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PREFACIO

Con frecuencia las pruebas para evaluar el efecto de los contaminantes ambientales y
la calidad de agua, aire, suelo y sedimento, matrices ambientales en las que se desa-
rrolla toda forma de vida, requieren de una infraestructura sofisticada y por ende resul-
tan de alto costo. Es por ello que los investigadores del Centro de Investigacion en
Genética y Ambiente (CIGyA) de la Universidad Autbnoma de Tlaxcala, se dieron a la
tarea de elaborar este manual, producto de la experiencia lograda a lo largo de afios de
trabajo en los laboratorios, donde ha sido probado el valor y la eficacia de las técnicas
implementadas, cuya caracteristica comun es que éstas han sido adaptadas a las con-
diciones particulares del CIGyA, sin menoscabo en la confiabilidad y calidad de los re-

sultados obtenidos.

Este manual, como herramienta para los estudiantes de licenciatura y posgrado
interesados en la investigacion en Ciencias Ambientales, resulta de suma utilidad ya
que en él se describen técnicas confiables, de facil aplicacion y accesibles econémica-

mente, cuya finalidad es:

e Diagnosticar y evaluar desde un enfoque bioldgico la contaminacion ambiental.

e Evaluar los efectos mutagénicos y genotoxicos de los contaminantes ambienta-
les en organismos animales y vegetales.

e Aplicar técnicas para el diagndstico de la calidad de diversas especies foresta-

les.

Con seguridad, el lector avezado encontrara diferencias con las técnicas origina-
les, pero justamente en eso radica su utilidad, ya que los procedimientos se han optimi-
zado y han probado ser eficaces. De este modo, se describen once técnicas que anali-
zan diferentes matrices ambientales y biologicas. Cada una explica los principios en los
cuales se sustenta; especifica el material, reactivos y equipo necesarios; describe las

caracteristicas, obtencion, cultivo y mantenimiento de los organismos de prueba; expli-
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ca paso a paso el método a seguir e integra figuras y esquemas para su mejor com-

prension; de igual forma, sugiere la manera de presentar los resultados.
Finalmente, quiero manifestar que este documento técnico es el resultado de un
trabajo en equipo y representa el esfuerzo de los investigadores de los diferentes labo-

ratorios del CIGyA, a quienes expreso mi reconocimiento.

Elvia Ortiz Ortiz
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INMUNOLOCALIZACION DE PROTEINAS EN TEJIDOS Y/O CELULAS
Madai Angélica Gébmez Camarillo
Coordinadora del CIGyA

Elvia Ortiz Ortiz
Facultad de Odontologia

INTRODUCCION

Las proteinas, constituyentes quimicos fundamentales e imprescindibles de la materia
viva, son producto de la expresion de la informacion genética y realizan una gran varie-
dad de funciones que rigen el metabolismo celular. Entre éstas se encuentran: a) es-
tructural (colagena, miosina); b) transportadora (hemoglobina, mioglobina); c) enziméati-
ca (colagenasas, polimerasas); d) hormonal (insulina, hormona del crecimiento); e) de
defensa (inmunoglobulinas, trombina), etc. (Mathews et al., 2002; Nelson y Cox, 2006).

Una caracteristica importante de las proteinas es su capacidad para actuar como
antigenos (Ag), que al ser reconocidas por el sistema inmune como una amenaza, in-
ducen la produccién de anticuerpos (Ac) (Alberts et al., 2002; Male et al., 2007). Desde
el punto de vista bioquimico, los Ac son glucoproteinas sintetizadas por el organismo en
respuesta a la presencia de un Ag y reacciona especificamente contra éste (Mathews et
al., 2002; Nelson y Cox, 2006; Male et al., 2007). Entre las cuatro moléculas, que es-
tructuralmente, constituyen a las células y son capaces de actuar como antigenos, las
proteinas poseen la mayor capacidad inmunogénica, mientras que en los carbohidratos
ésta es menor, en tanto que los lipidos y los acidos nucleicos s6lo son inmunogénicos
cuando estan unidos a proteinas o carbohidratos.

