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PREFACIO 
 
Cada región presenta características climatológicas, 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 antrópicas, sin 

despreciar la contaminación 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 químicos y diversidad de rutas de exposición que complican su 

evaluación. Para enfrentar la problemática de contaminación ambiental y evaluar los 

riesgos a la biota y a la salud humana, se requiere de grupos interdisciplinarios que 

interactúen para diagnosticar y buscar alternativas que orienten a la población afec-

tada y a los tomadores de decisiones para reducir los riesgos y mejorar la calidad de 

vida. 

  

La formación de recursos humanos enfocada a la evaluación integral de riesgo es 

una de las necesidades que enfrenta el estado y que la Universidad Autónoma de 

Tlaxcala, a través del Posgrado que ofrece el Centro de Investigación en Genética y 

Ambiente ha detectado, por lo que incluye dentro de su currícula unidades de apren-

dizaje con enfoque holístico de temas relacionados con la contaminación ambiental y 

el riesgo potencial, sustentadas dentro del modelo pedagógico 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 básicas 

empleadas en estudios ecotoxicológicos 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-

cología ambiental, Agroecología, Ecotoxicología y Evaluación integral de riesgo, cur-

sos avanzados que se ofertan en la Maestría en Ciencias en Sistemas del Ambiente 
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y el Doctorado en Ciencias Ambientales, cuya finalidad es preparar a los estudiantes 

interesados en la problemática ambiental para abordar un escenario potencialmente 

peligroso de manera integral e interdisciplinaria. El libro puntualiza tres técnicas fun-

damentales en Evaluaciones ecotoxicológicas:  

 Expone el inmunoensayo para la cuantificación 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 selección de sitios y poblaciones que 

estén en riesgo potencial y requieran ser evaluadas. 

 Muestra biomarcadores de efecto en plantas de interés agrícola, a nivel sisté-

mico (biomasa seca), de sistemas (crecimiento de raíz), molecular (daño al 

DNA) y bioquímico (pigmentos fotosintéticos) y como herramientas para eva-

luar la toxicidad de mezclas complejas de agentes químicos presentes en ma-

trices ambientales.  

 Presenta la micorremediación como una opción relativamente nueva y prome-

tedora para disminuir o inmovilizar los contaminantes del suelo, reducir la 

bioacumulación en plantas y la entrada de contaminantes a la cadena trófica, 

empleando los beneficios de los hongos micorrízicos arbusculares. 

 

El objetivo principal del libro es aproximar al estudiante a las evaluaciones ecotoxico-

lógicas de forma interdisciplinaria, sin embargo, la naturaleza del texto refleja la ex-

periencia e interés académico de los autores: 

 

Edelmira García Nieto; es Químico farmacobióloga de formación, con Maestría y 

Doctorado en Ciencias Biomédicas Básicas, su investigación se ha enfocado en el 

área de Toxicología ambiental, evaluando la contaminación de suelo y sedimento y el 

riesgo potencial que representan para los organismos, mediante la cuantificación de 

metales y compuestos orgánicos persistentes entre los que destacan las dioxinas, 

método inmunoenzimático que detalla en este libro. 

 

Elizabeth García Gallegos; es Ingeniero Agrónomo, especialista en suelos de forma-

ción, con Maestría en Edafología y Doctorado en Ciencias Ambientales, su trabajo se 
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enfoca en evaluar la fertilidad del suelo y los efectos de los contaminantes presentes 

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

agrícola, tema que expone en este libro. 

 

Libertad Juárez Santacruz; es Bióloga de formación con Maestría y Doctorado en 

Ciencias Ambientales, su trayectoria académica incluye la evaluación ecotoxicológica 

de matrices ambientales empleando a Vicia faba como bioindicador, con énfasis en 

el daño al DNA, su experiencia  abarca los ensayos de aberraciones cromosómicas, 

intercambio de cromátides hermanas y micronúcleos, recientemente ha incluido a la 

batería de pruebas genotóxicas el ensayo cometa, tema que le ocupa en este texto. 

 

Héctor Santos Luna Zendejas; es Biólogo de formación con Maestría en Ciencias 

(Biología) y Doctorado en Biotecnología Aplicada, su trabajo se centra en el área de 

Ecología de hongos micorrízicos, enfocándose en el impacto de insumos agrícolas 

(compostas, fertilizantes) sobres las poblaciones de hongos micorrízicos arbuscula-

res, recientemente está involucrado en aprovechar los beneficios de los HMA para la 

remediación de áreas contaminadas, tema que describe en este libro. 

 

 

Diciembre de 2013 

Dr. Rogelio Costilla Salazar 

Universidad de Guanajuato, Campus Irapuato 
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CAPÍTULO I 

LA ECOTOXICOLOGÍA DESDE UNA PERSPECTIVA HOLÍSTICA EN LA  

EVALUACIÓN INTEGRAL DE RIESGO  

 

El término “Ecotoxicología” fue propuesto por Truhaut 

(1969) como una disciplina dentro del amplio campo 

de la Toxicología 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 Ecotoxicología no considera al hombre, 

sin embargo, no pueden separarse; como un inte-

grante del ecosistema y último eslabón del nivel trófi-

co, el hombre recibe las consecuencias de una biota 

afectada por la contaminación. Por lo tanto en los 

estudios ecotoxicológicos la respuesta del ecosiste-

ma es evaluado en todos los niveles con un enfoque 

holístico (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  1. Biocenosis y biotopo de un ecosistema 

García-Nieto E. 2013. La 

Ecotoxicología desde una 

perspectiva holística en 

la evaluación integral de 

riesgo. En: Evaluaciones 

ecotoxicológicas (García-

Nieto et al.). Universidad 

Autónoma de Tlaxcala, 

México. p. 15-23. 
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Los ecosistemas se han visto afectados por contami-

nación natural y antrópica que rebasa la capacidad 

de resiliencia de los mismos. Una gran diversidad de 

agentes químicos 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 bioacumulación no sólo afecta la estructura 

de invertebrados, sino que a su vez sugiere la trans-

ferencia trófica potencial de esos contaminantes, lo 

que representa un riesgo para todos los organismos 

que integran el ecosistema.  

 

Algunos de estos agentes químicos quedan adsorbi-

dos en el exterior de las plantas, otros tienen la capa-

cidad de ingresar a través de las raíces o por el folla-

je, mediante mecanismos de difusión pasiva o co-

transporte. Después del proceso de absorción pue-

den quedar retenidos solo en las raíces, o traslocarse 

a través del xilema y bioacumularse en otros órganos 

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

 

La bioacumulación de agentes químicos en las plan-

tas constituye una importante vía de exposición para 

la fauna, incluyendo al hombre, algunos contaminan-

tes como los COPs se biomagnifican conforme in-

crementa el nivel trófico, y con ello se incrementa el 

riesgo de efectos tóxicos 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 población de una de-

terminada especie es 

necesario entender co-

mo los agentes químicos 

afectan las etapas del 

ciclo vital (nacer, desa-

rrollarse, reproducirse y 

morir), y cuáles son sus 

implicaciones. 

 

La habilidad para esta-

blecer las relaciones de 

causa-efecto entre facto-

res estresantes, deriva-

dos de actividades an-

trópicas y efectos ecoló-

gicos es particularmente 

importante en la política 

ambiental, ya que afecta 

aspectos tales como la 

regulación de los verti-

dos de aguas residua-

les, la preservación de 

espacios protegidos, las 

estrategias de remedia-

ción de ecosistemas y 

otros aspectos ambien-

tales y legislativos. Las 

técnicas analíticas como 

la cromatografía, espec-
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trofotometría y absorción atómica han facilitado la 

cuantificación de cantidades bajas de agentes quími-

cos, producto de la contaminación ambiental, en la 

biota, sin embargo, establecer la significancia biológi-

ca de estos residuos químicos es más complicado. 

Las autoridades en materia del ambiente han imple-

mentado guías ambientales estrictas, no obstante, 

muchas sustancias pueden ocasionar efectos adver-

sos a concentraciones por debajo de estas guías.  

 

Por lo tanto, la detección de contaminantes en matri-

ces ambientales no es suficiente a menos que los 

efectos sobre la biota sean apropiadamente evalua-

dos. Además los contaminantes en el ambiente no se 

encuentran solos, generalmente existen mezclas 

complejas, cuyas interacciones (antagónicas o sinér-

gicas) puede llevar a la discrepancia entre la predic-

ción del riesgo y el riesgo real que representa un 

compuesto único.  

 

Los sistemas biológicos son el blanco de la acción de 

los tóxicos, por lo tanto proveen información impor-

tante que puede ser utilizada como herramienta en el 

diagnóstico del manejo ambiental integrado. Estudiar 

la distribución de especies de manera cualitativa y 

cuantitativa en un determinado ambiente es el princi-

pal parámetro ecotoxicológico, en el supuesto que la 

contaminación tendrá un efecto perjudicial sobre la 

estructura de la población. Sin embargo, este enfo-

que pone de relieve las limitaciones de la distribución 

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 

población o comunidad.  

 

Considerando el éxito 

reproductivo como el 

principal parámetro eco-

toxicológico, es impor-

tante entender los facto-

res físicos y biológicos 

que afectan el patrón 

normal de reproducción 

de especies naturales. 

Por lo tanto cualquier 

perturbación en el sis-

tema somático podría 

conducir a la generación 

de respuestas biológicas 

que a su vez, permitiría 

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 lógi-

co evaluar otras res-

puestas compensatorias 
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subletales en el sistema somático 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 físico y reproductivo (Faßbender y 

Braunbeck, 2013; Rivero-Wendt, 2013).  

 

Se ha sugerido que el aumento de la inestabilidad 

genómica desempeña papeles importantes en la 

disminución de las aptitudes de las poblaciones (Par-

sons, 1992; Clark, 1993). La necesidad de evaluar el 

impacto potencial de la inducción del daño genético 

ha creado un esencial y bien merecido espacio para 

la toxicología genética dentro del campo de la ecoto-

xicología, también llamada ecotoxicología genética o 

ecogenotoxicología 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-

toxicología. Este ensayo ha proporcionado la oportu-

nidad para el estudio de daños al DNA, reparación y 

muerte celular (apoptosis) en diferentes tipos celula-

res de la biota natural, sin conocimiento previo de la 

tasa de proliferación celular y de cariotipo (Dixon et 

al., 2002). Después de la optimización adecuada del 

ensayo cometa (por ejemplo para obtener la suspen-

sión de los núcleos o células), su aplicación se ex-

tiende a una gama de organismos filogenéticamente 

heterogéneo que inclu-

yen las plantas inferiores 

y superiores, oligoque-

tos, poliquetos, crustá-

ceos, insectos, bivalvos, 

gasterópodos, peces, 

anfibios y mamíferos.  

 

Quizá la contribución 

más grande de los ensa-

yos de la genotoxicidad 

con plantas superiores, 

es el uso continuo para 

el monitoreo y evalua-

ción in situ del aire, sue-

lo y ambientes acuáti-

cos, los cuales pueden 

realizarse a escala glo-

bal. Los resultados con 

estos sistemas pueden 

ser una contribución sig-

nificativa, ya que propor-

cionan datos que pue-

den ser utilizados como 

centinelas para proteger 

a la población de agen-

tes que causen mutacio-

nes. Sin duda alguna, 

los daños más importan-

tes a nivel molecular son 

la inducción de varios 
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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 cromosómi-

cas, las cuales pueden conducir a la muerte celular, 

que podría llevar a varias condiciones patofisiológicas 

(Fadeel et al., 1999). El daño al DNA de células ger-

minales podría conducir a cambios permanentes he-

redables, mientras que en las células somáticas po-

dría 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 rápidos 

de crecimiento irregular, cambios bioquímicos, pérdi-

da de biomasa o incluso llegar a la muerte (García-

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 marrón, así como inhibición del cre-

cimiento, este último efecto relacionado con la inhibi-

ción de la proliferación celular (Gichner et al., 2007). 

Las células mitóticas de las raíces de las plantas co-

mo Vicia faba (haba) y Allium cepa (cebolla) han 

mostrado ser genéticamente sensibles presentando 

aberraciones cromosómicas e incremento en la fre-

cuencia de micronúcleos y rupturas de hebra simple 

del DNA cuando se exponen a diversos contaminan-

tes (Dong y Zhang, 2010; Bu et al., 2011; Juárez-

Santacruz et al., 2013).  

El objetivo de los estu-

dios ecotoxicológicos es 

por lo tanto determinar 

la aptitud, adecuación o 

eficacia biológica de las 

poblaciones (crecimien-

to, fertilidad y fecundi-

dad), teniendo en mente 

que la sobrevivencia a 

largo plazo depende de 

la habilidad para repro-

ducirse y crecer para 

mantener la estructura 

de la población en un 

particular nicho ecológi-

co o ambiental.  

 

Una manera de llevar a 

cabo estudios ecotoxico-

lógicos en un escenario 

potencialmente peligro-

so es aplicando la meto-

dología de evaluación 

integral de riesgo pro-

puesta por la Organiza-

ción Panamericana de la 

Salud. Esta metodología 

es una adecuación de 

los puntos clave de las 

metodologías de eva-

luación de riesgo a la 
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salud y riesgo ecológico, que tiene como objetivo de-

terminar el peligro que representan los sitios poten-

cialmente peligrosos y establecer los posibles meca-

nismos de restauración. La metodología propone cin-

co etapas fundamentales: 1) descripción del sitio, 2) 

análisis de la contaminación ambiental, 3) valoración 

de los componentes bióticos, 4) valoración de los 

componentes humanos y 5) caracterización del ries-

go (Mejía et al., 2002; Torres et al., 2006). 

 

La metodología de riesgo integral inicia con la des-

cripción del sitio de estudio, con base en los antece-

dentes de contaminación si es que existen, poste-

riormente se obtienen datos de identidad del sitio que 

incluye entre otros, ubicación, población, actividades 

y características ecológicas. La información se verifi-

ca con la visita al sitio, donde además se obtiene in-

formación acerca de la  preocupación de la comuni-

dad con respecto a la situación ambiental, aunado a 

esto se identifican rutas de exposición, así como po-

sibles fuentes de contaminación y tipos de contami-

nantes de la región.  

 

La segunda etapa consiste en el análisis de la con-

taminación ambiental, donde se incluye un plan de 

muestreo que abarca la selección de la matriz am-

biental (agua, suelo, sedimento, aire), considerando 

el tipo de compuesto que se sospecha estará presen-

te en ese ambiente (metales, COPs, etc.), seguido de 

la selección de los sitios de muestreo en función de 

los puntos de exposición para la biota o población 

humana, así como el 

número 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-

terísticas toxicológicas y 

del comportamiento am-

biental, para realizar una 

priorización de los con-

taminantes, con el fin de 

valorar los que realmen-

te representen un ries-

go.  

 

Posteriormente, se ge-

nera un índice de toxici-

dad ambiental, de las 

matrices evaluadas y los 

sitios de muestreo que 

representen un mayor 

riesgo para la biota. Pa-

ra la valoración de los 

componentes bióticos se 

obtiene un índice de in-

tegridad biótica que pro-
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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 además se evalúa la exposi-

ción de los organismos mediante diversos marcado-

res de exposición (cuantificando el compuesto dentro 

del organismo) y efectos (genotóxicos, neurológicos, 

de comportamiento, etc.). 

 

Paralelamente se realiza la valoración de los seres 

humanos como integrantes de un ecosistema que 

puede estar en riesgo. Se selecciona el grupo de ma-

yor exposición y el más susceptible (generalmente 

los niños). Al igual que para la biota se emplean bio-

marcadores de exposición y de efectos biológicos 

asociados a la toxicidad del compuesto, estos últimos 

se eligen con base en la toxicodinámica de los con-

taminantes críticos. 

 

Finalmente, se realiza la caracterización del riesgo, 

donde cada sección 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 análisis de la información 

se realiza con criterios rigurosos y consultando los 

antecedentes científicos reportados. Se comparan los 

datos del sitio contaminado contra los obtenidos en 

algún sitio de referencia (no contaminado) y contra 

valores de referencia disponibles en la literatura cien-

tífica o que hayan sido reportados en alguna normati-

vidad nacional o internacional. Habrán de exponerse 

análisis cualitativos y cuantitativos. Por último se de-

termina si existe riesgo, 

cuál es la magnitud de 

éste y cuáles serían las 

acciones que pudieran 

llevarse a cabo para dis-

minuirlo. 

 

Dentro de las acciones 

que se recomiendan pa-

ra eliminar, reducir o 

controlar la exposición, 

existen una gama de 

posibilidades. Algunas 

de ellas de alto costo 

político y económico, 

como clausurar la fuente 

de contaminación en el 

caso de industrias, o 

desalojar y reubicar a la 

población de mayor ex-

posición. Otras de costo 

intermedio, como técni-

cas de contención, con-

finamiento y desconta-

minación (Kaifer et al., 

2004). Diversos investi-

gadores estudian proce-

sos de remediación bio-

lógica que aprovechan 

la capacidad depuradora 

de las plantas para la 
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remoción de los contaminantes a través de la degra-

dación por diversos microorganismos de la rizósfera, 

cuyo principio básico consiste en destruir o modificar 

los materiales contaminantes con el fin de disminuir 

su peligrosidad. La biorremediación es una opción 

factible al utilizar plantas naturales o modificadas ge-

néticamente, asociadas a microorganismos rizosféri-

cos (Lasat, 2002; Bento et al., 2012). Finalmente una 

opción que es la menos costosa pero de gran trabajo 

social y compromiso ético es la educación ambiental. 

Esta actividad se enfoca en dar a conocer a la pobla-

ción el riesgo que representa el tipo de contaminante 

y la matriz ambiental en donde se encuentra, y reco-

mendar cambios en algunos hábitos alimenticios, ac-

tividades recreativas y de limpieza. Si bien la educa-

ción no soluciona el problema de fondo, si ayuda a 

disminuir la exposición.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Es importante tener en 

cuenta que enfrentar un 

problema de contamina-

ción ambiental es com-

promiso de todos, la par-

ticipación ciudadana, los 

académicos investigado-

res y particularmente la 

responsabilidad y obliga-

ción que tienen las auto-

ridades competentes pa-

ra tomar medidas que 

logren mitigar o dismi-

nuir el riesgo de la po-

blación afectada para 

que mejoren su calidad 

de vida. 
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CAPÍTULO 2 

 MUESTREO EN SITIOS CONTAMINADOS, PROCESAMIENTO  Y CON-

SERVACIÓN DE LAS MUESTRAS 

 
INTRODUCCIÓN 

El suelo, como parte de la litósfera, es un componen-

te esencial del ecosistema terrestre, debido a que el 

crecimiento de las plantas y los ciclos biogeoquími-

cos dependen de él, es un material no consolidado 

de profundidad variable. Está constituido por las fa-

ses sólida, líquida y gaseosa en continua interacción. 

