matrices ambienta-
les, debido a que la in-
formacion obtenida a
través de estudios inte-
grados con aplicaciones
de multiples biomarca-
dores en diferentes or-
ganismos silvestres y/o
cultivados en laboratorio
podria proporcionar una
dimension holistica del
impacto toxicolégico de
mutagenos ambientales,
con el fin coadyuvar a la
proteccion de la salud
humana y la supervi-
vencia de las diferentes
especies (Jha, 2008).

OBJETIVO

Explicar la metodologia
del ensayo cometa en
células vegetales, para
la evaluacion de la ge-
notoxicidad de contami-
nantes presentes en
matrices ambientales

(suelo y/o sedimento).

Evaluaciones ecotoxicolégicas
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Agitador tipo Vortex
Balanza analitica y granataria

Camara de electroforesis horizontal con fuente de poder

Campana de extraccion de humos
Contador de células

Estufa de cultivo

Horno de microondas

Microscopio de epifluorescencia con lampara de mercurio y fuente de poder

Placa de agitacion con calentamiento
Potenciémetro
Refrigerador

MATERIAL

Agitadores magnéticos

Algodoén

Bandeja de plastico

Bisturi

Bulbos de plastico para pipeta
Coplin de pléastico opaco

Coplin de vidrio

Cajas porta laminillas
Cristalizadores 80 x 40 mm
Cristalizadores 190 x 100 mm
Charola de plastico

Charola de vidrio (tipo refractario)
Cubreobjetos 24 x 50 mm
Gradillas para tubos de 2 ml
Espatula

Hielo

Frascos de vidrio de 100, 250 y 500 ml

Lampara de luz amarilla

Matraz volumétrico de 10, 100 y 1000 ml
Matraz Erlenmeyer de 50 ml
Micropipeta de 5, 20 y 100 pl

Navajas para afeitar

Papel filtro

Papel absorbente

Pipetas Pasteur

Pinzas

Portaobjetos esmerilado de 26 x 76 mm
Placas de metal de 15 x 15 cm

Probeta de 100 ml

Puntas para micropipeta

Rejillas de metal de 30 x 20 cm

Tubos Eppendorf de 2 ml

Vasos de precipitado de (100 y 250 ml)

Vidrios de reloj de 80 mm de diametro
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REACTIVOS
Nombre Marca cgt(;llggo
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) SIGMA E-5134
Agarosa de bajo punto de fusiéon (ABPF)  SIGMA A-9414
Agarosa regular (AR) SIGMA A-9918
Bromuro de etidio (BE) SIGMA E-8751
Cloruro de potasio (KCI) JT BAKER 3040-01
Cloruro de sodio (NaCl) JT BAKER 3624-01
Fosfato de potasio monobéasico (KH,PO,) JT BAKER 3246-01
Fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,) JT BAKER 3828-01
Hidroxido de sodio (NaOH) JT BAKER 3722-01
Metanol (CH3zOH) JT BAKER 9070-07
Tris-HCl RESEARCHORGA- gego1

NICS

PREPARACION DE REACTIVOS

Agarosa regular (AR) al 0.5 %

Para preparar 10 ml se pesan 0.05 g de AR, se colo-
can en un matraz Erlenmeyer de 50 ml y se afiaden
10 ml de agua desionizada, se calienta en un horno
de microondas 10 s, 2 6 3 veces hasta completar la

disolucién, preparar el dia de su uso, no almacenar.

Agarosa de bajo punto de fusion al 0.5 %

En un matraz Erlenmeyer colocar 0.05 g de ABPF,
agregar 10 ml de agua desionizada y calentar 2 0 3
veces por 10 s en un horno de microondas, hasta que

se disuelva. Preparar el dia de su uso, no almacenar.

Bromuro de etidio al 0.02 %
Colocar en un matraz volumétrico de 50 ml 0.01 g de

bromuro de etidio y aforar con agua desionizada.

Guardar en frasco am-
bar y cubrir con papel
aluminio. Utilizar guan-
tes de nitrilo, porque el

BE es cancerigeno.

Amortiguador de neu-
tralizacion pH 7.5

Para preparar 500 ml se
pesan 3.15 g de Tris-
HCI (0.4 M), se mezclan
con 400 ml de agua des-
tilada, se ajusta el pH a
7.5 y se afora a 500 ml.
Guardar en frasco am-
bar a temperatura am-

biente hasta por un mes.