La capacidad de las proteinas para actuar como Ag permite el desarrollo de me-
todologias de investigacion (Kouri et al., 1998; Benitez-Bribiezca et al., 2000; Kouri et
al., 2002; Gomez-Camarillo et al., 2005) basadas en la reaccién inmune (Ag-Ac), en la
gue se produce la accién integrada de mecanismos heterogéneos de defensa contra
sustancias y/o agentes extrafos, los Ag. La metodologia, conocida como “técnicas in-
munoquimicas”, por su alta sensibilidad y especificidad permite la ubicacion y cuantifi-

cacion de moléculas presentes en los tejidos, aun en concentraciones reducidas.
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Algunas de las pruebas fundamentadas en la reaccion Ag-Ac son: la inmunohis-
toquimica, inmunocitoquimica, inmunofluorescencia, radioinmunoanalisis, inmunopreci-
pitacion, citometria de flujo, la prueba de ELISA y Western blot (Gonzalez, R.), cuyas
principales propiedades son su alta especificidad, selectividad y sensibilidad, debido a
que los Ac pueden diferenciar dos Ag muy similares, aun en cantidades pequefas.
Asimismo, es posible observar la relacion directamente proporcional entre la cantidad
de Ag presente en la muestra y la cantidad de reaccion Ag-Ac detectada. Las técnicas
de inmunoquimica emplean Ac mono o policlonales para detectar Ag presentes en célu-
las y tejidos. Estas pruebas pueden ser: a) directas, cuando el Ac primario esta marca-
do con un flourocromo 0 una enzima que al reaccionar con su sustrato produce un pre-
cipitado de color, indicando la ubicacién del Ag, o b) indirectas, en la que se emplea un
segundo Ac marcado que se une al Ac primario.

La inmunoflourescencia indirecta es una variante de la inmunoquimica, consis-
te en incubar el Ag, presente en la muestra (células, tejidos, exudado, secreciones,
etc.), con un Ac primario especifico contra el Ag que se desea identificar, posteriormen-
te se afiade un segundo anti-anticuerpo marcado con un fluorocromo, que se unira al
complejo Ag-Ac primario (figura 1) y tras una nueva incubacion, la reaccién se visualiza

al microscopio con lampara de luz ultravioleta (figura 2).

Ao

http://www.reven.org/blog/2008/11/10/mi-proyectd http://kn®l.google.com/kf-/-/3fySeowy8suq3/mulfsm/6484loresl.jpg

Figura 1. Inmunofourescencia por el método Figura 2. Inmunolocalizacién del virus sincitial respirato-

indirecto: 1 antigeno; 2 anticuerpo primario, rio (VSR). Los espacios luminosos indican la localiza-

3 anticuerpo secundario; 4 fluorocromo con- cion del VSR (marcada con unaestrella), en las células

jugado con el anticuerpo secundario. del epitelio respiratotio (esféras opacas marcadas con
una flecha).
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Esta prueba permite reconocer, determinantes antigénicos (parte de la molécula
contra la cual va dirigido el anticuerpo), sobre muestras tisulares o citolégicas. Asi, utili-
zando la reaccidn antigeno-anticuerpo es posible identificar moléculas como: receptores
de membrana, proteinas del citoesqueleto, neurotransmisores, factores de crecimiento,
ciclinas, cinasas y proteinas citosdlicas, etc., caracteristicas de distintas lineas de dife-
renciacion y funcion celular, y su relacién con la morfologia y fisiologia del tejido. Esta
técnica tiene gran aplicacion en el area de la salud para el diagndéstico de enfermeda-
des bacterianas, virales, metabdlicas, del sistema inmune y en investigacion basica y

aplicada en organismos animales y vegetales.

OBJETIVO
Localizar microanatbmicamente con una alta especificidad y sensibilidad, la expresiéon
de moléculas constitutivas de las células y correlacionarlas con los pardmetros morfol6-

gicos, fisiolégicos y/o patoldgicos de las células y/o tejidos de estudio.