Se caracteriza por tener diferentes horizontes, resul-

tado de las adiciones, pérdidas, transferencias y 

transformaciones de energía y materia a través del 

tiempo (Volke et al., 2005). Su composición química 

varía en forma horizontal y vertical y está determina-

da por el tipo de material geológico, cubierta vegetal, 

meteorización, topografía y actividad biológica, ade-

más de las actividades antrópicas. El sedimento es 

una capa de partículas minerales y orgánicas que se 

encuentran en el fondo de reservorios de aguas natu-

rales (lagos, ríos) (Figura 1).  
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sitios contaminados, 
procesamiento y 
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muestras. En: Eva-
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Muestreo en sitios con-

taminados, procesamien-

to y conservación de las 

muestras. En: Evaluacio-

nes ecotoxicológicas 

(García-Nieto et al.) Uni-

versidad Autónoma de 

Tlaxcala, México. p. 25-

36. Figura 1. Suelo y sedimento matrices esenciales para la vida  
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La composición de minerales con respecto a la mate-

ria orgánica varía dependiendo del lugar, general-

mente poseen un elevado contenido de materia inor-

gánica (70 %) en forma de óxidos, carbonatos, sulfu-

ros y sulfatos (Hernández, 2007; Masís et al., 2008).  

 

Los suelos y sedimentos como parte de los ecosis-

temas proporcionan los nutrimentos esenciales, 

agua, soporte y un depósito, tanto para los detritos 

orgánicos (residuos de la descomposición de fuentes 

orgánicas), como para las aportaciones naturales o la 

deposición atmosférica de contaminantes. Al compa-

rarse con el aire y el agua, los suelos y sedimentos 

son un medio más variable y complejo en su compo-

sición. 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 químicos a las aguas subterrá-

neas o como un bioreactor en el que muchos com-

puestos orgánicos pueden degradarse (Centro Na-

cional del Medio Ambiente, 2010). En el suelo, la ero-

sión y la continua urbanización causan un impacto 

negativo en su comportamiento, provocando la pérdi-

da parcial o total de su productividad. La acumulación 

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, oxígeno disuelto, coloides orgánicos 

y ya sea que estén sus-

pendidos en la columna 

de agua o depositados 

en el sedimento, la biota 

acuática estará expues-

ta a ellos y dependiendo 

del contaminante se 

bioacumulará e ingresa-

rá en la cadena trófica 

(Montalvo et al., 2003). 

La base para evaluar 

suelo y sedimento en 

sitios potencialmente 

contaminados, está en 

un muestreo adecuado.  

 

Ésto permitirá que los 

resultados del análisis 

ambiental (cuantificación 

de contaminantes) y bio-

lógico (biomarcadores 

de exposición y efecto), 

tengan una interpreta-

ción confiable que refleje 

la magnitud de la con-

taminación y sea un so-

porte para la caracteri-

zación del riesgo en el 

sitio de estudio (Etche-

vers y Padilla, 2007; 

Hernández, 2007). 
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La caracterización de un sitio, implica actividades de 

muestreo y análisis ambiental que tienen como finali-

dad determinar la extensión y naturaleza de la con-

taminación, lo cual provee las bases para adquirir la 

información técnica necesaria para desarrollar, pro-

yectar, analizar y seleccionar las técnicas de reme-

diación.  

 

El objetivo principal de cualquier operación de mues-

treo es recolectar suelo/sedimento representativo de 

un sitio, esto es, que una muestra o grupo de ellas 

refleje con precisión la concentración y estado de 

cualquier componente en un determinado lugar y 

tiempo. El muestreo de suelo se diseña 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 contaminación del sitio por con-

taminantes específicos, b) determinar la presencia y 

concentración de contaminantes, con respecto a ni-

veles de fondo (concentraciones naturales en el sitio), 

c) determinar la concentración de contaminantes y su 

distribución 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 ecotoxicológicos, e) iden-

tificar fuentes de contaminación, mecanismos o rutas 

de transporte y receptores potenciales, f) medir la 

eficiencia de acciones de control o de limpieza (re-

mediación) y g) obtener mediciones para validación o 

uso de modelos de transporte y deposición 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 composición minera-

lógica del suelo y pro-

piedades físicas, quími-

cas y biológicas, b)  va-

riaciones en la composi-

ción química de los con-

taminantes en el sitio, c) 

variaciones temporales 

en la composición del 

medio, d) errores siste-

máticos o esporádicos 

que se producen en el 

propio muestreo, en la 

manipulación y en el 

transporte de las mues-

tras al laboratorio, e) 

errores en los resultados 

analíticos por un inco-

rrecto almacenamiento o 

por la preparación de la 

muestra en el laboratorio 

(Hernández, 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-

tá diseñado para obtener información preliminar res-

pecto al sitio, por otro lado, se puede realizar un mo-

nitoreo con el fin adquirir información acerca de la va-

riación de las concentraciones de parámetros especí-

ficos durante un lapso determinado o dentro de un 

área geográfica específica. Además de seleccionar el 

tipo de muestreo, es importante establecer la profun-

didad (superficial o vertical), tipo de muestra (simple 

o 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 composición de los conta-

minantes es estable; mientras que, las compuestas 

minimizan las variaciones, su preparación puede 

disminuir costo y tiempo en los análisis (Rodríguez y 

Rodríguez, 2002).  

 

Existen dos profundidades importantes para un 

muestreo ambiental: a) superficial (0-15 cm), que re-

fleja la deposición de contaminantes transportados 

por aire o depositados recientemente; y b) sub-

superficial (> 15 cm), en donde pueden encontrarse 

contaminantes depositados por lixiviación y derrames 

de líquidos o por entierros que pueden encontrarse a 

profundidades considerables (Csuros y Csuros, 

2002). Es importante considerar que las característi-

cas físicas, químicas y biológicas del sitio inciden en 

la transformación, reten-

ción y movimiento de los 

contaminantes a través 

del suelo o sedimento. 

El contenido de arcilla, 

materia orgánica, pH, 

potencial redox, capaci-

dad de intercambio ca-

tiónico, conductividad 

eléctrica y el contenido 

de microorganismos, a-

fectan la velocidad de 

migración y la forma 

química del contaminan-

te (Mason, 1992). 

 

Además de la informa-

ción sobre el comporta-

miento ambiental de los 

contaminantes, la carac-

terización del suelo o 

sedimento ayuda a defi-

nir las estrategias de 

remediación (Hernández 

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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características químicas, físicas y biológicas, así co-

mo la presencia de plantas y contaminantes influyen 

en el número y actividad microbiana, características 

que 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 raíces liberan sustancias (proteínas, ami-

noácidos, hormonas, entre otras) que aprovechan los 

microorganismos, como los hongos micorrízicos ar-

busculares (HMA), quienes forman una asociación 

simbiótica con las raíces, 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 contaminación ambiental 

(González y Rodríguez, 2005). Los indicadores bioló-

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 húmedas para facili-

tar su extracción y como 

los microorganismos se 

desarrollan en los prime-

ros centímetros de la 

superficie, se recomien-

da recolectarlo de 0 a 20 

cm, aunque puede variar 

en función del interés 

del investigador (Sagar-

doy y Mandolesi, 2004). 

Suelo rizosférico 

Rizósfera 

Figura 2.  Sistema radicular y suelo rizosférico 
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OBJETIVO 

Explicar el muestreo de suelo, sedimento, suelo ri-

zosférico y sistema radicular de sitios contaminados, 

así como el procesamiento y almacenaje en el labo-

ratorio hasta el análisis físico, químico y biológico. 

 

MATERIAL 

Balanza granataria 

Bolsas de plástico de 0.5, 1 y 2 kg 

Etiquetas 

Guantes de plástico 

Hielera 

Marcador indeleble 

Mortero y pistilo 

Pala recta 

Pala de acero inoxidable 

Pala de plástico 

Papel aluminio 

Papel de estraza 

Recipientes de aluminio 

Recipientes de plástico de 1 L 

Recipientes de vidrio color ámbar de 1 L 

Tamiz malla 600 µm 

Tamiz malla 2 mm 

Tina de plástico 

 

 

 

 

 

 

 

EQUIPO 

 

REACTIVOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estufa de secado 

Refrigerador 

GPS 

Etanol al 70 % 

Agua destilada 



                 García-Gallegos E 

Evaluaciones ecotoxicológicas                                                                              31 

METODOLOGÍA 

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 población en el tiempo que 

fue recolectada. Se elige un área libre de hierba y 

material de construcción que pudiera interferir con la 

contaminación propia del sitio. Recoger aproximada-

mente 1 kg de suelo o sedimento superficial (0-15 

cm) utilizando pala de acero inoxidable para contami-

nantes orgánicos y pala de plástico para metales pe-

sados. Para analizar compuestos orgánicos las 

muestras de suelo se envuelven con papel aluminio y 

se transportan en bolsas de plástico, y los sedimen-

tos se depositan en re-

cipientes de vidrio de 

color ámbar.  

 

Para el análisis de meta-

les y la caracterización 

fisicoquímica las mues-

tras se transportan en 

bolsas o recipientes de 

plástico (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 S-1 

0 
S-1 

http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=HGwfzpBFKcu7LM&tbnid=TjwjkF_Irq6dyM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.agronomia.unal.edu.co/web/facultad_laboratorios_aguas&ei=Aq0mUqiMJ4mK2wXhroDAAw&psig=AFQjCNFUa-7Py5vEBmeq4N6rEFIGaUiSvw&ust=1378352724528348
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=aECmdbJqwoa_2M&tbnid=WfL83gDgr90LEM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.morguix.com/2012/01/el-pimiento-del-mes-pimientos-rellenos.html&ei=yqsmUubfBeWg2AWOnIH4Ag&psig=AFQjCNGiEXsaKgCE2xX-WCKZatXmwW0Dbw&ust=1378352413306238
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=RSzuU2RBbrughM&tbnid=CjpZtMGm2mJJSM:&ved=0CAUQjRw&url=http://spanish.alibaba.com/product-gs/wide-mouth-amber-glass-bottles-624442761.html&ei=16YmUqipOLO_2QXSzYCICQ&psig=AFQjCNEqF7SrH-YD6nRJotUyRC3FMPekEQ&ust=1378349670128780
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Muestra compuesta 

Es la mezcla de muestras individuales o submuestras 

que representa el promedio de la composición del 

área de estudio. Se recolectan varias muestras sim-

ples siguiendo un patrón 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 contaminación con otros 

materiales, el mezclado se debe realizar en recipien-

tes y con pala de acero inoxidable para los compues-

tos orgánicos o de plástico 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 plástico 

para la cuantificación de 

metales y la caracteriza-

ción fisicoquímica y en 

recipientes de vidrio co-

lor ámbar para la cuanti-

ficación de compuestos 

orgánicos.  

 

Todas las muestras se 

transportan en hieleras 

cuidando de mantener la 

cadena de frío para la 

conservación de los 

compuestos. 

 

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

Se elige el área 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 orgánicos) o de plástico (metales pesados) a una 

profundidad de entre 15 y 20 cm, abarcando una peri-

feria de 15 cm circundante al tallo de la planta. Se 

colecta entre 1 y 2 kg de suelo rizosférico junto con el 

sistema radicular. Se separa la radícula del suelo de 

cada submuestra y se mezclan para obtener una 

muestra compuesta de suelo rizosférico que repre-

sente la población de esporas de HMA del sitio con-

taminado (Figura 5). El suelo rizosférico se divide en 

dos partes una para el análisis microbiológico de 

HMA que se deposita en bolsas de plástico y se 

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

pientes de plástico para  

el análisis fisicoquímico 

y cuantificación de meta-

les, o en vidrio color 

ámbar (papel aluminio 

dentro de bolsas de 

plástico) para la deter-

minación de compuestos 

orgánicos. 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 conservación de 

los HMA. 

S-1 
HMA 

S-1 
metales 

 

S-1 
Radi-

 

Figura 5. Muestreo del sistema radicular y  suelo rizosférico 
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Procesamiento de suelo, sedimento y suelo rizos-

férico 

Vaciar las muestras en recipientes de aluminio para 

el análisis de compuestos orgánicos, en morteros de 

cerámica para el análisis de metales y en papel es-

trasa para la caracterización fisicoquímica. Los reci-

pientes de aluminio y morteros se colocan en la estu-

fa a 70 oC. Las muestras que van en papel estrasa, 

se depositan en un área del laboratorio a la sombra, 

a temperatura ambiente hasta su secado (Figura 6).  

 

Destruir con el pistilo los 

terrones que se hayan 

formado durante el se-

cado y eliminar hierba, 

viruta, basura o cual-

quier material que pudie-

ra interferir con la consti-

tución propia del suelo, 

antes de realizar el ta-

mizado. 

 

Figura 6. Secado de suelo, sedimento o suelo rizosférico 

http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=sozPUtEjadHELM&tbnid=xZzfqgQXYi59DM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.todocoleccion.net/almirez-mortero-antiguo-farmacia~x21079743&ei=MLYmUsOoNcfL2gXY0YGgBA&psig=AFQjCNGGkwy_YuZgjRXZAqSNlZE6EpjCRg&ust=1378354993527424
http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=InejtrL1Sp94qM&tbnid=vBZKF19ArlMGEM:&ved=0CAUQjRw&url=http://foro.sondasespaciales.com/index.php?topic=8088.585&ei=dLcmUrSpHebP2QXuhoCYDA&psig=AFQjCNFmhdDO1HCW3lPG52rVag_MhUSt9w&ust=1378355425184998


                 García-Gallegos E 

Evaluaciones ecotoxicológicas                                                                              35 

Tamizar por malla de 600 µm (tamiz No. 30) de aper-

tura de malla para la cuantificación de metales y 

compuestos orgánicos y por malla de 2 mm (tamiz 

No. 10) para el análisis de fisicoquímicos. Almacenar 

en frasco de vidrio color ámbar para la determinación 

de compuestos orgánicos y en recipientes de plástico 

para metales y conservar a 4 °C. Para la caracteriza-

ción fisicoquímica de suelo, sedimento y suelo rizos-

férico, almacenar en recipientes de plástico a tempe-

ratura ambiente (Figura 7). 

 

Análisis fisicoquímico de las muestras 

De cada muestra se toma una cantidad de 250 g para 

realizar las determinaciones de los parámetros físicos 

y químicos que intervienen en la movilidad y biodis-

ponibilidad de los contaminantes presentes; se de-

termina textura, por el hidrómetro de Bouyoucos (Ro-

dríguez y Rodríguez, 2002); pH, en una suspensión 

de suelo:agua (1:2 p/v) (Jackson, 1976); conductivi-

dad eléctrica (CE), en el extracto de saturación (Ri-

chards, 1990); contenido de materia orgánica, por el 

método de Walkley-Black (Jackson, 1976), la capaci-

dad de intercambio catiónico (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 empleará para corregir el 

número de esporas contabilizadas en 100 g de suelo 

rizosférico húmedo (Capítulo 6). 

 

 

 

 

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

S-1 

 

S-1 
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CAPÍTULO 3 

TAMIZAJE EN SITIOS POTENCIALMENTE CONTAMINADOS:  

DIOXINAS EN SUELO Y SEDIMENTO POR ELISA 

INTRODUCCIÓN  

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 más tóxicos (Figura 1). La 

generación de PCDD requiere: 1) temperatura de 300 

a 400 °C, 2) fuente de carbono que podría ser made-

ra, hidrocarburos y compuestos orgánicos, 3) fuente 

de cloro, como plaguicidas organoclorados (pentaclo-

rofenol, DDT, 2,4 D) o cloruro de sodio presente en 

los basureros municipales,  4) oxígeno, cuya función 

es la oxidación del carbono facilitando la formación 

de estructuras cíclicas y la cloración de las mismas, 

5) catalizador como el Cu, He, Pb o Zn. Las PCDD se 

generan de manera natural durante las erupciones 

volcánicas e incendios forestales, y en diversas acti-

vidades antrópicas como subproductos de procesos 

industriales que involucran la manufactura de com-

puestos orgánicos clorados, el uso de cloro durante 

el blanqueado del papel y la pirólisis a altas tempera-

turas (ATSDR, 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. 2378 TCDD, molécula representativa de las PCDD 
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En el 2007, México elaboró el Plan Nacional de Im-

plementación (PNI) del Convenio de Estocolmo, que 

incluye un inventario nacional de liberaciones de dio-

xinas y furanos para México. La metodología utilizada 

para la elaboración del inventario 2004 se basó 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) edición 

2007, b) revisión 2010 y c) revisión 2012. Esta última 

considera 75 fuentes estimadas (47 que no habían 

sido estimadas en las versiones anteriores) y la revi-

sión de los datos de actividad de algunas fuentes 

previamente estimadas. El inventario 2012 reportó 

una emisión total de 9,722 g TEQ/año y coloca a la 

industria química, la quema no controlada de 

desechos domésticos, los incendios en vertederos y 

la quema de biomasa, como las cuatro fuentes priori-

tarias (Maíz y Morales, 2012). Las dioxinas pueden 

cruzar las membranas celulares y unirse al receptor 

citosólico de hidrocarburos aromáticos (Ahr), el com- 

plejo formado por la dio-

xina y el Ahr se disocia 

de las proteínas chape-

ronas (hsp90, p23 y 

XAP2) y se trasloca al 

núcleo, ahí se dimeriza 

con la proteína trasloca-

dora nuclear del recep-

tor de hidrocarburos 

aromáticos (Arnt), lo 

cual resulta en la con-

versión de un complejo 

heteromérico con alta 

afinidad al DNA, que 

actúa como un factor de 

transcripción que altera 

el patrón de expresión 

de ciertos genes (Kaz-

lauskas et al., 2000) (Fi-

gura 2).  