Evaluaciones ecotoxicoldgicas
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Amortiguador fosfato salino (PBS)
Para preparar 100 ml de amortiguador se requieren

los siguientes reactivos:

Reactivo Concentracion (mM) Cantidad (g)
NacCl 137 mM 0.800 g
Na,HPO, 10 mM 0.144 ¢
KCI 2.7 mM 0.020 g
KH.PO, 2 mM 0.024 g

Disolver todos los reactivos en 80 ml de agua desio-
nizada, cuando se complete la disolucion se ajusta el
pH a 7.4 con HCI, posteriormente se afora a 100 ml.
Guardar en frasco de vidrio color &mbar a temperatu-

ra de 4 °C por un maximo de dos meses.

Amortiguador de electroforesis

Solucién madre de NaOH 10 N

Para preparar 250 ml, se pesan 100 g de NaOH y se
disuelven en agua destilada, dejar enfriar a tempera-
tura ambiente y completar el aforo a 250 ml, guardar

en frasco ambar a temperatura ambiente.

Solucion madre de EDTA 200 mM

Para preparar 100 ml se pesan 7.44 g de EDTA y se
disuelven poco a poco con agua destilada, para com-
pletar la disolucién, puede agregar 3 6 4 hojuelas de
NaOH, ajustar el pH a 10 con HCI, aforar a 100 ml,
guardar en frasco color ambar a temperatura ambien-
te. La solucion amortiguadora se prepara una hora

antes de su uso y se coloca en el refrigerador para

enfriar a 4 °C. Para pre-
parar 1 L a una concen-
tracion final de NaOH de
300 MM y 1 mM de
EDTA, se mezclan 30 ml
de la solucion madre de
NAOH y 5 ml de la solu-
cion madre de EDTA, se
afora a 1000 ml, y se
ajusta el pH a 13 con
NaOH o HCI. No alma-

cenar.

METODOLOGIA
Preparacion y germi-
nacion de semillas
Aproximadamente 50
semillas de haba (V.
faba) se lavan con agua
corriente frotAndolas
vigorosamente,  poste-
riormente se colocan en
un  cristalizador con
agua destilada durante
24 h para su imbibicién,
transcurrido el tiempo se
colocan entre dos capas
de algoddén huamedo pa-
ra su germinacion, se
mantienen a temperatu-

ra constante (20 °C) y
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en la oscuridad aproximadamente 3 dias (Figura 4). gura 6), el tiempo de

Al aparecer la radicula, se elimina la testa y al medir exposicion es de 4 h,
la raiz principal de 2 a 3 cm, se elimina la cofia (Figu- segun lo recomendado
ra b). para los protocolos de

los ensayos citogenéti-
cos (Koppen y Verscha-
eve, 1996; GoOmez-
Arroyo y  Villalobos-
Pietrini, 1995). Al mismo
tiempo se coloca un tes-
tigo negativo (suelo libre
de contaminantes o
agua desionizada) en

las mismas condiciones

gue el suelo problema.

GC)Zona de
crecimiento

B} Meristemo

Figura 6. Exposicion de rai-
ces de V. faba

Figura 5. Componentes de una semilla de V. faba germinada ., ..
Preparacion de lamini-

Exposicion de raices de V. faba llas

La exposicidon de las raices se realiza en cristalizado- En portaobjetos previa-

res de vidrio, en ellos se colocan 50 g de suelo y/o mente lavados con me-

sedimento humedecidos con 50 ml de agua destilada, tanol y secados con ga-

10 raices de V. faba se exponen, cuidando que los sasecolocan165 ¢ |

meristemos queden en contacto con la muestra (Fi- ARy se extiende en to-
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da la superficie con el dedo indice libre de grasa, se
dejan solidificar a temperatura ambiente o sobre una
placa de calentamiento a 50 °C, una vez secas se
guardan hasta su uso en cajas para laminillas y en

lugar fresco (Figura 7).

.
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Figura 7. Preparacion de laminillas con AR.
a) 75 yl de AR, b) Extendido, c) secado de laminillas

Aislamiento de nucleos

Transcurrido el tiempo de exposicion las raices de V.
faba se enjuagan con agua desionizada y se procede
al aislamiento de los nucleos. En una bandeja con
hielo se coloca un vidrio de reloj al cual se le agregan
400 ¢l tyeadoa fostato salino frio (4 °C), en
él, los meristemos de cada una de las raices de V.
faba se rebanan suavemente con una navaja de afei-
tar (Navarrete et al., 1997; Menke et al., 2000), esta
suspension nuclear se transfiere a un tubo Eppendorf
(Figura 8).