 
Figura  2.Mecanismo de toxicidad de las dioxinas 
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Los efectos bioquímicos de las dioxinas pueden ser 

divididos en tres clases: 1) alteraciones metabólicas 

debido a los cambios enzimáticos, 2) alteraciones en 

la homeostasis alterando el funcionamiento hormonal 

y sus receptores, y 3) alteraciones en el crecimiento y 

diferenciación como un resultado de cambios en fac-

tores de crecimiento y sus receptores (Birnbaum et 

al., 1994; ATSDR, 1998)  

 

Como se mencionó anteriormente las dioxinas están 

constituidas por 75 congéneres cuya toxicidad varía 

según el número y la posición de átomos de cloro en 

la molécula. Las muestras ambientales y biológicas 

son una mezcla de congéneres, y dependiendo de la 

fuente emisora predominarán unos sobre otros. Di-

versas organizaciones internacionales diseñaron una 

clasificación para identificar la capacidad tóxica de 

cada congénere a la que denominaron Factores de 

Equivalencia Tóxica (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 por lo que se les conoce como “like dioxinas” 

y se les asigna un valor de TEF (Anexo 1). Para eva-

luar la toxicidad total de una muestra se cuantifica 

cada congénere por cromatografía de gases de alta 

resolución con espec-

trometría de masas de 

alta resolución (HRGC 

/HRMS) y se multiplica 

por su TEF para obtener 

los Equivalentes Tóxicos 

(TEQ) (Anexo 2). Es 

evidente entonces, que 

en un sitio contaminado, 

habría que monitorear 

sobre todo a los congé-

neres más tóxicos (2378 

TCDD y 12378 PeCDD).  

 

Las dioxinas son extre-

madamente persistentes 

en el ambiente, tienen 

una alta resistencia a la 

degradación física, quí-

mica y biológica, con 

una vida media que va 

de 10 a 30 años en sue-

lo superficial y hasta de 

100 años en el subsuelo 

y sedimentos, son semi-

volátiles por lo que pue-

den viajar grandes dis-

tancias. Las PCDD son 

liposolubles lo que les 

permite bioacumularse 

en tejidos grasos y bio-
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magnificarse en la cadena trófica. Estas característi-

cas aunadas a su elevada toxicidad han llevado a los 

organismos gubernamentales a implementar normas 

estrictas para la protección de la salud humana. El 

PNUMA propone como guía ambiental un nivel de 

100 ppt TEQ en suelo de áreas de recreación infantil 

(Friedler, 1999), por su parte la Agencia de Sustan-

cias Tóxicas y Registro de Enfermedades (ATSDR), 

considera tres niveles de acción que aplican para la 

exposición humana por ingesta de suelo contaminado 

con dioxinas y compuestos like-dioxinas en áreas 

residenciales: 1) Detección de contaminantes (< 50 

ppt TEQ), si uno o más suelos exceden este valor se 

requieren estudios más específicos; 2) Evaluación de 

posibles vías de exposición (50-1000 ppt TEQ), si la 

concentración de dioxinas en suelo se encuentra en-

tre este intervalo, se recomienda evaluar la extensión 

de la exposición y las implicaciones en salud; y  3) 

Nivel de acción (> 1000 ppt TEQ), si el suelo supera 

este valor se deben considerar estrategias para pre-

venir la exposición (De Rosa et al., 1997). Como se 

puede apreciar, el nivel de acción de estas guías se 

encuentra en el orden de partes por trillón (ppt o 

pg/g). La metodología 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 quatrillón 

(ppq o fg/g), sin embargo, este método es sumamen-

te costoso, $1,141.81 USD por una muestra (Usta-

rán-Cervantes, 2007). Este hecho es la principal cau-

sa de escasez de reportes que indiquen los niveles 

de dioxinas en matrices 

ambientales o biológicas 

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 petroquímico 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 medición de 

dioxinas, furanos y he-

xaclorobenceno, reali-

zado en el marco del 

programa de Manejo 

Adecuado de Químicos 

(MASQ) de la Comisión 
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de Cooperación Ambiental de América del Norte 

(CCA), se informa que en México existe un equipo de 

HRGC/HRMS en el Centro Nacional de Servicios de 

Constatación en Salud Animal (CENAPA-SAGARPA) 

donde actualmente están implementando la metodo-

logía para la cuantificación de dioxinas, sin embargo, 

aun cuando se tenga el método validado y el costo 

del análisis por muestra se vea reducido, éste seguirá 

siendo muy elevado. 

 

Una alternativa a la cromatografía son los inmunoen-

sayos y precisamente uno de ellos es el inmunoen-

sayo ligado a enzima (ELISA) para la cuantificación 

de PCDD. Esta metodología fue desarrollada por in-

vestigadores de la Universidad de Davis, California, 

quienes sintetizaron un anticuerpo policlonal (R7598), 

un antígeno (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 tóxico que la 2378-TCDD. El uso del 

ELISA es de gran utilidad para fines de rastreo o ex-

ploración 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 antígeno (Ag) no son comerciales, el Dr. Ham-

mock jefe del departamento de Entomología de UC 

Davis, donó estos reactivos para fines de investiga-

ción. Este método es de tipo competitivo. La termina-

ción carboxílica 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-

zimáticamente con per-

oxidasa (ARHRP) y diri-

gido al complejo forma-

do por el antígeno y el 

anticuerpo R7598, se 

produce una respuesta 

cromogénica en presen-

cia del sustrato (H2O2) 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 capítulo utiliza un 

anticuerpo policlonal que reconoce específicamente 

al congénere 2378-TCDD que es el más tóxico, sin 

embargo, presenta una reacción cruzada con otros 

congéneres y like-dioxinas (Anexo 3) por lo que la 

concentración que se reporta es la suma de todos 

ellos, que se pueden comparar con los equivalentes 

tóxicos que se reportan en cromatografía (pg/g TEQ), 

aunque como el método utiliza el subrogado TMDD 

las unidades se reportan en equivalentes de TMDD 

(pg/g TMDD-EQ). El estudio realizado por García-

Nieto et al. (2010), demuestra la aplicación de este 

inmunoensayo, al identificar fuentes potenciales en la 

generación de dioxinas en México, como es el caso 

de comunidades que viven en áreas palúdicas que 

han sido fumigadas con DDT y que utilizan leña para 

cocinar sus alimentos (2,419 a 5,967 pg/g TMDD-

EQ), el área aledaña a la industria química (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 metodología es una herramienta complementa-

ria a los bioensayos de primer nivel para la identifica-

ción del peligro (PCDD) como primera etapa de la 

evaluación de riesgo en salud o ecotoxicológico. 

Permite conocer la magnitud de la contaminación, lo 

cual orienta al investigador para decidir si un sitio re-

quiere evaluaciones específicas como extensión de la 

exposición, efectos en la biota e implicaciones en 

salud humana, así como la valoración de estrategias 

de prevención y remediación. 

 

 

 
Figura 3. ELISA para 

PCDD 
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OBJETIVO 

Explicar detalladamente la metodología de ELISA 

para la cuantificación de dioxinas en suelo como una 

técnica complementaria a la HRGC/HRMS y conocer 

su aplicación en las evaluaciones ecotoxicológicas. 

 

MATERIAL 

 

 

 

 

 

 

EQUIPO 

Agitador orbital 

Agitador Vórtex 

Balanza analítica 

Bomba de vacío 

Cámara de vacío 

Campana de extracción 

Estufa a 37 °C 

Evaporador 

Lavador manual 

Lector de ELISA 

Tanque para nitrógeno 

Placa de agitación 

Potenciómetro 

Refrigerador 

Sonicador 

Ultracongelador -80°C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bolsa de plástico 2 kg 

Caja de madera con luz UV 

Columnas de filtración de 12 ml 

Cubiertas p/placas de 96 pozos 

Embudo de filtración tallo corto 6 cm diámetro externo 

Espátula 

Frasco de vidrio ámbar 500 y 1000 ml 

Frascos de plástico 1000 ml 

Garrafón de plástico 5 L 

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

Guantes de nitrilo 

Matraz Kitasato 4 L con tapón de goma 

Manguera PVC 1/4’’ 5/16’’ y 3/8‘’ diámetro interno  

Matraz Erlenmeyer 50 y 125 ml 

Matraz Erlenmeyer con tapón esmerilado 250 ml 

Matraz volumétrico 250, 500 y 1000 ml 

Micropipeta automática/puntas 0.5-10 µl y 5.0-40 µl,  

Micropipeta automática/puntas 0.2-1.0 ml y 20-200 µl 

Micropipeta multicanal 50 – 300 µl 

Picetas para agua y  acetona 

Pipetas Pasteur y bulbos 

Placas de dilución de 96 pozos 

Placas de ensayo de 96 pozos  

Probeta 25, 50 y 100 ml 

Recipiente para soluciones para multicanal (RM) 

Tubos cónicos 20 x 118 mm (15 ml)   

Tubos de ensayo 20 x 150 mm (35 ml) con y sin tapa  

Viales color ámbar con inserto 2 ml   



García-Nieto E 

44                                                                              Evaluaciones ecotoxicológicas  

REACTIVOS  

Nombre Marca Catálogo 

Acetona [CH3(CO)CH3] JTB 9006-03 

Ácido acético (C2H4O2) JTB 9524-33 

Ácido clorhídrico (HCl) JTB 9530-33 

Ácido sulfúrico (H2SO4 ) JTB 9681-05 

Albúmina de suero bovino (BSA) SIGMA A-3059 

Bicarbonato de sodio anhidro, (NaHCO3 ) JTB 3506-20 

Carbonato de sodio anhídro (Na2CO3) JTB 3602-01 

Citrato de sodio   [Na3C3H5O (COO)3 2H2O]  JTB 3646-01 

Cloruro de potasio (KCl) JTB 3040-01 

Cloruro de sodio (NaCl) JTB 3624-01 

Dimetil sulfóxido (DMSO) SIGMA D-8418 

Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4 ) JTB 3246-01 

Fosfato de sodio dibásico (NA2HPO4 ) JTB 3828-01 

Hexano grado HPLC (C6H14) JTB 9304-03 

HRP Labeled goat anti-rabbit Ig (AR-HRP) opción 1 PHARMINGEN 554021 

HRP Labeled goat anti-rabbit Ig (AR-HRP) opción 2  MILLIPORE AP187P 

Nitrógeno 99 % de pureza (N2 gaseoso) INFRA  

Peróxido de hidrógeno (H2O2) al  30% JTB 2186-01 

Polisorbato 20 (Tween 20 ) SIGMA P-7949 

Sand White Quartz 50 + 70 mesh SIGMA S-9887 

Sílica gel 70-250 mesh (63-200 µ, diámetro 60 A°) SIGMA S-2509 

Sulfato de sodio anhídro ( Na2SO4 ) JTB 3891-01 

Tetrametilbencidina (TMB) SIGMA T-2885 

Tritón X-100 (TX) SIGMA X-100 

Antígeno 7,8.-Diclorobenzo[5,6],[1,4] dioxino, [2,3-b] 

piridina-3-ácido carboxílico (0626-BSA) 9.2 mg/ml 
Donado 

Anticuerpo  Anti-JRS6-LPH, Kd=1x10–10 M (R-7598) Donado 

TMDD en DMSO 100 µg/ml  

(3 metil, 4,7,8.-Triclorodibenzo-p-dioxina) 
Donado 
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PREPARACIÓN DE REACTIVOS 

Amortiguador de fosfatos (PBS) 

NaCl  1.38 M 80 g 

KH2PO4 0.015 M 2 g 

Na2HPO4 0.025 M 11.49 g    

KCl  0.027 M 2 g 

 

Disolver los reactivos en agua desionizada, ajustar el 

pH a 7.5 y aforar a 1000 ml. Para el ensayo de ELISA 

realizar una dilución 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 plástico a temperatura ambiente por 

un periodo máximo 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 pH a 7.5 y 

aforar a 1 L. Almacenar en frasco de plástico a  tem-

peratura ambiente, por un periodo máximo 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 garrafón de plástico a temperatu-

ra ambiente, por un periodo máximo de 3 meses. 

 

Amortiguador de carbonato y bicarbonato (ACB) 

Na2CO3 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 plástico a 4°C, má-

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 ácido acé-

tico y aforar a 1 L. Alma-

cenar en frasco de plás-

tico a 4 °C, por 3 meses. 

 

Solución cromógena 

(TMB al 0.6 %) 

Disolver 0.012 g de te-

trametil bencidina en 2 

ml de DMSO. Almacenar 

en frasco de vidrio ám-

bar a temperatura am-

biente hasta un mes. 

 

DMSOT al 0.01 % 

Añadir 10 µl de Tritón X-

100 en 100 ml de 

DMSO. Almacenar a 

temperatura ambiente y 

en  frasco de vidrio color 

ámbar, por un periodo 

máximo de 3 meses. 
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Ácido sulfúrico (H2SO4 2 M)  

Medir 26.65 ml de ácido sulfúrico y aforar a 250 ml. 

Almacenar en frasco de vidrio color ámbar a tempera-

tura ambiente, por un periodo máximo de 3 meses. 

 

TMDD 1 µg/ml     

Diluir en un vial color ámbar 10 µl de TMDD de una 

concentración de 100 µg/ml en 990 µl de DMSOT. 

Conservar en el desecador por un mes.  

 

TMDD 20,000 pg/ml 

Disolver en un tubo de ensayo 8 µl de TMDD de 1 

µg/ml en 392 µl de DMSOT, justo antes de su uso. 

 

Antígeno 0626-BSA (1:14000 = 0.65 µg/ml) 

Diluir 2 µl del antígeno 0626-BSA de una concentra-

ción de 9.2 mg/ml en 28 ml del amortiguador ACB en 

un matraz Erlenmeyer, agitar por rotación sobre la 

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

 

Amortiguador de fosfatos con albúmina 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 rotación sobre la mesa de 

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

 

Amortiguador de fosfatos con albúmina 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 rotación sobre la 

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

Anticuerpo R7598    

(1:3000) 

Mezclar 6 ml de la solu-

ción de PBSB 0.2 % con 

2 µl del Ac R7598 en un 

matraz por rotación so-

bre la mesa. Preparar 

justo antes de su uso. 

 

Sílica activada 

Colocar 20 g de sílica 

gel en un vaso de preci-

pitado, cubrir con papel 

aluminio perforado y 

calentar a 170 ºC duran-

te 24 h. Almacenar en 

desecador hasta por 1 

semana. Alcanza para 6 

columnas  de extracción 

en fase sólida (SPE) 

 

Sílica acidificada  

(Si-H2SO4 al 44 %) 

Mezclar 10 g de sílica 

gel activada con 4.3 ml 

de ácido sulfúrico en un 

frasco de vidrio ámbar 

agitar hasta eliminar los 

grumos. Preparar la can-

tidad que se va a utilizar 

y desechar el sobrante.  
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Columnas SPE para limpieza 

Colocar un filtro circular en el fondo de la columna 

SPE, se pueden utilizar de 12 o 20 ml, añadir 0.5 g 

de sílica activada, seguido por 2 g de Si-H2SO4 al 44 

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

anhidro, colocar al final un filtro circular. Preparar el 

mismo día que se utilizarán (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sulfato de 
sodio anhi-

dro 

Filtro 

Sílica 

Sílica 

Sílica 

Ácido sulfú-
rico 

Filtro 

Figura 4. Prepararción de columnas SPE para limpieza 

 

Activar a 170 °C 24 h Agitar sílica acidificada 

Almacenar al vacío 
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METODOLOGÍA 

Extracción  

Mezclar 10 g de suelo o sedimento con 1 g de arena 

de cuarzo blanca y 30 ml de hexano en un matraz 

Erlenmeyer, colocar el tapón y cubrir con una capu-

cha de papel kraft (estraza) y aluminio sujetando con 

una liga, revolver durante 3 h en el agitador orbital, 

realizar una segunda extracción con 25 ml de hexano 

y 1 h de agitación. Otra opción es, mezclar 1 g de la 

muestra con 10 ml de hexano (por triplicado) en un 

tubo de ensayo y sonicar durante 15 min cada vez, 

mezclando con Vórtex 

antes de cada sonica-

ción. Después de cual-

quiera de los dos proce-

sos de extracción que se 

haya elegido, filtrar el 

extracto empleando pa-

pel filtro Whatman No. 1, 

recuperar los extractos 

en el mismo tubo de en-

sayo (Figura 5). 

Figura  5. Extracción por agitación o sonicación 
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Primera evaporación 

Vaciar el extracto en tubos cónicos de 15 ml y colo-

carlos en el evaporador, aplicar una corriente suave 

de nitrógeno, evaporar el hexano hasta 2 ml aproxi-

madamente (Figura 6).  

 

Limpieza 

Colocar las columnas de SPE en la cámara de vacío, 

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 

que la columna se seque (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Segunda evaporación 

Evaporar con nitrógeno 

hasta 10 ml, añadir 500 

µl de DMSOT y conti-

nuar la evaporación has-

ta 0.5 ml. Transferir el 

extracto a un vial color 

ámbar de 2 ml. Enjuagar 

el tubo cónico con 500 

µl de DMSOT y transfe-

rirlo al mismo vial. Alma-

cenar a 4°C (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura  8. Segunda evaporación y recuperación en DMSOT 

Evaporar a10 ml, añadir 500 µl 
DMSOT y terminar de evaporar 

Añadir 500 µl 
DMSOT y almacenar 

Figura  7. Limpieza por columnas  
de filtración multicapas 

Figura  6. Primera evaporación con nitrógeno 

Transferir 

Transferir 
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Etapa de revestimiento (Ag 0626-BSA 0.65 µg/ml) 

El antígeno 0626-BSA se inmoviliza por adsorción 

directa a los pozos de la microplaca de ELISA. Vaciar 

en un recipiente RM y añadir 100 µl en cada pozo de 

una microplaca de ELISA, cubrir la microplaca con 

tira adherente e incubar 24 h a 4 °C (Figura 9).  

 

Lavar 5 veces con AT20 mediante succión y expul-

sión con un lavador manual hasta eliminar completa-

mente la solución, depositándola en el matraz Kitasa-

to No. 1 (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Etapa de bloqueo 

(PBSB al 0.5 %) 

En esta etapa se adicio-

na la proteína albúmina 

de suero bovino para 

cubrir los sitios de unión 

instaurados (espacios 

que quedan entre un Ag 

y otro) de la superficie 

de los pozos de la mi-

croplaca. Vaciar en un 

recipiente RM la solu-

ción de PBSB al 0.5 % 

recién preparada y adi-

cionar 200 µl en cada 

pozo de la microplaca 

con una micropipeta 

multicanal, cubrir la mi-

croplaca con tira adhe-

rente e incubar 30 min a 

temperatura ambiente 

(≈25 °C) (Figura 11). 

 

Lavar 5 veces con AT20 

mediante succión y ex-

pulsión con un lavador 

manual hasta eliminar 

completamente la solu-

ción, depositándola en el 

matraz Kitasato No. 1 

(Figura 10). Figura  11. Bloqueo 

Transferir  
200 µl de PBSB 

Cubrir e 
incubar a 25 °C 30 min 

 

 

Figura  9. Revestimiento 

Transferir  
100 µl del Ag B0626 

Cubrir e 
incubar a 4 °C  24 h 
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Figura  10. Lavado manual de microplaca de ELISA 

1 2 

AT20 

Lavador manual Microplaca de ELISA 
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Preparación de la curva estándar 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, añadir 100 µl en los pozos B1 al 

B12, E1 al E12, G4, G5, G6, G10, G11 y G12 de una 

microplaca para diluciones (Figura 12).   

 

Preparar 10 concentraciones seriales de TMDD a 

partir de la concentración de 20,000 pg/ml, en una 

proporción de 50 % de DMSOT-PBS. El primer punto 

de la curva tiene una concentración de 10,000 pg/ml 

y la última de 0.128 pg/ml. Para preparar la curva 

estándar de TMDD se utilizan las filas A y B. Adicio-

nar DMSOT en los pozos A2 al A12 en las cantidades 

indicadas, añadir 300 µl de TMDD 20,000 pg/ml en el 

pozo A1 y transferir hasta el pozo A10 las cantidades 

señaladas, los pozos A11 (blanco de TMDD) y A12 

(blanco de TMDD y anticuerpo) no llevan TMDD. 

Mezclar 8 veces con la micropipeta multicanal por 

succión y expulsión antes de cada transferencia. 

Succionar 100 µl de los pozos de la fila A y colocarlos 

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

Cada extracto de suelo 

o 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 ajustará la dilu-

ción  

 

Cada microplaca alcan-

za para realizar las dilu-

ciones de 6 extractos.  

Añadir DMSOT en las 

filas D y F en los volú-

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 dilución para 

los seis extractos.  

 

Mezclar 8 veces en cada 

pozo por succión y ex-

pulsión con la micropipe-

ta multicanal, transferir 

150 µl a los dos pozos 

consecutivos para obte-

Figura  12. Adición de PBS en la microplaca para diluciones 

Transferir 100 µl  
PBS 
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ner dos diluciones más de cada extracto: D2 (1:20), 

D3 (1:40); D5 (1:100), D6 (1:200); D8 (1:200), D9 

(1:400); D11(1:400), D12 (1:800), F5 (1:100), F6 

(1:200), F11(1:400) y F12 (1:800). Mezclar y transferir 

 

 

 

 

100 µl de los pozos de 

las filas D y F a  las filas 

E y G, respectivamente 

(Figura 13). 

 

 

 

 

Mezclar y transferir 
150 µl a los pozos 

consecutivos 

Mezclar y transferir 
100 µl  de las filas  
D y F a las E y G 

Figura  13. Microplaca de dilución: preparación de la curva de TMDD y diluciones de los extractos 
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Etapa de competencia 

El antígeno 0626-BSA y las dioxinas (muestra) o el 

TMDD (curva estándar) compiten por la unión al anti-

cuerpo R7598. Transferir por triplicado 50 µl de cada 

estándar de la curva (fila B) y cada dilución de los 

extractos (fila E y G) preparados en la microplaca de 

dilución a la microplaca de ELISA. En esta última uti-

lizar los pozos de las filas A, B, y C para la curva es-

tándar de TMDD y los pozos de las filas  D, E, F, G y  

H, para los extractos. 

Las concentraciones de 

cada punto de la curva y 

las diluciones de los ex-

tractos se indican en la 

Figura 14. Mezclar 8 

veces con la micropipeta 

justo antes de la transfe-

rencia. 

 

Microplaca 
ELISA 

Transferir 50 µl 

Microplaca 
diluciones 

Figura  14. Microplaca de ELISA: adición de la curva estándar y las diluciones de los extractos 
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Vaciar el anticuerpo R7598 en el recipiente RM y 

transferir 50 µl a todos los pozos de la microplaca de 

ELISA excepto a los pozos 12A, 12B y 12C (blanco 

de anticuerpo), a éstos adicionar 50 µl de PBSB al 

0.2 % (Figura 15). Cubrir con tira adhesiva e incubar 

a 25 °C durante 90 min. Lavar 5 veces con AT20 me-

diante succión y expulsión recolectando la solución 

en el matraz Kitasato No. 2 adaptado con filtro de 

carbón activado (Figura 10). Sacudir fuertemente la 

placa sobre papel absorbente en la mesa de trabajo.  

Etapa de amplificación  

El Anticuerpo ARHRP se 

une al complejo formado 

por el antígeno 0626-

BSA y el anticuerpo 

R7598. Mezclar en un 

matraz Erlenmeyer, 12 

ml de PBST y 4 µl del 

anticuerpo ARHRP, agi-

tar por rotación sobre la 

mesa. Vaciar en un re-

cipiente RM y transferir 

100 µl en cada pozo de 

la microplaca de ELISA. 

Cubrir con tira adheren-

te e incubar durante 60 

min a temperatura am-

biente (Figura 16). Lavar 

5 veces con AT20 me-

diante succión y expul-

sión con el lavador ma-

nual hasta eliminar com-

pletamente la solución, 

pasar el desecho por 

carbón activado adapta-

do sobre el matraz Kita-

sato No. 2 (Figura 10). 

Sacudir fuertemente la 

placa sobre papel ab-

sorbente en la mesa de 

trabajo. 
Figura  16. Adición Ac 

ARHRP 

Transferir  
100 µl del Ac ARHRP 

Cubrir e 
incubar a 25 °C 60 min 

 

 

Figura  15. Adición Ac 
R7598 

Transferir  
50 µl del Ac R7598 y 50 µl 

PBSB a pozos 12 ABC 

Cubrir e 
incubar a 25 °C  90 min 
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Etapa cromógena 

La enzima peroxidasa del anticuerpo ARHRP  reac-

ciona con el sustrato (H2O2) en presencia de un cro-

mógeno (tetrametil bencidina). En un matraz Erlen-

meyer disolver 240 µl de TMB y 2 µl de  H2O2 al 30 % 

en 15 ml del amortiguador de citratos. Vaciar en un 

recipiente RM, adicionar 100 µl en cada pozo de la 

microplaca de ELISA, cubrir la microplaca con papel 

aluminio e incubar 10 min a temperatura ambiente. 

Añadir 50 µl de H2SO4 

2M en cada pozo, para 

detener la reacción. Co-

locar la microplaca en el 

lector de ELISA y reali-

zar la lectura de densi-

dad óptica en longitud 

de onda dual 450-655 

nm (Figura 17). 

Figura  17. Adición del sustrato y lectura de la densidad óptica en el lector de microplaca 

Transferir 
 100 µl Ac-HRP Cubrir con aluminio 10 min 

Transferir  
50 µl H

2
SO

4
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Análisis de los datos 

Los valores de densidad óptica (DO) se grafican en el 

eje de las ordenadas (escala lineal) en contra de las 

concentraciones de los estándares de TMDD en las 

abscisas (escala logarítmica) lo que produce una cur-

va dosis-respuesta sigmoidea (Figura 18). La curva 

está construida usando los 4 parámetros logísticos 

(Ecuación I).   

 

(Ec. I)  

 

 

(Ec. II)  

 

Donde: 

x = concentración de 

dioxinas en la muestra. 

A = valor máximo de la 

densidad óptica (x=0). 

B = representa  la pen-

diente y el rango lineal 

de la curva. 

C = representa la con-

centración de TMDD, la 

cual inhibe en un 50 % 

la reacción Ag-Ac.  

D = valor mínimo de la 

densidad óptica. 
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Figura  18. Curva sigmoidea de 4 parámetros logísticos. Esta gráfica representa el promedio de 
tres curvas realizadas de manera independiente. Cada punto es el promedio y las barras la des-

viación estándar 
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Las densidades ópticas de la curva y de las muestras 

se capturan en una plantilla de Excel, se calcula la 

media y desviación estándar (Anexo 4). Los datos de 

la curva se ingresan en el paquete estadístico de 

SIGMA-PLOT versión 11 para obtener la gráfica y los 

4 parámetros logísticos: A, B, C y D, mediante el al-

goritmo de Levenberg–Marquardt a través de la téc-

nica de los mínimos cuadrados ponderados (Anexo 

5). Los parámetros se copian en la plantilla de Excel, 

la cual está construida con las fórmulas para obtener 

el valor de x por interpolación de la curva (ecuación 

II), se indica el factor de dilución en las celdas co-

rrespondientes para cada muestra y se obtiene la 

concentración de dioxinas de la muestra original. Si la 

DO de la muestra es demasiado alta se diluye hasta 

que la DO se encuentre dentro del rango cuantitativo 

del ensayo (parte lineal de la curva sigmoidea). 

 

Control de calidad 

Se emplea un estándar de referencia de suelo  (BCR 

529, EUR 18863 EN) con una concentración de 6,650 

pg/g TEQ. Además de una muestra compuesta de 

suelo analizada por HRGC/HRMS con una concen-

tración de 220 pg/g TEQ, como una segunda referen-

cia. La exactitud se estima como el porcentaje de 

error obtenido al comparar la concentración teórica 

con la experimental.   

 

Para la precisión se calcula el porcentaje del coefi-

ciente de variación obtenido del IC50 (parámetro  C 

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

va por triplicado y en 

tres días 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 día (repetibilidad), 

durante tres días (repro-

ducibilidad). Los resulta-

dos se evalúan al calcu-

lar el porcentaje del coe-

ficiente de variación. 

 

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 área de se-

guridad, durante la no-

che el área es irradiada 

con luz ultravioleta (UV).  

 

El material desechable 

es almacenado bajo luz 

UV y los líquidos del 

lavado se pasan por fil-

tros de carbón activado.  
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ANEXO 1. Factor de equivalencia tóxica para compuestos “Like Dioxinas” 
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ANEXO 2. Ejemplo de la obtención de Equivalentes Tóxicos   
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ANEXO 3. Reactividad cruzada del anticuerpo policlonal   
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ANEXO 4. Plantilla en Excel para calcular la concentración de PCDD  
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SUELOS DO DO DO MEDIA DE C.V

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

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 LÍMITE DE CUANTIFICACIÓN

SALA 1 1°m 130802 s/c (1:800) 1.0690 1.0380 1.0140 1.0403 0.0276 2.6505 Y 1.1

Ags 7 Nov03 c/c (1:200) 1.1820 1.1510 1.0690 1.1340 0.0584 5.1487 LC 10

Ags 7 Nov03 c/c (1:400) 1.1840 1.1290 1.0950 1.1360 0.0449 3.9534

Ags 7 Nov03 c/c (1:800) 1.2140 1.2010 1.1350 1.1833 0.0424 3.5797 Inhibición (%) y x

Ags 5 s/f  s/c (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 s/f  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

PARÁMETROS

RANGO DE CUANTIFICACION

LÍMITE DE DETECCIÓN

CURVA ESTÁNDAR DO DO DO MEDIA DE C.V 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 C.V CONC/DIL

ANA 5  040602 s/c (1:50) 60.9955 63.9714 71.4477 65.4715 5.3851 8.2252 65

ANA 5  040602 s/c (1:100) 33.0948 35.8028 35.1182 34.6719 1.4081 4.0613 69

ANA 5  040602 s/c (1:200) 21.6673 21.4737 17.5189 20.2199 2.3412 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) 41.9570 39.3042 37.6539 39.6383 2.1709 5.4768 793

ANA 7  040602 s/c (1:400) 25.4393 23.8292 17.5189 22.2625 4.1862 18.8039 890 864

SALA 1 1°m 130802 s/c (1:200) 66.1023 66.7185 60.7022 64.5077 3.3100 5.1312 1290

SALA 1 1°m 130802 s/c (1:400) 40.0204 54.7182 45.4416 46.7267 7.4327 15.9068 1869

SALA 1 1°m 130802 s/c (1:800) 24.8318 31.3338 36.7237 30.9631 5.9546 19.2314 2477 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 5.1963 6.4400 123.9357 416 396

Ags 5 s/f  s/c (1:200) 30.2079 62.7716 50.3738 47.7844 16.4355 34.3952 956

Ags 5 s/f  s/c (1:400) 18.6274 12.7378 26.4620 19.2758 6.8850 35.7185 771

Ags 5 s/f  s/c (1:800) 11.0522 8.2926 9.2512 9.5320 1.4011 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 85.4149 106.4928 99.4668 12.1694 12.2346 3979 3936

MEDIA (pg/g TMDD-EQ)

ANEXO 4. Continuación 



                 García--NietoE 

Evaluaciones ecotoxicológicas                                                                              65 

  ANEXO 5. Obtención de los 4 parámetros en SIGMA-PLOT   
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ANEXO 5. Continuación 



                 García-Gallegos E 

Evaluaciones ecotoxicológicas                                                                              67 

CAPÍTULO 4 

VARIABLES DE CRECIMIENTO, BIOMASA SECA Y PIGMENTOS   

FOTOSINTÉTICOS  COMO INDICADORES DE FITOTOXICIDAD 

  

INTRODUCCIÓN 

Las plantas son los seres vivos más importantes de 

los ecosistemas, su capacidad para realizar la foto-

síntesis les confiere ser autótrofos, es decir, fabrican 

su propio alimento, además de producir oxígeno del 

que dependen otros integrantes del ecosistema (Fi-

gura 1). Sin embargo, los efectos negativos de la de-

forestación, incendios, inundaciones, la contamina-

ción y en general las prácticas destructivas realizadas 

por el hombre constituyen una amenaza para el cum-

plimiento de sus funciones, entre las que destacan el 

controlar la erosión y ser hábitat para la fauna (refu-

gio natural y de descanso para aves, murciélagos, 

ardillas, entre otras especies) (Evans y Furlong, 

2003). 

 

Figura 1. Componentes de la fotosíntesis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

García-Gallegos E. 2013. 

Variables de crecimiento, 

biomasa seca y pigmen-

tos  fotosintéticos  como 

indicadores de fitotoxici-

dad. En: Evaluaciones 

ecotoxicológicas (García-

Nieto et al.) Universidad 

Autónoma de Tlaxcala, 

México. p. 67-81. 
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Las plantas también representan una ruta de exposi-

ción de contaminantes hacia animales y humanos, 

debido a que una vez que éstas los absorben pueden 

ser transferidos a la cadena trófica; por otro lado, 

pueden ser utilizadas como sujetos experimentales 

en bioensayos, por ser fácilmente manipulables 

(Evans y Furlong, 2003). 

 

Para establecer los bioensayos con plantas, la Orga-

nización de Cooperación Económica y Desarrollo 

(OECD, por sus siglas en inglés) en 2006 señala que 

para seleccionar las especies vegetales a utilizar pa-

ra evaluar la toxicidad de contaminantes ambientales 

se debe tomar en cuenta su diversidad taxonómica 

(dicotiledóneas o monocotiledóneas), la distribución y 

abundancia, ciclo de vida, importancia económica 

(ornamental y cultivo) o ecológica (nativas). Entre las 

especies con mayor sensibilidad para detectar el da-

ño tóxico inducido por contaminantes se encuentra: la 

lechuga (Lactuca sativa), girasol (Helianthus annus), 

zanahoria (Daucus carota), rábano (Raphanus sati-

vus), pepino (Cucumis sativus), betabel (Beta vulga-

ris), soya (Glycine max), frijol (Phaseolus vulgaris), 

chícharo (Pisum sativum), cebolla (Allium cepa), ave-

na (Avena sativa), cebada (Hordeum vulgare), arroz 

(Oryza sativa), trigo (Triticum aestivum), sorgo 

(Sorghum bicolor) y maíz (Zea mays), sin embargo, 

esta lista se puede ampliar,  siempre y cuando se 

garantice una germinación de la semilla por encima 

del 85 %. Los bioensayos con plantas permiten cono-

cer los efectos tóxicos que provoca un contaminante, 

valoran y determinan los 

factores de riesgo aso-

ciados a su exposición, 

así como el grado de 

tolerancia o sensibilidad 

de la planta, logran 

aportar una mayor cer-

teza para vislumbrar el 

impacto ambiental, aun-

que no contundente, 

pero que se les puede 

considerar como bioin-

dicadores ambientales 

(Visioli et al., 2013). 

 

Las actividades antrópi-

cas han propiciado la 

degradación del suelo 

principalmente por la 

contaminación de meta-

les pesados y compues-

tos orgánicos, tales co-

mo, hidrocarburos deri-

vados del petróleo, pla-

guicidas y dioxinas, so-

los por citar algunos. 

Las pruebas ecotoxico-

lógicas han sido inten-

samente discutidas co-

mo herramientas com-

plementarias a los análi-
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sis químicos que caracterizan el riesgo en sitios con-

taminados. Una de las pruebas ecotoxicológicas es la 

fitotoxicidad, la cual se define como la inhibición del 

crecimiento de la planta o cualquier efecto adverso 

causado por sustancias tóxicas o mezcla de ellas 

(Baumgarten y Spiegel, 2004).  

 

Es una exposición aguda de 10 a 15 días en la que 

se exponen directamente las semillas al sue-

lo/sedimento/abono orgánico (tratamiento único) o a 

sus diluciones (tratamientos múltiples), para evaluar 

la inhibición de la germinación y variables de creci-

miento temprano de las plántulas (Cuevas, 2008). El 

número de variables se ha incrementado, lo que ha 

permitido obtener más información acerca del daño 

que provocan los contaminantes a la plántula, entre 

las variables que se han reportado están: 1) en legu-

minosas la cuantificación del número de nódulos ra-

dicales (García et al., 2012) y la presencia/ausencia 

de leghemoglobina (Weaver y Frederick, 1982), 2) la 

mortalidad (toxicidad aguda) de las plántulas, 3) lon-

gitud de la radícula y del hipocótilo/epicótilo, 4) la 

producción de biomasa, 5) la concentración de pig-

mentos fotosintéticos, 6) la tasa fotosintética (Fer-

nández et al., 2006), 7) la presencia/ausencia de ne-

crosis en la radícula o raíz (Escoto et al., 2007), 8) el 

nivel de lignificación de la raíz y 9) viabilidad y muerte 

celular de la raíz (Li et al., 2012).  

 

La mayor parte de los reportes sobre bioensayos fi-

totóxicos evalúan los efectos sobre el índice de ger-

minación, longitud de la 

radícula e hipocó-

tilo/epicótilo, debido a 

que en estas etapas 

ocurren numerosos pro-

cesos fisiológicos, en los 

que la presencia de con-

taminantes puede inter-

ferir y/o alterar el creci-

miento y desarrollo nor-

mal de las plántulas 

(Uribe, 2008); por otra 

parte, variables como la 

producción de biomasa 

seca indica la eficiencia 

del uso de la radiación 

solar que se transforma 

en energía química; pe-

ro el tipo de suelo, la 

concentración de nutri-

mentos, el grado de 

contaminación y tipo de 

contaminante, el clima, 

la temperatura y el es-

trés hídrico, son factores 

que intervienen en su 

producción, si existe una 

mayor producción se 

obtendrá 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 (García et al., 2009). 