Preparacion de nucleos sobre las laminillas

En un tubo Eppendorf se colocan 10 0 ¢ | &€
pension nuclear y se mezclan con una cantidad igual

de ABPF, 75 ¢ Ide la mezcla se colocan en un porta-

objeto previamente preparados con AR, se le coloca

un cubreobjetos y se
dejan solidificar a 4 °C
durante 5 min, pasado el
tiempo se retira el cu-
breobjetos y se agrega
75 ¢l de
brir la capa celular, nue-
vamente se le coloca el
cubreobjetos y se deja
solidificar por 5 min a 4

°C, se realizan dos la-

minillas por tratamiento
(Figura 9).

Figura 8. Aislamiento de nu-
cleos de células meristeméa-
ticas de V. faba
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Figura 9. Preparacion de nacleos sobre agarosa. A) Suspension nuclear mas AR; B) Agitacion 5 seg;
C) Suspensién nuclear en portaobjetos; D) Cubrir con portaobjetos E) Solidificacion en frio (4 °C)

Desenrrollamiento y electroforesis jan de esta forma duran-
En un cuarto oscuro se acomoda la camara de elec- te 10 min con el fin de
troforesis sobre una charola de vidrio con hielo alre- permitir el desenrrolla-
dedor para mantener el sistema a 4 °C. Transcurrido miento del DNA. Poste-
el tiempo de solidificacion de la segunda capa de riormente se aplica una
agarosa se retira el cubreobjetos y las laminillas se corriente eléctrica de 12
colocan de forma horizontal en la camara de electro- V y 230 mA durante 10
foresis, se agrega amortiguador de electroforesis (pH min para permitir la mi-
alcalino) recién elaborado y previamente enfriado a 4 gracion de los fragmen-
°C hasta que las laminillas queden cubiertas, se de- tos de DNA (Figura 10).

Figura 10. Sistema para desenrrollamiento de molécula de ADN y electroforesis
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Las laminillas se retiran de la cAmara y se limpian por
la parte posterior para eliminar el exceso de sales, se
acomodan sobre una rejilla de metal y se neutralizan
mediante tres lavados durante 5 min cada vez con
amortiguador de neutralizacion, seguido de dos en-
juagues con agua desionizada (Figura 11)

BN

Figura 11. Neutralizacion y lavado de laminillas

Finalmente se colocan en un Coplin con metanol por
5 min, una vez transcurrido el tiempo se dejan secar
y se guardan hasta su analisis al microscopio (Figura
12).

Analisis microscopico

Las laminillas se tifien con 30 ul de bromuro de etidio
al 0.02 % (Figura 13). Se analizan en un microscopio
de epifluorescencia (Figura 14) a un aumento de 40X.
Se analizan 100 moléculas de DNA por duplicado, las
cuales se clasifican visualmente en 4 categorias o
clases de dafio segun la longitud de la cauda (Figura
15) (Collins, 2004; Kumaravel et al., 2009; Garcia et
al., 2011).

a) Clase 0: DNA no fragmentado.

b) Clase 1: La longitud de la cauda es menor al dia-

metro de la cabeza.

c) Clase 2: La longitud
de la cauda esta en-
tre una y dos veces
el diametro de la ca-
beza.

d) Clase 3: La longitud
de la cauda es ma-
yor al doble del dia-
metro de la cabeza.

Figura 12. Lavado de lamini-
llas con metanol

Figura 13. Tincién con BE
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Figura 14. Analisis de cometas en mi- Figura 15. Moléculas de DNA con diferentes clases de
croscopio de epifluorescencia dafio
Célculos Andlisis estadistico
Se obtiene el indice de dafio del ensayo cometa (DI- Se realiza un analisis de
CA) de acuerdo a la siguiente ecuacion: varianza (ANOVA) vy

prueba de contraste de
(Ec.) OO0 0 ¢t~ €pap €COX €000 Dunnett con una signifi-

cancia de p< 0.05, para

Donde: la comparacion de los
n =numero de moléculas de DNA en cada clase. grupos expuestos con el
0 a 3 = numero de cada clase. testigo negativo. Se uti-

liza el paquete estadisti-
El DICA total de las 100 células se obtiene en un in- co SIGMA PLOT versién
tervalo de 0 a 300 unidades arbitrarias (ua) (Tabla 1). 14.0.

Tabla 1. Ejemplo de obtencién del DICA

, Clase
Suelo No. de moléculas de DNA DICA
O 1 2 3
ST1 100 44 40 13 3 75
ST2 100 12 38 40 10 148
TES neg 100 82 12 4 2 26
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