Los pigmentos fotosintéticos como la clorofila a, b y 

carotenos proporcionan información de los efectos 

toxicológicos de contaminantes ambientales; como 

suelos contaminados por metales pesados donde las 

plantas sufren estrés, el cual se caracteriza por la 

reducción de enzimas que intervienen en la biosínte-

sis de clorofila, lo que induce la inhibición de la foto-

síntesis y que se traduce a una disminución en la 

concentración de pigmentos fotosintéticos, debido 

principalmente a que el ion central Mg+2 de la molé-

cula de clorofila es sustituido por Cu+2, Zn+2, Cd+2 o 

Hg+2, lo cual impide la captura de luz (Küpper et al., 

2006, tomado de Liu et al., 2010) (Figura 2). La de-

terminación de clorofila a, b y carotenos se basa en la 

absorción de los pigmentos en zonas específicas del 

espectro 400 a 700 nm, que corresponden a los picos 

máximos de absorción (Figura 3). 

 

 

Figura 2. Sustitución 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), así 

como abonos orgánicos, 

extractos de suelo, se-

dimento, abonos orgáni-

cos, lixiviados y sustan-

cias puras, además 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 

concentración del con-

taminante al que se ex-

ponen, de factores am-

bientales como pH, 

temperatura y materia 

orgánica, así como de la 

especie vegetal (López 

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. 

 

 

Figura 3. Eficiencia de absorción de la clorofila a y b 

 

OBJETIVO 

Proporcionar al estu-

diante los fundamentos 

prácticos de la prueba 

de fitotoxicidad en sue-

lo/sedimento para de-

terminar las variables de 

crecimiento, producción 

de biomasa seca y con-

centración de pigmentos 

fotosintéticos como indi-

cadores de toxicidad.

EQUIPO 

Balanza analítica Espectrofotómetro UV Visible 

Balanza granataria Horno de secado 

Centrifuga  Refrigerador 

 

MATERIAL 

Bisturí o tijera Papel absorbente 

Bolsas de papel Picetas de 500 ml 

Contenedores de plástico de 4 L Pinzas  

Charola de plástico Pipeta de 10 ml 

Espátula Pipeta Pasteur 

Frascos de vidrio de 250 ml Regla o vernier 

Guantes de látex Semillas de haba (Vicia faba) 

Hielo Semillas de rábano (Rhapanus sativus) 

Invernadero Semillas de maíz (Zea mays) 

Lámpara de luz tenue Suelo o sedimento 

Macetas de plástico de 250 g Tubos de centrifuga de 15 ml 

Mortero y pistilo Vasos de precipitado de 500 ml 



García--GallegosE 

72                                                                              Evaluaciones ecotoxicológicas  

Tabla 1. Plantas que han sido empleadas para pruebas de fitotoxicidad 

Planta Matriz/Contaminante Variable Referencia 

Leucaena sp. 
Mimosa sp. 
Mimosa pigra 
 

Petróleo crudo e intem-
perizado 
 
 

Altura de planta, biomasa seca, 
número de nódulos, presen-
cia/ausencia de leghemoglobi-
na 

Rivera et 
al. (2005) 

 

Zea mays 
Lolium perenne 
 

Composta y sedimento 
 
 

Altura de planta, biomasa seca, 
actividad de las enzimas PEPC 
y GS 

Bedell et 
al. (2006) 

 

Lactuca sativa 
Sichorium endivia var. lisa 
Sichorium intybus var. fina 

Efluentes de la industria 
citrícola y de la caña de 
azúcar 

Longitud de radícula e hipocó-
tilo 
 

Navarro et 
al. (2006) 

 

Vicia faba 
 

Agua contaminada con 
metilmercurio 

Índice de germinación Álvarez et 
al. (2006) 

Lactuca sativa 
Lycopersicum esculentum 

Efluente de industria 
textil 

Longitud de radícula e hipocó-
tilo 

Segundo 
et al. 

(2009) 

Lactuca sativa 
 
 

Jales mineros 
 
 

Longitud de radícula e hipo-
cótilo, presencia/ausencia de 
necrosis en la radícula 

Escoto et 
al. (2009) 

 

Lactuca sativa 
Raphanus sativus 
Triticum aestivum 

Residuos de la produc-
ción bionergética 

Longitud de radícula e hipocó-
tilo 

Gell et al. 
(2011) 

Arabidopsis thaliana 
 

Sales de Cd, Zn y Cu Fluorescencia de clorofila a 
 

Martínez 
et al. 

(2011) 

Salvinia natans 
 

Sales de Co, Zn, Mn, 
Cr, Fe, Ni, Cu, Pb y Cd 

Concentración de pigmentos 
fotosintéticos, enzima rubisco 

Dhir et al. 
(2011) 

Vicia faba 
 
 
 

Suelos contaminados 
con Cd 
 
 

Longitud de raíz, número de 
nódulos, biomasa seca, con-
centración de pigmentos foto-
sintéticos 

García et 
al. (2012) 

 
 

Lycopersicun esculentum 
Hordeum vulgare 

Suelos contaminados 
con Pb 

Biomasa seca 
 

Cheyns et 
al. (2012) 

Hordeum vulgare 
 
 

Jales mineros, suelos 
de serpentina (ricos en 
Ni, Cr y Co) y contami-
nados con Cu 

Longitud de la radícula 
 
 
 

Zhang et 
al. (2013) 

 
 

Betula populifolia 
Quercus prinus, Q.rubra 
Pinus strobus 
Hacer rubrum 
Glycine max 

Suelos contaminados 
con Zn 
 

 

Longitud de la radícula Beyer et 
al. (2013) 

Cucumis sativus 
Echinochloa cruz-galli 

Herbicidas preemergen-
tes 

Germinación, mortalidad, bio-
masa seca y concentración de 
pigmentos fotosintéticos 

Mohamed 
et al. 

(2013) 

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

Nombre Marca No catálogo 

Acetona (C3H6O) SIGMA A4206 

Agua destilada JT BAKER 4220-20 

Solución de hipoclorito de sodio [6%] (NaClO) CLORALEX  

 

PREPARACIÓN 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 oC en frasco de vidrio color ámbar durante un pe-

riodo máximo 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. 

 

METODOLOGÍA 

Evaluación del porcentaje de germinación de se-

millas. 

Para determinar si los lotes de semillas de haba, maíz 

y rábano (Figura 4) son de buena calidad se realiza 

una prueba de germinación por especie.  

 

 

Figura 4. Semillas de haba, maíz y rábano 

Sumergir 100 semillas 

en una solución 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 plástico 

entre dos capas de pa-

pel absorbente húmedo 

y se introduce en una 

cámara de incubación a 

20 ± 5 oC. Se realizan 

observaciones diarias y 

una vez que emerge la 

plántula se concluye la 

prueba (Figura 5). 
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Figura 5. Germinación de semillas 

 

Establecimiento de la prueba en invernadero 

La prueba de fitotoxicidad evalúa la toxicidad del suelo 

y/o sedimento contaminado con respecto al testigo. Se 

pesan 250 g de cada suelo o sedimento, se coloca en 

macetas de plástico, previamente etiquetadas. En el 

testigo se utilizará suelo sin contaminar (previamente

se determina tipo de 

contaminante y concen-

tración, así como pro-

piedades fisicoquími-

cas). Los suelos y/o  

sedimentos se hume-

decen y se siembran 3 

semillas (haba, maíz 

y/o rábano respectiva-

mente). El experimento 

se establece en condi-

ciones de invernadero, 

se riega a diario para 

mantener la humedad 

constante (Figura 6).  

 

 

Figura 6. Establecimiento de la prueba bajo condiciones de invernadero 
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La duración de la prueba es de 10 a 15 días, finaliza 

cuando aparecen en rábano y haba los cotiledones y 

el coleóptilo en maíz (Figura 7). Las plántulas se ob-

servan diariamente, registrando cualquier cambio en 

ellas, como amarillamiento o necrosis, al final se de-

termina el número de plántulas con/sin efectos como 

complemento del daño tóxico. Al finalizar la prueba se 

obtiene la producción de biomasa, longitud de la radí-

cula e hipocótilo/coleóptilo y concentración de clorofila 

a, b y carotenos. 

 

Longitud de la radícula e hipocótilo (rábano y ha-

ba), de raíces adventicias y coleóptilo (maíz).  

Extraer las plántulas de las macetas y separar la radí-

cula del hipocótilo de rábano y haba y en maíz, sepa-

rar las raíces adventicias del coleóptilo. Lavar con 

agua de grifo la radícula y raíces adventicias para eli-

minar el suelo adherido, colocar de manera horizontal 

sobre una superficie plana y llevar a cabo la medición 

con la ayuda de una regla en mm (Figura 8). Poste-

riormente medir la longitud del hipocótilo/coleóptilo de 

las plántulas.  

 

Cuantificación de biomasa seca. 

Las partes de las plántulas de rábano y haba (radícula 

e hipocótilo) y de maíz (coleóptilo y raíces 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 analítica se pesa cada parte 

de la plántula. La biomasa seca es igual a la suma de 

los pesos individuales expresada en mg. 

 

 

 
Figura 7. Cotiledones (rá-
bano y haba) y coleóptilo 

(maíz) 
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Figura 8. Longitud de radícula e hipocótilo en rábano y haba, raíces adventicias y coleóptilo en maíz 

 

Concentración de pigmentos fotosintéticos 

En un cuarto con luz tenue se coloca una bandeja de 

plástico de 4 L con hielo, se acomoda un mortero con 

5 ml de acetona al 80 %, en él se maceran 250 mg de 

tejido vegetal (cotiledones o coleóptilos, según la es-

pecie), el homogenado se transfiere a un tubo de cen-

trifuga de 15 ml (previamente frío), 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-

ne los pigmentos se 

vacía en una celda pa-

ra su lectura en un es-

pectrofotómetro 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).  

 

 

Figura 9. Extracción de pigmentos fotosintéticos en plántulas 
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Para determinar la concentración de carotenos, cloro-

fila a y b, cuando la extracción se realiza con acetona 

al 80 %, se emplean las ecuaciones propuestas por 

Wellburn (1994): 

 

(Ec. I)      =       (    )       (    ) 

(Ec. II)     =       (    )       (    ) 

(Ec. III)           =
1    (𝐴   )−     (   )−1   (   )

1  
 

 

Donde: 

Cla = Concentración de clorofila a expresada en µg/ml 

Clb = Concentración de clorofila b expresada en µg/ml 

12.21, 2.81, 20.13, 5.03, 1000, 3.27, 104 y 198 = Coe-

ficientes de extinción específico (εs) expresados 

en términos de concentración (µg/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 concentración de pigmentos fotosinté-

ticos en mg/g de cotiledones o coleóptilo se deberá 

realizar la conversión con las siguientes ecuaciones: 

 

(Ec. IV)      =  
    (

  

  
)                      1 

                   
 

 

(Ec. V)       =
    (

  

  
)                     1

                   
 

 

(Ec. VI)            =
         (

  

  
)                      1

                   
 

Índices de fitotoxici-

dad 

El índice de fitotoxici-

dad representa la res-

puesta de la plántula o 

de la planta a la expo-

sición a los contami-

nantes presentes en el 

suelo/sedimento. 

 

Se expresa como el 

índice relativo de fitoto-

xicidad (IRF) y el índice 

absoluto de fitotoxici-

dad (IAF) (Rivera y Tru-

jillo, 2004). 

 

Índice relativo de fitoto-

xicidad (IRF) 

Se calcula para cada 

especie vegetal (haba, 

rábano y maíz) y para 

cada variable.  

 

Los IRF de cada una 

de las variables eva-

luadas en el testigo se 

tomarán como referen-

cia para medir los efec-

tos de los contaminan-

tes (Tabla 2). 
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Variables:  

1.  Longitud de la radícula (rábano y haba). 

2. Longitud del hipocótilo (rábano y haba). 

3. Longitud de raíces adventicias (maíz). 

4. Longitud del coleóptilo (maíz). 

5. La producción de biomasa seca. 

6. La concentración de clorofila a. 

7. La concentración de clorofila b. 

8. La concentración de carotenos. 

 

Para determinar el IRF se emplea la siguiente ecua-

ción: 

 

(Ec. VII)      =
𝐴

 
  

 

Donde: 

IRF = Índice relativo de fitotoxicidad 

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

tigo 

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

taminado 

 

Índice absoluto de fitotoxicidad (IAF) 

Se determina para cada una de las plántulas (rábano, 

haba y maíz) mediante la suma de los IRF correspon-

dientes (Tabla 2).  

 

(Ec. VIII)     =  ∑     

 

Si los IRF e IAF son mayores representan un mayor 

efecto fitotóxico. 

Si los IRF e IAF son 

menores el efecto fi-

totóxico es menor. 

 

Si los IRF e IAF es 

igual a 0 índica que el 

suelo/sedimento no es 

tóxico. 

 

Análisis estadístico 

de los datos 

Los datos de cada una 

de las variables se ana-

lizan con un análisis 

estadístico 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 análisis 

descriptivo, de varianza 

y una prueba de com-

paración de medias 

Dunnet, la cual compa-

ra cada uno de los sue-

los/sedimentos proble-

ma con el testigo. 



                 García-Gallegos E 

Evaluaciones ecotoxicológicas                                                                              79 

Tabla 2.Índices de fitotoxicidad en rábano, haba y maíz 

Variable 
Rábano 

IRF 
Haba 
IRF 

Maíz 
IRF 

Longitud de la radícula    
Longitud del hipocótilo    
Longitud de raíces adventicias    
Longitud del coleóptilo    
La producción de biomasa seca    
La concentración de clorofila a (mg/g)    
La concentración de clorofila b (mg/g)    
La concentración de carotenos (mg/g)    

Índice Absoluto de Fitotoxicidad (IAF) ∑ ∑ ∑ 
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CAPITULO 5 

VICIA FABA COMO BIOINDICADOR EN ECOGENOTOXICOLOGÍA 

 

INTRODUCCIÓN 

El DNA (Figura 1), es una molécula polimérica de alto 

peso molecular, es dinámica, cambia lenta pero con-

tinuamente generando una gran variedad de formas y 

características en los seres vivos, es portadora de la 

información genética desafortunadamente todos sus 

componentes básicos (bases nitrogenadas, azúcares 

y grupos fosfodiésteres) son posibles blancos de alte-

raciones químicas inducidas por agentes genotóxi-

cos. 

 

 

Figura 1. Molécula de DNA 
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La electroforesis de células individuales o ensayo 

cometa, cuantifica el daño en el DNA por acción de 

cualquier agente físico, químico o biológico, puede 

ser aplicado a cualquier célula y permite el análisis 

del daño genético al nivel de células individuales. Se 

utiliza como rutina en diferentes partes del mundo 

para el monitoreo ambiental y análisis de sensibilidad 

a compuestos genotóxicos. 

 

El principio básico 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 daño es represen-

tado por un aumento de fragmentos de DNA que mi-

gran fuera del núcleo bajo la apariencia de un come-

ta, con una cabeza (región nuclear con DNA no frag-

mentado) y una cola (formada por fragmentos de 

DNA nuclear que migran en dirección del ánodo). El 

tamaño, la forma y distribución del DNA en el cometa 

están relacionados con el número 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 años aún 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-

tán ancladas a la matriz 

nuclear por un extremo, 

mientras que el otro mi-

gra fuera del núcleo por 

acción de un campo 

eléctrico, es decir, es 

como si cada hebra per-

teneciente a un cromo-

soma estuviese fuerte-

mente unida a proteínas 

cada cierto intervalo, 

incluso después de la 

electroforesis. 

 

Shaposhnikov et al. 

(2008) utilizaron la hibri-
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dación in situ fluorescente mediante sondas genómi-

cas con el fin de estudiar si la formación de la cola 

del cometa se explica simplemente por la relajación 

de lazos de DNA superenrollados. Ellos concluyeron 

que después de la electroforesis en condiciones neu-

tras, donde el DNA de la cabeza así como el de la 

cauda no está 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 interpretación fragmentada de 

la cola, o bien, que el DNA lineal se ha conglomerado 

presentándose en forma de gránulos.  

 

Las ventajas que ofrece el ensayo cometa son: a) 

alta sensibilidad para detectar niveles bajos de daño 

al DNA; b) los datos son recolectados a nivel de célu-

las individuales en un periodo relativamente corto, 

dando información de la distribución intercelular del 

daño y de la reparación del DNA; c) se requiere sólo 

un número pequeño de células; d) virtualmente cual-

quier población de células eucariontes puede ser uti-

lizada y e) es aplicable a diferentes estudios de bio-

monitoreo (Collins et al., 2008). La metodología del 

ensayo cometa se ha modificado, en etapas como la 

lisis y en los tiempo de electroforesis, con el propósito 

de adecuarlo para la evaluación de diversos tipos de 

daño en diferentes células (Collins, 2004; Speit y 

Hartmann, 2005).  

Entre las limitantes del 

ensayo cometa se en-

cuentra que los efectos 

mutagénicos por daño al 

DNA son difíciles 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 pequeña cantidad de 

células en la muestra 

(que arroja un panorama 

parcial), la variabilidad 

técnica y la interpreta-

ción de los resultados. 

Sin embargo, las venta-

jas superan a las des-

ventajas, por lo que el 

ensayo cometa sigue 

utilizándose en una gran 

variedad de campos que 

van desde la epidemio-

logía molecular hasta la 

toxicología genética 

(Dhawan et al., 2009). 
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La aplicación de la electroforesis en gel de células 

individuales o ensayo cometa ha revolucionado el 

campo de la ecotoxicología genética o eco-

genotoxicología. Es un método que brinda la oportu-

nidad de estudiar el daño al DNA, la reparación y 

muerte celular (apoptosis) en diferentes tipos celula-

res sin necesidad de un conocimiento previo del ca-

riotipo y de la tasa de renovación celular (Jha, 2008), 

se utiliza además para detectar el daño in vitro o in 

vivo causado por una gran variedad de agentes ge-

notóxicos (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 migración del DNA debido a rupturas de 

cadena simple y doble (Figura 2) y sitios álcali lábiles 

(Collins et al., 2008), lo cual resultó de gran utilidad 

ya que la mayoría de los agentes genotóxicos origi-

nan en mayor proporción éste tipo de daño. 

 

Mediante la aplicación del ensayo cometa se puede 

detectar además daño 

oxidativo en bases púri-

cas o pirimídicas, entre-

cruzamientos DNA-DNA, 

DNA-proteína y DNA-

xenobiótico, así como 

reparación del DNA en 

prácticamente cualquier 

célula eucarionte.  

 

Durante más de 60 años 

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 más tar-

del efecto de mutágenos 

ambientales.  

 

 

Figura 2. Tipos de daño 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 

detección de posible daño genético, ya sea por agua 

o efluentes contaminados, actividad industrial, escu-

rrimientos agrícolas o contaminación atmosférica 

(Gichner et al., 2007; Kumaravel et al., 2009). 

 

Los bioensayos con plantas se han integrado como 

un componente de genotoxicidad en la evaluación de 

riesgo y pueden ser usados para monitorear la pre-

sencia de mutágenos químicos y físicos de hábitats 

contaminados (Maluszynska y Juchimiuk, 2005; 

Patlolla et al., 2012; Ventura et al., 2013). Además los 

sistemas con plantas pueden proporcionar informa-

ción sobre una amplia gama de daño genético, inclu-

yendo mutaciones génicas y aberraciones cromosó-

micas (Patlolla et al., 2012; Juárez-Santacruz et al., 

2013).  

 

Durante la última década, el ensayo cometa se ha 

utilizado en investigaciones ecotoxicológicas con 

plantas (hojas, brotes y raíces) para detectar el daño 

que 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, así co-

mo la cinética de reparación en núcleos aislados de 

las hojas (Gichner et al., 2000), mediante la aplica-

ción de éste ensayo se evaluó el efecto de suelos 

contaminados con metales pesados, donde además 

del daño al DNA se 

identificaron alteracio-

nes en el crecimiento y 

morfología de la planta 

(hojas distorsionadas), 

que puede ser asociado 

con fragmentación del 

DNA por daño necrótico 

o apoptótico (Gichner et 

al., 2006). 

 

Un inconveniente de los 

modelos en plantas, ha 

sido el hecho de que la 

exposición necesita dar-

se en el suelo y es difícil 

mencionar si los resul-

tados demuestran siner-

gia con otros compues-

tos presentes en él, o si 

la disponibilidad de los 

tóxicos se debe a su 

afinidad a las partículas, 

una forma de descartar 

dicha sinergia es reali-

zar la extracción de los 

posibles contaminantes 

del suelo y evaluar su 

genotoxicidad (Dhawan 

et al., 2009; Juárez-

Santacruz, 2012). 
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El ensayo cometa mide la aparición de rupturas del 

DNA, la preparación de muestras para realizar el 

análisis es un paso crucial, debido a que debe reali-

zarse rápidamente y con precisión, para evitar perder 

el perfil del DNA dañado.  

 

En las plantas, el aislamiento de los núcleos para 

incorporarlos en la agarosa es difícil, debido a que los 

tejidos contienen membranas celulares gruesas como 

la pared celular. Para liberar a los núcleos se requie-

re de una extracción mecánica (Figura 3) mediante 

cortes del tejido vegetal con una navaja bien afilada y 

en frío (4 °C), esto además de liberar rápidamente a 

los núcleos no requiere dar procesamientos adiciona-

les, como en las células animales, que requieren ser 

tratadas con soluciones hipertónica y detergentes no 

iónicos para disolver la membrana y eliminar restos

celulares (Koppen y 

Verschaeve, 1996; Juá-

rez-Santacruz, 2012; 

Ventura et al., 2013).  

 

Entre los sistemas vege-

tales para evaluar el da-

ño citogenético está el 

de las células meriste-

máticas de la raíz de V. 

faba debido a su fácil 

manejo, y a que tiene 

pocos cromosomas, a-

demás ha demostrado 

ser versátil y eficiente 

(Gómez-Arroyo y Villa-

lobos-Pietrini, 1995).  

 

 

Figura 3. Extracción mecánica de núcleos de células meristemáticas de V. faba 
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Por otra parte, el ensayo cometa en estas células se 

ha utilizado para evaluar el daño al DNA generado 

por contaminantes ambientales como plomo (Pourrut 

et al., 2011) y por suelos contaminados por compues-

pestos orgánicos persistentes, entre otros (Juárez-

Santacruz, 2012).  

 

Se ha reportado que el procedimiento de electrofore-

sis alcalina es más sensible a dosis bajas, mientras 

que el procedimiento en la electroforesis neutral ha 

mostrado curvas óptimas de dosis-respuesta dentro 

de un amplio intervalo de concentraciones (Lin et al., 

2007), además el ensayo cometa es útil para detectar 

un fenómeno semejante a la adaptación clastogénica 

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

 

Las aplicaciones del ensayo cometa en plantas son 

todavía limitadas, comparadas con el uso en siste-

mas animales, sin embargo, la técnica se perfila co-

mo una herramienta útil para determinar el potencial 

de las plantas superiores como sensores estables en 

los ecosistemas y como fuente de información sobre 

los efectos genotóxicos 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 

parámetros ecotoxicológicos que incluyan organis-

mos de diferentes niveles tróficos, daño desde el ni-

vel molecular cromosómico, etc., hasta de comunida-

des y ecosistema. Es importante también integrar 

aspectos químicos y fisiológicos que permitan prede-

cir la biodisponibilidad y 

toxicidad de los conta-

minantes presentes en 

las matrices ambienta-

les, debido a que la in-

formación obtenida a 

través de estudios inte-

grados con aplicaciones 

de múltiples biomarca-

dores en diferentes or-

ganismos silvestres y/o 

cultivados en laboratorio 

podría proporcionar una 

dimensión holística del 

impacto toxicológico de 

mutágenos ambientales, 

con el fin coadyuvar a la 

protección de la salud 

humana y la supervi-

vencia de las diferentes 

especies (Jha, 2008). 

 

OBJETIVO 

Explicar la metodología 

del ensayo cometa en 

células vegetales, para 

la evaluación de la ge-

notoxicidad de contami-

nantes presentes en 

matrices ambientales 

(suelo y/o sedimento). 
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EQUIPO 

Agitador tipo Vórtex 

Balanza analítica y granataria 

Cámara de electroforesis horizontal con fuente de poder 

Campana de extracción de humos 

Contador de células 

Estufa de cultivo 

Horno de microondas 

Microscopio de epifluorescencia con lámpara de mercurio y fuente de poder 

Placa de agitación con calentamiento 

Potenciómetro 

Refrigerador 

 

MATERIAL 

Agitadores magnéticos Lámpara de luz amarilla 

Algodón Matraz volumétrico de 10, 100 y 1000 ml 

Bandeja de plástico Matraz Erlenmeyer de 50 ml 

Bisturí Micropipeta de 5, 20 y 100 µl 

Bulbos de plástico para pipeta Navajas para afeitar 

Coplin de plástico opaco Papel filtro 

Coplin de vidrio  Papel absorbente 

Cajas porta laminillas Pipetas Pasteur 

Cristalizadores 80 x 40 mm Pinzas 

Cristalizadores 190 x 100 mm Portaobjetos esmerilado de 26 x 76 mm 

Charola de plástico Placas de metal de 15 x 15 cm 

Charola de vidrio (tipo refractario) Probeta de 100 ml 

Cubreobjetos 24 x 50 mm Puntas para micropipeta 

Gradillas para tubos de 2 ml Rejillas de metal de 30 x 20 cm 

Espátula Tubos Eppendorf de 2 ml 

Hielo Vasos de precipitado de (100 y 250 ml) 

Frascos de vidrio de 100, 250 y 500 ml Vidrios de reloj de 80 mm de diámetro 
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REACTIVOS 

Nombre Marca 
No. de 

catalogo 

Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) SIGMA E-5134 

Agarosa de bajo punto de fusión (ABPF) SIGMA A-9414 

Agarosa regular (AR) SIGMA A-9918 

Bromuro de etidio (BE) SIGMA  E-8751 

Cloruro de potasio (KCl) JT BAKER 3040-01 

Cloruro de sodio (NaCl) JT BAKER 3624-01 

Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) JT BAKER 3246-01 

Fosfato de sodio dibásico (Na2HPO4) JT BAKER 3828-01 

Hidróxido de sodio (NaOH) JT BAKER 3722-01 

Metanol (CH3OH) JT BAKER 9070-07 

Tris-HCl  
RESEARCH ORGA-
NICS 

9682T 

 

PREPARACIÓN 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 añaden 

10 ml de agua desionizada, se calienta en un horno 

de microondas 10 s, 2 ó 3 veces hasta completar la 

disolución, preparar el día de su uso, no almacenar. 

 

Agarosa de bajo punto de fusión al 0.5 % 

En un matraz Erlenmeyer colocar 0.05 g de ABPF, 

agregar 10 ml de agua desionizada y calentar 2 ó 3 

veces por 10 s en un horno de microondas, hasta que 

se disuelva. Preparar el día 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 ám-

bar y cubrir con papel 

aluminio. Utilizar guan-

tes de nitrilo, porque el 

BE es cancerígeno. 

 

Amortiguador de neu-

tralización pH 7.5 

Para preparar 500 ml se 

pesan 3.15 g de Tris-

HCl (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 ám-

bar a temperatura am-

biente hasta por un mes. 
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Amortiguador fosfato salino (PBS) 

Para preparar 100 ml de amortiguador se requieren 

los siguientes reactivos: 

 

Reactivo Concentración (mM) Cantidad (g) 

NaCl 137 mM 0.800 g 

Na2HPO4 10 mM 0.144 g 

KCl 2.7 mM 0.020 g 

KH2PO4 2 mM 0.024 g 

 

Disolver todos los reactivos en 80 ml de agua desio-

nizada, cuando se complete la disolución se ajusta el 

pH a 7.4 con HCl, posteriormente se afora a 100 ml. 

Guardar en frasco de vidrio color ámbar a temperatu-

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

 

Amortiguador de electroforesis 

Solución 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 ámbar a temperatura ambiente. 

 

Solución 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 disolución, puede agregar 3 ó 4 hojuelas de 

NaOH, ajustar el pH a 10 con HCl, aforar a 100 ml, 

guardar en frasco color ámbar a temperatura ambien-

te. La solución 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-

tración final de NaOH de 

300 mM y 1 mM de 

EDTA, se mezclan 30 ml 

de la solución madre de 

NAOH y 5 ml de la solu-

ción madre de EDTA, se 

afora a 1000 ml, y se 

ajusta el pH a 13 con 

NaOH o HCl. No alma-

cenar. 

 

METODOLOGÍA  

Preparación y germi-

nación de semillas 

Aproximadamente 50 

semillas de haba (V. 

faba) se lavan con agua 

corriente frotándolas 

vigorosamente, poste-

riormente se colocan en 

un cristalizador con 

agua destilada durante 

24 h para su imbibición, 

transcurrido el tiempo se 

colocan entre dos capas 

de algodón húmedo pa-

ra su germinación, se 

mantienen a temperatu-

ra constante (20 oC) y 
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en la oscuridad aproximadamente 3 días (Figura 4). 

Al aparecer la radícula, se elimina la testa y al medir 

la raíz principal de 2 a 3 cm, se elimina la cofia (Figu-

ra 5). 

 

 

Figura 4. Proceso de germinación de semillas de V. faba 

 

 

Figura 5. Componentes de una semilla de V. faba germinada 

 

Exposición de raíces de V. faba  

La exposición de las raíces se realiza en cristalizado-

res de vidrio, en ellos se colocan 50 g de suelo y/o 

sedimento humedecidos con 50 ml de agua destilada, 

10 raíces de V. faba se exponen, cuidando que los 

meristemos queden en contacto con la muestra (Fi-

gura 6), el tiempo de 

exposición es de 4 h, 

según lo recomendado 

para los protocolos de 

los ensayos citogenéti-

cos (Koppen y Verscha-

eve, 1996; Gómez-

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 

que el suelo problema. 

 

 

Figura 6. Exposición de raí-
ces de V. faba 

 

Preparación de lamini-

llas  

En portaobjetos previa-

mente lavados con me-

tanol y secados con ga-

sa se colocan 165 μl de 

AR y se extiende en to-
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da la superficie con el dedo índice 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). 

 

 

Figura 7. Preparación de laminillas con AR. 
a) 75 µl de AR, b) Extendido, c) secado de laminillas 

 

Aislamiento de núcleos 

Transcurrido el tiempo de exposición las raíces de V. 

faba se enjuagan con agua desionizada y se procede 

al aislamiento de los núcleos. En una bandeja con 

hielo se coloca un vidrio de reloj al cual se le agregan 

400 μl de amortiguador fosfato salino frío (4 °C), en 

él, los meristemos de cada una de las raíces de V. 

faba se rebanan suavemente con una navaja de afei-

tar (Navarrete et al., 1997; Menke et al., 2000), esta 

suspensión nuclear se transfiere a un tubo Eppendorf 

(Figura 8). 

 

Preparación de núcleos sobre las laminillas 

En un tubo Eppendorf se colocan 100 μl de la sus-

pensión nuclear y se mezclan con una cantidad igual 

de ABPF, 75 μl de 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 μl de ABPF para cu-

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 nú-
cleos de células meristemá-

ticas de V. faba 
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Figura 9. Preparación de núcleos sobre agarosa. A) Suspensión nuclear más AR; B) Agitación 5 seg; 
C) Suspensión nuclear en portaobjetos; D) Cubrir con portaobjetos E) Solidificación en frio (4 °C) 

 

Desenrrollamiento y electroforesis 

En un cuarto oscuro se acomoda la cámara de elec-

troforesis sobre una charola de vidrio con hielo alre-

dedor para mantener el sistema a 4 °C. Transcurrido 

el tiempo de solidificación de la segunda capa de 

agarosa se retira el cubreobjetos y las laminillas se 

colocan de forma horizontal en la cámara de electro-

foresis, se agrega amortiguador de electroforesis (pH 

alcalino) recién elaborado y previamente enfriado a 4 

°C hasta que las laminillas queden cubiertas, se de-

 

jan de esta forma duran-

te 10 min con el fin de 

permitir el desenrrolla-

miento del DNA. Poste-

riormente se aplica una 

corriente eléctrica de 12 

V y 230 mA durante 10 

min para permitir la mi-

gración de los fragmen-

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 cámara 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 neutralización, seguido de dos en-

juagues con agua desionizada (Figura 11) 

 

 

Figura 11. Neutralización 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 análisis al microscopio (Figura 

12). 

 

Análisis microscópico 

Las laminillas se tiñen con 30 µl 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 categorías o 

clases de daño según la longitud de la cauda (Figura 

15) (Collins, 2004; Kumaravel et al., 2009; García et 

al., 2011). 

a) Clase 0: DNA no fragmentado. 

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

metro de la cabeza. 

c) Clase 2: La longitud 

de la cauda está en-

tre una y dos veces 

el diámetro de la ca-

beza. 

d) Clase 3: La longitud 

de la cauda es ma-

yor al doble del diá-

metro de la cabeza. 

 

 

Figura 12. Lavado de lamini-
llas con metanol 

 

 

Figura 13. Tinción con BE 
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Figura 14. Análisis de cometas en mi-
croscopio de epifluorescencia 

 
 

Figura 15. Moléculas de DNA con diferentes clases de  
daño 

 

Cálculos 

Se obtiene el índice de daño del ensayo cometa (DI-

CA) de acuerdo a la siguiente ecuación: 

 

(Ec. I)      = (    )  (    )  (    )  (    ) 

 

Donde:  

n     = número de moléculas de DNA en cada clase. 

0 a 3 = número de cada clase. 

 

El DICA total de las 100 células se obtiene en un in-

tervalo de 0 a 300 unidades arbitrarias (ua) (Tabla 1). 

Análisis estadístico 

Se realiza un análisis de 

varianza (ANOVA) y 

prueba de contraste de 

Dunnett con una signifi-

cancia de p< 0.05, para 

la comparación de los 

grupos expuestos con el 

testigo negativo. Se uti-

liza el paquete estadísti-

co SIGMA PLOT versión 

14.0. 

 

Tabla 1. Ejemplo de obtención del DICA 

Suelo No. de moléculas de DNA 
Clase 

DICA 
0 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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CAPÍTULO 6 

PARTICIPACIÓN DE LOS HONGOS MICORRÍZICOS ARBUSCULARES  

EN LA MICORREMEDIACIÓN  

 

INTRODUCCIÓN 

El suelo como parte integradora de los ecosistemas, 

ocupa una posición clave en los ciclos globales de la 

materia. En él se desarrollan una amplia variedad de 

interrelaciones, que favorecen el intercambio de ma-

teria y energía entre el aire, agua y las partículas que 

lo conforman (Pidwirnyy y Jones, 2010). El suelo re-

cibe el impacto de las actividades antrópicas trayen-

do como consecuencia el incremento de una gran 

variedad de contaminantes entre los que se encuen-

tran: metales pesados (MP), compuestos orgánicos 

(hidrocarburos derivados del petróleo, benceno, etil-

benceno, xileno, bifenilos policlorados, hidrocarburos 

aromáticos policíclicos, tricloroetileno), así como resi-

duos de pesticidas, herbicidas, fungicidas y antibióti-

cos (ITRC, 2009; Saier y Trevors, 2010) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. El suelo: importancia y contaminación 

Luna-Zendejas HS. 2013. 

Participación de los hon-

gos micorrízicos arbuscu-

lares en la micorremedia-

ción En: Evaluaciones 

ecotoxicológicas (García-

Nieto et al.) Universidad 

Autónoma de Tlaxcala, 

México. p. 101-119. 
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La emisión de MP produce graves problemas ecoto-

xicológicos, el mercurio, el cadmio, el cromo, y el 

plomo son los que más preocupan con relación a la 

salud humana, sin olvidar el impacto en el medio am-

biente, debido a que pueden formar parte de las ca-

denas alimenticias (Atlas y Bartha, 2002). En cual-

quier caso, es importante resaltar que los metales 

tóxicos en los suelos no pueden ser destruidos, sino 

sólo neutralizados y que pequeñas variaciones en las 

condiciones del medio edáfico pueden liberar a los 

metales anteriormente insolubilizados, por lo que es 

necesario realizar un seguimiento de la distribución 

de estos contaminantes en el suelo, especialmente 

de los más tóxicos.  

 

La recuperación de suelos contaminados se puede 

lograr a través de diferentes técnicas y tecnologías 

en función de los propósitos, de las propiedades del 

suelo, de la extensión de la zona contaminada y del 

costo económico. Algunos de estos procedimientos 

son las técnicas de contención (aislamiento del con-

taminante en el suelo por barreras físicas), de confi-

namiento (por inmovilidad de los contaminantes) y de 

descontaminación (disminución de las concentracio-

nes de los contaminantes) (Kaifer et al., 2004).  

 

Además, existen diferentes procesos de remediación 

biológica que aprovechan la capacidad depuradora 

de las plantas para la remoción de los contaminantes 

a través de su degradación por diversos microorga-

nismos de la rizósfera, cuyo principio básico consiste 

en destruir o modificar 

los materiales contami-

nantes con el fin de dis-

minuir su peligrosidad. 

La biorremediación es 

una opción factible al 

utilizar plantas naturales 

o modificadas genética-

mente, asociadas a mi-

croorganismos rizosféri-

cos (Lasat, 2002; Bento 

et al., 2012).  

 

En ésta alternativa se 

incluyen a la biominera-

lización, que consiste en 

la síntesis de minerales 

por organismos vivos o 

biomateriales; la biosor-

ción, con una amplia 

variedad de organismos 

vivos y biomasa muerta 

de bacterias, algas, 

hongos, y plantas los 

cuales son capaces de 

secuestrar metales tóxi-

cos de los flujos de resi-

duos; la fitoestabiliza-

ción, en la cual las plan-

tas tolerantes a metales 

se usan para reducir la 
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movilidad de los mismos; la hiperacumulación, las 

plantas son utilizadas para concentrar metales en sus 

partes aéreas; la dendrorremediación, realizada por 

medio del cultivo de árboles en suelos contaminados; 

la bioestimulación, se efectúa usando los exudados 

radicales para promover el desarrollo de microorga-

nismos con capacidades de degradación como bacte-

rias y hongos; la rizorremediación, que consiste en 

que las raíces de las plantas se utilizan para absor-

ber, precipitar y concentrar MP a partir de efluentes 

líquidos contaminados y degradar compuestos orgá-

nicos; la cianorremediación, se lleva a cabo al esti-

mular el desarrollo de las algas para la recuperación 

de cuerpos de agua; la genorremediación, consisten-

te en la estimulación de un gen capaz de actuar en el 

proceso de remediación, finalmente la micorremedia-

ción, con la que se busca estimular el micelio de los 

hongos para realizar una ultrafiltración de los conta-

minantes (Mani y Kumar, 2013).  

 

Para entender este proceso es importante indicar que 

las plantas a través de su sistema radical, proveen un 

nicho a diversos microorganismos que habitan el sue-

lo, como hongos y bacterias, además, las raíces de 

las plantas secretan diversos compuestos como ami-

noácidos, ácidos orgánicos, azúcares, flavonoides, 

vitaminas, purinas, enzimas, hormonas, iones inorgá-

nicos y CO2 (Besserer et al., 2006; Steinkellner et al., 

2007), los cuales cumplen diversas funciones, como 

el atraer y repeler químicos en el área circundante al 

sistema radical. Los flavonoides fomentan una sim-

biosis benéfica entre 

leguminosas y bacterias 

del género Rhizobium, al 

activar los genes induc-

tores de la formación de 

los nódulos, por otro 

lado los hongos forma-

dores de micorrizas es-

tablecen una simbiosis 

con raíces de diversas 

plantas, muchas de ellas 

de interés agrícola, co-

mo es el maíz, sorgo, 

frijol y tabaco, entre 

otras. Específicamente 

las estrigolactonas esti-

mulan la germinación, 

crecimiento y ramifica-

ción de las hifas de las 

esporas de los hongos, 

micorrízicos arbuscula-

res (HMA), eventos que 

son cruciales en el reco-

nocimiento de las raíces 

de la planta hospedera y 

establecimiento de la 

asociación simbiótica 

(Steinkellner et al., 2007; 

Requena et al., 2007). 

 

La micorriza se ha defi-
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nido como la asociación simbiótica mutualista entre 

determinadas especies de hongos del suelo y las raí-

ces de diferentes especies de plantas, es decir, se 

trata de la unión integral e íntima de ayuda mutua 

entre el micelio y las raíces de diversas plantas, ba-

sada en el intercambio bidireccional de nutrimentos 

(Smith y Read, 2008). El hongo proporciona a la plan-

ta nutrimentos del suelo, principalmente fósforo, a 

cambio de hidratos de carbono fotosintéticos (Karan 

dashov y Bucher, 2005), mejora la nutrición mineral y  

aumenta su tolerancia al estrés hídrico (Zhu et al., 

2010), actúan como agentes de biocontrol de hongos 

patógenos (Al-Askar y Rashad, 2010) y reducen la 

sensibilidad a las sustancias tóxicas presentes en el 

suelo (Vivas et al., 2003).  

 

Se han establecido distintos tipos de micorriza to-

mando en cuenta los grupos de hongos implicados

en la formación de la 

asociación (tabla 1). Los 

organismos que presen-

tan un micelio aseptado 

(Glomeromycota) y los 

que se caracterizan por 

poseer un micelio sep-

tado (Ascomicetes y Ba-

sidiomicetes) (Smith y 

Read, 2008). 

 

La micorriza arbuscular 

es la más común, se 

presenta en cerca del 85 

% de las especies vege-

tales (Klironomos et al., 

2000; van der Heijden y 

Sanders, 2002); como  

 

Tabla 1. Clasificación de las asociaciones micorrízicas según Smith y Read (2008) 
 

Tipo Hospederos Hongos 

Micorriza 
Arbuscular 

Briofitas Glomeromycota 

Pteridofitas  

Gimnospermas  

Angiospermas  

Ectomicorriza 

Gimnospermas Ascomicetes 

Angiospermas Basidiomicetes 

 Glomeromycota 

Ectendomicorriza 
Gimnospermas Ascomicetes 

Angiospermas Basidiomicetes 

Micorriza Arbutoide Ericales Basidiomicetes 

Micorriza Monotropoide Monotropoideae Basidiomicetes 

Micorriza Ericoide 
Ericales Ascomicetes 

Briofitas  

Micorriza Orquidioide Orquidáceas Basidiomicetes 
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en la mayoría de las angiospermas (plantas con flo-

res), en pteridofitas (helechos y licopodios), en algu-

nas gimnospermas (árboles o arbustos sin fruto) y en 

rizoides de musgos (Schüßler, 2000; Zhang y Liang-

Dong, 2007; Fonseca y Berbara, 2008).  

 

Se ha definido como una asociación simbiótica mu-

tualista que se ha establecido entre el micelio de 

hongos del suelo del filum Glomeromycota (Schüßler 

et al., 2001; Schüßler y Walker,  2010) y las raíces de 

diversas plantas (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Raíz y esporas del hongo formador de micorriza ar-
buscular, Glomus intrarradices 

 

Los HMA producen clamidosporas asexualmente (Fi-

gura 3), éstas son esféricas con cientos de núcleos y 

con una pared constituida por varias capas, su tama-

ño varía entre 20 y 1000 μm de diámetro; se pueden 

formar por separado, en grupos o agregados llama-

dos carpóforos y las hifas de su micelio carecen de 

septos distribuidos regu-

larmente (Gerdemann y 

Trappe, 1974; Bécard y 

Pfeffer, 1993; Schüßler 

et al., 2001). 

 

 

Figura 3. Esporas de hongos 
micorrízicos arbusculares 

(100X) 
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La interacción planta-HMA ha originado la existencia 

de un ambiente complejo definido como micorrizósfe-

ra (Figura 4), que es la rizósfera de una planta mico-

rrizada, donde los exudados radicales juegan un pa-

pel importante con la secreción de moléculas de se-

ñalización, así como el micelio fúngico en donde am-

bos pueden mejorar las propiedades físicas y quími-

cas del suelo, influyendo también en la composición 

de las poblaciones microbianas (Linderman, 2008). 

 
 

 
 

Figura 4. Representación esquemática de un corte vertical de 
una raíz, en donde se muestra el área conocida como Micorri-

zosfera (tomada y modificada de página web del INVAM - 
www.invam.caf.wvu.ed) 

 

La micorremediación es una atractiva estrategia para 

la remediación de suelos contaminados. A través de 

la relación mutualista 

entre las plantas y los 

HMA, los cuales son 

fundamentales en el es-

tablecimiento y desarro-

llo de las plantas en si-

tios severamente pertur-

bados. El hongo inmovi-

liza el metal por precipi-

tación de gránulos de 

polifosfato en el suelo, 

compuestos secretados 

por el hongo como la 

Glomalina (glicoproteí-

na), estabiliza el Cu, Pb, 

Al y Cd en el suelo, y en 

las raíces de las plantas 

(González-Chávez et al., 

2004; Dudhane et al., 

2012), la adsorción a las 

paredes celulares de los 

hongos, y la quelación 

de metales en el interior 

del micelio del hongo.  

 

Fernández - Fernández 

et al. (2008) determina-

ron que la cepa de Glo-

mus mosseae (BEG-25) 

contribuyó significativa-

mente en la acumula-
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ción de Zn en las raíces de Viola calaminaria (pasto) 

y en plantas de sorgo (Sorghum vulgaris), además 

esta misma cepa de Glomus inmovilizó al Cd, Pb y 

Zn (Cuellar-Sánchez et al., 2011). Por otra parte Kuo 

et al. (2013) observaron que las plantas de Bidens 

pilosa (aceitilla) con y sin inoculación con Glomus 

mosseae presentaron los mayores porcentajes de 

remoción de petróleo crudo (66 y 68 %, respectiva-

mente) a una concentración de 100,000 mg kg-1, con 

respecto al tratamiento control (51 %).  

 

Ventajas de la micorremediación 

La micorriza arbuscular se desarrolla en alrededor del 

85 % de las plantas vasculares. Además se ha ob-

servado la presencia de poblaciones naturales de 

HMA en suelos contaminados. Varias especies de 

HMA producen xilanasas, manasas y glicanasas que 

degradan compuestos peligrosos. Los HMA tienen el 

potencial de ser una opción de rehabilitación a menor 

costo con relación a las tecnologías físicas y quími-

cas. Son una herramienta importante en el secuestro 

de carbono y pueden sostenerse bajo condiciones de 

campo por largos periodos. 

 

Desventajas de la micorremediación  

Posibles dificultades en el establecimiento de las es-

pecies de plantas micorrizadas en suelos contamina-

dos es la selección inadecuada de especies de HMA 

para colonizar suelos contaminados y sobrevivir el 

tiempo suficiente para lograr los objetivos del trata-

miento. Los niveles de tolerancia por las plantas a los

MP, no son evidentes en 

todas las asociaciones 

micorrízicas.  

 

El primer paso para lle-

var a cabo la micorre-

mediación es identificar 

las especies de HMA y 

plantas nativas, y cuales 

se pueden desarrollar en 

áreas contaminadas pa-

ra poder implementar 

estrategias de remedia-

ción, seleccionado orga-

nismos capaces de in-

movilizar a un contami-

nante específico (Sta-

mets, 2005).  

 

En este capítulo se des-

criben las técnicas que 

permitirán conocer la 

magnitud de la contami-

nación de un sitio a tra-

vés del estudio de la 

micobiota y fitobiota pa-

ra establecer el protoco-

lo de micorremediación 

que permita la recupera-

ción de un sito contami-

nado. 
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OBJETIVO 

Explicar los procesos de tinción, porcentaje de colo-

nización micorrízica, extracción, aislamiento y deter-

minación de los hongos micorrízicos arbusculares 

como un primer paso para implementar estrategias 

de micorremediación de suelos contaminados. 

 

MATERIAL 

Agitador magnético 

Agujas de disección 

Arena 

Bolsas plásticas trasparentes (60 x 30 cm) 

Cajas Petri (100 mm DE) 

Cubreobjetos (18 x 18 mm) 

Espátulas 

Etiquetas 

Frasco gotero de vidrio ámbar (100 ml)  

Guantes de látex 

Llenador de pipeta <2 ml (ProfilletteTM 406) 

Marcadores de tinta indeleble 

Matraz Erlenmeyer (125, 250, 500 y 1000 ml) 

Matraz volumétrico (500 y 1000 ml) 

Pala recta 

Picetas  de plástico (125 y 500 ml) 

Pinzas de disección 

Pipetas Pasteur 

Pipetas serológicas (5 y 10 ml) 

Placas de porcelana con 6 y 12 cavidades  

Portaobjetos (76 x 26 mm) 

Probetas (10, 50, 100 y 250 ml) 

Tamices (0.5, 0.212, 0.106, 0.05 y 0.045 mm) 

Termómetro de -10 a 110 °C 

Tijeras 

Tubo para centrifuga (15 o 50 ml) 

Varilla de vidrio (10 mm de grosor) 

Vaso de precipitado (50, 100, 500 y 1000 ml) 

 

 

 

 

 

 

 

EQUIPO 

Balanza analítica  

Balanza granataria 

Cámara fotográfica 

Centrifuga 

Microscopio óptico  

M. estereoscópico 

Placa de agitación 

Refrigerador 
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REACTIVOS 

Nombre Marca Catálogo 

Ácido clorhídrico - HCl  JT BAKER 9530-36 

Ácido láctico - C
3
H

5
O

3
 MERCK 100366 

Agua destilada - H
2
O JT BAKER 4220-20 

Alcohol polivinílico - (C4H6O2* C2H4O)n MERCK 141353 

Azúcar comercial     

Azul de Tripán - C
34

H
24

N
6
Na

4
O

14
S

4
 MERCK 111732 

Glicerina - (HOCH
2
)
2
CHOH JT BAKER 2136-02 

Hidrato de cloral - Cl
3
CCH(OH)

2
 MERCK 102425 

Hidróxido de amonio al 30 % (NH
4
OH)  JT BAKER 9733-03 

Peróxido de hidrógeno al 30 % (H
2
O

2
)  JT BAKER 2186-03 

 

PREPARACIÓN DE REACTIVOS 

Ácido clorhídrico (HCl) al 10 % 

Diluir 10 ml de ácido clorhídrico en agua desionizada, 

agitar y aforar a 100 ml. Almacenar en frasco de vi-

drio color ámbar durante una semana como máximo.  

 

Hidróxido de potasio (KOH) al 10 % 

Diluir 10 g de hidróxido de potasio en agua destilada 

y aforar a 100 ml. Almacenar en frasco de vidrio color 

ámbar durante una semana como máximo. 

 

Alcohol polivinílico (PVLG) 

En un frasco gotero de vidrio ámbar añadir 10 ml de 

agua destilada y 1.66 g de alcohol polivinílico, agitar y 

calentar en baño maría a 80 °C durante 6 h, adicionar 

10 ml de ácido láctico y 1 ml de glicerina, seguir la 

agitación por 10 min. Reposar la solución 24 h antes 

de utilizarse. Almacenar  en el mismo frasco gotero, a 

temperatura ambiente  hasta un año máximo. 

 

 

Peróxido de hidrógeno 

(H2O2) al 10 % 

Diluir 15 ml de peróxido 

de hidrógeno al 30 % 

con 30 ml de agua desti-

lada. No almacenar. 

 

Peróxido de hidrógeno 

alcalinizado  

Diluir 30 ml de peróxido 

de hidrógeno al 10 % en 

agua destilada y añadir 

3 ml de hidróxido de 

amonio al 30 %, agitar y 

aforar a 600 ml con 

agua destilada. Este 

reactivo se prepara al 

momento y no se alma-

cena. 
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Sacarosa al 50 % 

Diluir 50 g de azúcar comercial en agua destilada y 

aforar a 100 ml. Almacenar en frasco de vidrio ámbar 

durante 1 semana como máximo. 

 

Lactoglicerol 1:2:1  

Mezclar 25 ml de ácido láctico, 50 ml de glicerina y 

25 ml de agua desionizada, agitar y almacenar en 

frasco de vidrio ámbar hasta por un año.  

 

Azul de tripano 0.05 % 

Disolver 0.05 g de azul de tripano en la solución de 

lactoglicerol y aforar a 100 ml. Almacenar en frasco 

de vidrio hasta 1 año.  

 

Solución madre de yodo 

Diluir 1 g de yodo y 3 g de yoduro de potasio en agua 

destilada, agitar y aforar a 70 ml. Almacenar en fras-

co de vidrio durante 1 año como máximo. 

 

Reactivo de Melzer 

Mezclar 5 ml de la solución madre de yodo con 5 g 

de hidrato de cloral cristalizado, agitar y depositar en 

un gotero de vidrio color ámbar. Almacenar en frasco 

de vidrio durante 1 año como máximo. 

 

METODOLOGÍA 

Muestreo de raíces de plantas 

La recolección del sistema radical se realiza perfo-

rando con una pala recta la zona rizosférica de la 

planta a una profundidad de entre 15 y 20 cm apro-

ximadamente, abarcan-

do una periferia de 15 

cm circundante al tallo, 

se extrae la raíz deposi-

tándola en bolsas de 

polietileno etiquetadas 

con los datos de la zona 

de recolección, fecha, 

etc. (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Muestreo de la 
planta y del sistema  

radical 

Extracción de la planta 

Sistema radical 

Raíz limpia 
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Las plantas recolectadas se secan y prensan de 

acuerdo a lo establecido en las técnicas de la botáni-

ca, para su determinación taxonómica (Figura 6). 

 

 

 

 

Tinción de raíces 

Las raíces de las plan-

tas se tiñen para deter-

minar el porcentaje de 

colonización micorrízica, 

a través de la técnica de 

Phillips y Hayman 

(1970). Lavar con agua 

para eliminar las partí-

culas de suelo y colocar 

las raíces en un vaso de 

precipitado. Agregar 

hidróxido de potasio al 

10 %, calentar entre 60 

a 90 °C en baño María 

de 15 a 30 min, o hasta 

4 h con base en las ca-

racterísticas de pigmen-

tación de las raíces. En-

juagar con agua, su-

mergirlas en ácido clor-

hídrico al 10 % y dejar-

las en reposo por 10 

min. Escurrir y sin en-

juagar, se agrega el azul 

de tripano al 0.05 % por 

24 h a temperatura am-

biente. Para su conser-

vación se guardan a 4 

°C en lactoglicerol (Figu-

ra 7). 

Recolección Prensado 

Secado Montaje 

Determinación Almacenaje 

Figura 6. Montaje, secado y determinación taxonómica  
de la planta 
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NOTA: 

A menudo se eliminan los pigmentos fenólicos de las 

raíces sumergiéndolas en KOH al 10 % durante 10 

min, de no ser así se adiciona además, peróxido de 

hidrógeno alcalino para eliminar cualquier compuesto 

fenólico que permanezca en las raíces clareadas 

(Bevege, 1968; Kormanik y Mc Graw, 1982). 

Porcentaje de coloni-

zación micorrízica 

Se toman 20 fragmentos 

de raíz de 2 cm de largo, 

se acomodan sobre un 

portaobjetos, en forma 

paralela, se adicionan 3 

o 4 gotas de alcohol po-

livinílico, se coloca un 

cubreobjetos y se dejan 

secar las preparaciones 

a temperatura ambiente 

por una semana, se eti-

quetan debidamente. Se 

elaboran tres prepara-

ciones por cada muestra 

se obtiene la media y la 

desviación estándar. 

 

Las preparaciones se 

observan en un micros-

copio óptico bajo el obje-

tivo 10X. Se inicia por 

uno de los extremos del 

primer segmento de la 

raíz, a partir de ahí se 

visualiza de manera ho-

rizontal recorriendo to-

dos los segmentos de 

ésta, al llegar al último 

se mueve la platina ver-

Raíces en KOH (10 %)  Raíz lavada 

Raíces teñidas  Raíces en HCl (10 %) 

Figura 7. Proceso de tinción de las raíces utilizando  
azul de tripano 
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ticalmente y se detiene en la parte media. El proce-

dimiento se repite una vez más en el extremo inferior, 

hasta completar 60 campos  (McGonigle et al., 1990) 

(Figura 8). Al observar cada campo se registra la pre-

sencia (+) o ausencia (-) de las estructuras fúngicas 

para ser contabilizadas y se determina el porcentaje 

de colonización con la siguiente ecuación: 

 

(Ec. I)                 =
                    

                             
       

 

Extracción y cuantificación de esporas de HMA  

De la muestra de suelo rizosférico de las plantas re-

colectadas en el sitio contaminado se extraen las es-

poras de HMA siguiendo la técnica de tamizado hú-

medo y decantación (Brundrett, 2008), la cual consis-

te en tomar 100 g de suelo rizosférico y colocarlos en 

un vaso de precipitado al que se le agregan 900 ml 

de agua, ésta suspensión se mezcla vigorosamente 

por 30 s, se deja reposar de 4 a 5 min y el sobrena-

dante se decanta sobre una serie de tamices de dife-

rente tamaño de abertura (0.500 mm, 0.212 mm, 

0.106 mm y 0.050 mm) ensamblados de mayor a 

menor tamaño, con el fin de separar las esporas, el 

proceso anterior se repite cinco a seis veces.  

 

El material retenido de cada uno de los tamices se 

deposita en tubos de ensayo y se añaden 50 ml de 

agua, se centrifuga a 2000 rpm durante 5 min, el so-

brenadante se deshecha. 

 

 

 

 

AP 

  

 
      

  
     

 

 
      

  
     

  

Figura 7. Elaboración de 
preparaciones para deter-
minar la colonización mi-

corrízic 
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Posteriormente el material retenido en el fondo de 

cada tubo se centrifuga con 50 ml de sacarosa al 50 

% a 2000 rpm durante un minuto, el sobrenadante se 

vacía en un tamiz de 0.045 mm para lavarse con 

agua y transferirlo a una caja Petri (Figura 9).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9. Extracción de esporas de HMA a través de la técnica 
de tamizado húmedo y decantación 

Mediante la observación 

con un microscopio es-

tereoscópico se separan 

y agrupan las esporas 

en morfotipos con base 

en su tamaño, forma y 

presencia de la hifa de 

sostén y color (Figura 

10).  

 

Posteriormente se reali-

za el conteo total de es-

poras, que previamente 

se separaron y agrupa-

ron en morfotipos, em-

pleando un microscopio 

óptico con aumento de 

10X (Figura 11). 

 

Se toman en cuenta las 

esporas con aspecto 

físico saludable, pared 

sin perforaciones,  con-

tenido brillante y con 

gránulos lipídicos. 

 

Los resultados se ex-

presan como el número 

de esporas por gramo 

de suelo seco, con la 

siguiente ecuación: 

0.500 µm 

0.212 µm 
(1) 

0.106 µm 
(2) 

0.050 µm 
(3)  

100 g suelo 
900 ml agua  
(5 veces) 

0.045 µm 

3  2  1  

Esporas 

50 ml agua 
Centrifugar  2000 rpm 5 min 

50 ml sacarosa 
Centrifugar 2000 rpm 1 min 
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(Ec. II)                            =  
    

   
        

Donde: 

E/100 g = esporas en 100 g de suelo rizosférico seco    

NEC = número de esporas contabilizadas en el suelo 

húmedo (100 g) resultado del proceso de extracción.  

SRH = suelo rizosférico seco que se obtiene al reali-

zar el porcentaje de humedad de 100 g de suelo.  

 

 

 

 

 

Se multiplica por 100 

para obtener el número 

de esporas en 100 g de 

suelo rizosférico seco. 

 

Figura 10. Separación y agrupamiento de espo-
ras de HMA  

 

Figura 11. Conteo de esporas de 
HMA 
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Determinación taxonómica de los HMA 

Las preparaciones sirven de referencia para la identi-

ficación de los géneros de HMA, se realizan de 

acuerdo con las técnicas de Schenck y Pérez (1990) 

y Zhu et al.  (2010).  

 

Se toman cuarenta esporas de cada tipo, veinte es-

poras se depositan en un extremo del portaobjetos 

agregándoseles una gota de alcohol polivinílico, y las 

otras 20 en el otro extremo se les adiciona una gota 

de alcohol polivinílico con reactivo de Melzer, como 

medio de montaje. Se dejan secar las preparaciones 

durante algunas horas y posteriormente se hace pre-

sión sobre el cubreobjetos para romper las esporas, 

lo cual permite observar los estratos de la pared, ca-

racterística que es importante para su separación 

taxonómica (Figura 12). 

 

 

NOTA: 

El reactivo de Melzer es uno de los más empleados 

en la microscopia de hongos, se utiliza con el propó-

sito de detectar si los estratos externos o internos 

constituyentes de la pared de las esporas, presentan 

una reacción amiloidea (púrpura) que indica que el 

estrato contiene almidón, esto se detecta si se obser-

va un cambio de color de gris azulado a azul negruz-

co; si la coloración cambia a marrón a rojizo o a rojo 

oscuro la reacción revela la presencia de dextrinas, 

(Morton, 1987), características que han sido conside-

rada para separar morfoespecies. 

 

 

 

 

Figura 12. Elaboración 
de preparaciones per-

manentes 

Esporas de HMA                                                   

 

 

PVLG 

Mezler 
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http://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=-8aXxeD8DqaDWM&tbnid=iW-l8vTaDRrUXM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.bimarloga.com.ar/site/index.php?page=shop.product_details&flypage=shop.flypage&product_id=929&category_id=90&manufacturer_id=0&option=com_virtuemart&Itemid=1&ei=0zpXUrHaK8amqAGgvYHQCA&bvm=bv.53899372,d.aWM&psig=AFQjCNERJQgLlT3AsqtaLVbSg4BAwpuJyw&ust=1381534791514113
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La determinación de cada género se realiza con la 

ayuda de un microscopio óptico y se apoya en la lite-

ratura especializada de Schüßler y Walker (2010) y 

las guías del INVAM (www.invam.caf.wvu.edu) (Figu-

ra 13). 

 

Finalmente para establecer el protocolo de micorre-

mediación, con el propósito de recuperar un sitio con-

taminado, será necesario llevar a cabo la propaga-

ción de las esporas de los HMA para generar un ino-

culante micorrízico.  

 

Para inocular diversas 

especies de plantas y 

probar su efectividad en 

la remoción de contami-

nantes del suelo y de 

poder elegir a la planta 

así como la cepa o con-

sorcio de HMA que po-

drán utilizarse en la mi-

corremediación.  

 

Figura 13. Página web del INVAM  (www.invam.caf.wvu.edu) 

http://www.invam.caf/
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GLOSARIO 

Ácidos orgánicos: compuestos oxigenados derivados 

de los hidrocarburos que se forman al sustituir en un 

carbono primario dos hidrógenos por un oxígeno que 

se une al carbono mediante un doble enlace, y el ter-

cer hidrógeno por un grupo (OH) que se une median-

te un enlace simple. 

 

Adsorción: proceso de atracción de átomos, molécu-

las o iones de una sustancia en la superficie de otra, 

siendo el tipo más frecuente el de la adhesión de lí-

quidos y gases en la superficie de los sólidos, for-

mando películas líquidas o gaseosas. 

 

Aminoácidos: molécula orgánica con un grupo amino 

y un grupo carboxilo, se combinan para formar pro-

teínas y son los pilares fundamentales de la vida.  

 

Anticuerpo policlonal: el anticuerpo es una proteína 

producida por el cuerpo en respuesta a una sustancia 

extraña. Es policlonal por ser sintetizado por múltiples 

poblaciones de células productoras de anticuerpo (en 

animales completos), difieren en su epítope de unión 

y complementariedad de la secuencia de aminoáci-

dos, pero comparten especificidad por el antígeno.  

 

Antígeno: proteína o polisacárido que el cuerpo com-

bate preparando una respuesta inmunológica. 

 

Ascomicetes: clase de hongos perfectos, con una 

variedad de formas y estructuras, desde unicelulares 

hasta pluricelulares. Su 

estructura característica 

es el asca que contiene 

las ascósporas. 

 

Basidiomicetes: clase de 

hongos perfectos que in-

cluye aquellos que pro-

ducen basidios con ba-

sidiosporas, incluye a 

las clásicas setas y hon-

gos con sombrero. 

 

Bioestimulación: consis-

te en estimular a los mi-

croorganismos autócto-

nos de un ambiente na-

tural por medio de la 

adición de nutrimentos, 

humedad y aireación del 

sistema para mejorar la 

eliminación de los con-

taminantes. 

 

Biomineralización: pro-

ceso por el cual un or-

ganismo vivo proporcio-

na las bases químicas 

necesarias para nuclea-

ción y crecimiento de 

fases minerales únicas. 
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Biorremediación: intervenciones biológicas emplean-

do diversos organismos para mitigar los efectos noci-

vos causados por contaminantes ambientales.  

 

Biosorción: proceso por el que la biomasa microbia-

na, al actuar como un intercambiador iónico, es ca-

paz de adherir y concentrar metales pesados en so-

luciones acuosas a través de las paredes celulares. 

 

Cianorremediación: proceso que usa cianobacterias 

para remediar áreas contaminadas con metales. 

 

Clamidosporas: esporas de origen asexual, recubier-

tas por una pared celular recia, que funcionan como 

esporas de resistencia o latencia. 

 

Coleóptilo: funda que cubre la plúmula en el embrión 

de las gramíneas.  

 

Congéneres: cada uno de los compuestos químicos 

que son similares en cuanto a estructura, origen fun-

ción y/o efectos dañinos. 

 

Cotiledón: la o las primeras hojas de la planta ya pre-

formadas en el embrión de las plantas con semilla. 

 

Cromógeno: sustancia que absorbe la luz producien-

do color. 

 

Dendrorremediación: proceso en el que se usan ár-

boles para la eliminar, secuestrar o descomponer 

químicamente contami-

nantes inorgánicos pre-

sentes en suelos. 

 

Dicotiledónea: se aplica 

a la planta que presenta 

dos cotiledones una vez 

que la semilla germina. 

Por ejemplo, frijol, haba 

y garbanzo. 

 

Enzimas: moléculas de 

naturaleza proteica que 

catalizan reacciones 

químicas. 

 

Epicótilo: porción del 

tallo situada entre la in-

serción de los cotiledo-

nes y la extremidad cau-

linar. En las faneróga-

mas recibe este nombre 

el primer entrenudo que 

forma la plúmula al 

desarrollarse. Se opone 

al hipocótilo. 

 

Espora: célula reproduc-

tora producida por cier-

tos hongos, plantas 

(musgos, helechos) y 
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algunas bacterias, bajo ciertas condiciones actúan 

como estructuras de resistencia. 

 

Fitoestabilización: técnica en la que se establece una 

cubierta vegetal de especies leñosas para reducir al 

mínimo la movilidad de los metales pesados en sue-

los contaminados. Las raíces de las plantas y la biota 

microbiana al interaccionar pueden inmovilizar los 

contaminantes orgánicos e inorgánicos. 

 

Flavonoides: metabolitos secundarios de las plantas, 

son una familia muy diversa de compuestos no nitro-

genados. 

 

Genorremediación: proceso que a través de la mani-

pulación genética establece las bases moleculares en 

las plantas para mejorar la tolerancia a metales pe-

sados. 

 

Glomina: es una glicoproteína, un compuesto de azú-

car y proteína que participa en la formación de agre-

gados del suelo. 

 

Gramínea: se dice de las plantas angiospermas mo-

nocotiledóneas que tienen tallos cilíndricos, común-

mente huecos, interrumpidos de trecho en trecho por 

nudos llenos, hojas alternas que nacen de estos nu-

dos y abrazan el tallo, flores muy sencillas, dispues-

tas en espigas o en panojas, y grano seco cubierto 

por las escamas de la flor; por ejemplo, el trigo, el 

arroz y sorgo. 

Hidrocarburos: com-

puestos bioquímicos que 

forman el esqueleto de 

la materia orgánica, for-

mados únicamente por 

un armazón de carbono 

al que se le unen áto-

mos de hidrógeno. 

 

Hiperacumulación: ac-

ción de algunas espe-

cies de plantas (tomate, 

mostaza, pasto Sudán, 

girasoles y geranio) en 

acumular altas cantida-

des de metales pesados 

en sus tejidos. 

 

Hipocótilo: porción del 

tallo de un embrión o de 

la plántula situado entre 

los cotiledones y la radí-

cula. 

 

Homeostasis: el nombre 

está compuesto por dos 

vocablos griegos, homo 

= similar y estasis = es-

tabilidad. Es una forma 

de equilibrio dinámico 

que consiste en la capa-
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cidad de los organismos vivos para mantener una 

condición interna estable gracias a una red de siste-

mas de control realimentados que constituyen los 

mecanismos de autorregulación. 

 

Hormonas: sustancias de composición química varia-

ble que regulan y coordinan el ciclo vital de las plan-

tas e intervienen en la regulación de su desarrollo y 

crecimiento así como en su reproducción. Las auxi-

nas, ácido abscísico, citoquinina, giberelina y el eti-

leno son ejemplo de ellas. 

 

Inmunoensayo: es una técnica inmunoquímica analí-

tica que emplea complejos inmunes (uniones de anti-

cuerpos y antígenos), para la cuantificación de una 

sustancia determinada. Se basa en la gran especifi-

cidad y afinidad de los anticuerpos por sus antígenos 

específicos y se usan los anticuerpos monoclonales o 

policlonales. 

 

Iones: son partículas cargadas eléctricamente, consti-

tuidas por un átomo o molécula que no es eléctrica-

mente neutra. 

 

Leguminosa: se dice de las hierbas y matas, y de los 

arbustos y árboles angiospermos dicotiledóneos, con 

hojas casi siempre alternas, por lo general compues-

tas y con estípulas, flores de corola actinomorfa o 

zigomorfa, amariposada en muchas especies, y fruto 

en legumbre con varias semillas sin albumen. Estas 

plantas están comprendidas en las familias de las 

Mimosáceas y de las 

Papilionáceas. Por 

ejemplo, haba, frijol y 

chícharo. 

 

Micelio aseptado (ceno-

cítico): hifas sin septos o 

tabiques transversales. 

 

Micelio septado: hifas 

con septos o tabiques 

transversales que las 

dividen a intervalos re-

gulares o irregulares. 

 

Micelio: estructura fila-

mentosa o masa de hi-

fas que constituye el 

cuerpo de un hongo. 

 

Micorremediación: pro-

ceso en el que se utili-

zan diversos hongos 

para degradar o secues-

trar contaminantes en el 

medio ambiente, para 

reparar o restaurar el 

medio ambiente.  

 

Micorrizosfera: es la zo-

na del suelo ocupada 
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por la asociación micorrízica, la cual tiene dos com-

ponentes, la capa de suelo alrededor de las raíces 

micorrizadas y el suelo cercano a las hifas del hongo 

micorrízico o micelio externo que compone la hifosfe-

ra o micosfera. 

 

Monocotiledónea: se aplica a la planta que tiene un 

solo cotiledón una vez que germina la semilla. Por 

ejemplo, la cebada, avena y trigo. 

 

Mutualismo: interacción biológica entre individuos de 

diferentes especies, en donde ambos se benefician y 

mejoran su aptitud biológica. 

 

Necrosis: es la degradación de un tejido por la muer-

te de sus células. 

 

Nódulos radicales: se forman en asociación simbióti-

ca por las bacterias del género Rhizobium y las raí-

ces de las plantas leguminosas, es fundamental para 

el proceso de fijación biológica de nitrógeno. 

 

Nódulos: agrupación de bacterias fijadoras de nitró-

geno, en las raíces de  Fabaceae (leguminosas). 

 

Polifosfato: sales o los ésteres del ácido fosfórico. 

Tienen en común un átomo de fósforo rodeado por 

cuatro átomos de oxígeno en forma tetraédrica. 

 

Purinas: estructura cíclica formada por cuatro átomos 

de nitrógeno y cinco de carbono de que derivan algu-

nas bases nitrogenadas, 

como la adenina y la 

guanina. 

 

Quelación: habilidad de 

un compuesto químico 

para formar una estruc-

tura en anillo con un ion 

metálico, resultando en 

un compuesto con pro-

piedades químicas dife-

rentes a las del metal 

original y que impide 

que el metal continúe 

sus reacciones químicas 

normales. 

 

Rizoide: estructura fila-

mentosa que en ciertos 

vegetales, como mus-

gos, líquenes y hele-

chos, que hace las fun-

ciones de raíz. 

 

Rizorremediación: uso 

de raíces de la planta 

para absorber, concen-

trar, y/o precipitar com-

puestos peligrosos, par-

ticularmente los metales 

pesados o radionúclidos. 
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Rizósfera: zona de interacción entre las raíces de las 

plantas y los microorganismos del suelo. Ocupa entre 

unos cuantos milímetros o algunos centímetros de la 

raíz. Se caracteriza por el aumento de la biomasa y 

actividad microbiana. La comunidad de la rizósfera 

consiste de microbiota (bacterias, hongos y algas), y 

micro y mesofauna (protozoos, nemátodos, insectos 

y ácaros). 

 

Sensibilidad: son movimientos de las plantas induci-

dos por estímulos externos y a los cuales responden 

determinados órganos del vegetal. 

 

Simbiosis: asociación en la que dos organismos de 

especies diferentes se relacionan para beneficiarse 

mutuamente en su desarrollo. 

 

Subrogado: compuesto que sustituye a otro. En este 

inmunoensayo se utiliza el TMDD como subrogado 

para la curva estándar, sustituye a la 2478 TCDD. 

Tamiz: utensilio formado 

por tela metálica o plás-

tica sujeta a un aro me-

tálico que sirve para se-

parar las partículas finas 

de las gruesas de diver-

sas matrices. 

  

Tamizado: proceso de 

filtración que permite 

separar y retirar elemen-

tos sólidos gruesos de 

otros más finos. 

 

Tolerancia. Es una resis-

tencia en la cual una 

planta es capaz de re-

sistir o se puede recupe-

rar del daño causado 

por factores externos.
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