EQUIPO

Céamara humeda

Criostato

Microscopio de fluorescencia
Potenciémetro

MATERIALES

Cubreobjetos

Matraces de 1 000, 500 y 100 ml
Micropipetas varios volimenes
Pipetas de Pasteur

Portaobjetos

Probetas de 1 000, 500 y 100 ml
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REACTIVOS
Nombre Marca No. de catalogo
Agua bidestilada MILLI-Q Z00QSV001
Albumina bovina libre de IgG SIGMA 7030
Anticuerpo primario INVITROGEN
Anticuerpo sec. conjugado con fluoresceina INVITROGEN
Cloruro de sodio (NacCl) SIGMA S3014
Fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,) SIGMA S71653
Fosfato de sodio monobasico (NaH,PO,) SIGMA S5011
Hidroxido de sodio (NaOH) J. T. BAKER 0028
loduro de propidio (IP) SIGMA P4864
Medio de inclusion Tissue-teck AMERSHAM
Medio de montaje (Vectashield) VECTOR LAB H1000
Paraformaldehido SIGMA P6148
Sacarosa SIGMA S9378
Triton 100X BIO-RAD 161-0407

PREPARACION DE REACTIVOS (Lynch et al., 1977)

Solucién Buffer de Fosfatos Salina (PBS, Phosphate Buffer Saline)

NacCl 105 mM
NaH,PO, 3 mM
Na,HPO,4 12 mM

H,O Bidestilada cbp

pHa 7.4 con HCl o NaOH y aforara 1 L.

8.20 g
0.43 g
1.74 g

1 000 ml

Disolver los reactivos en el agua bidestilada en el érden en que aparecen y regular el

PBS -Triton-100X al 2 % (PBS-T)

Triton-100X
PBS cbp

2ml
100 ml

Disolver 2 ml de Triton-100X en 90 ml de PBS y regular el pH con HCI o NaOH

18
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Paraformaldehido al 4 %

Paraformaldehido 4009
PBS 100 mi
NaOH 1M Unas gotas

Disolver el paraformaldehido en 80 ml de PBS

Calentar entre 56 y 60 °C para disolver el paraformaldehido

Agregar las gotas necesarias de NaOH para aclarar la solucién

Dejar enfriar y regular el pH a 7.2 - 7.4 con HCIl o NaOH

Aforar a 100 ml con PBS

Almacenar en refrigeracion (se puede almacenar hasta por un mes, después pierde
poco a poco su actividad, se recomienda preparar solo la cantidad que se vaya a

usar).

Soluciones para Crioproteccion

Sacarosa (3 soluciones de concentracion porcentual cresciente al
10, 20y 30 %)

PBS cbp 100 ml

Disolver la sacarosa en 90 ml de PBS, regular el pH 7.2 - 7.4 con HC| o NaOH y afo-
rar a 100 ml

10,20y 30 g

Solucién loduro de Propidio (IP)

Solucién Madre

loduro de propidio 10 mg
H,O Bidestilada cbp 1mi
Solucién de trabajo

Solucién stock 1ul
PBS 999 ul

METODOLOGIA
Fijar el tejido de estudio por inmersién (porcion de tejido u 6rgano completo) en para-

formaldehido al 4 %, de 1 a 6 h, preferentemente de 12 a 24 h a 4 °C. El volumen del fi-
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jador debera ser 20 veces superior al volumen del tejido de estudio.

Lavar el tejido en PBS durante 2 min, 3 veces.

Crioproteccion: impregnar el tejido de estudio en sacarosa al 10 % en PBS, a 4
°C por 24 h o hasta que el tejido se vaya al fondo del frasco.

Repetir el procedimiento con sacarosa al 20 y 30 %. El volumen de la sacarosa
debera ser 10 veces superior al volumen del tejido de estudio.

Una vez completado el proceso de crioproteccion, sacar el tejido de la sacarosa
al 30 % y secar el exceso de solucion con papel filtro.

Montar el tejido en el porta-muestras con el medio de inclusion para congelacion
“Tissue-teck” y congelar en el criostato.

Cubrir toda la muestra con el medio de inclusion y volver a congelar (figura 3),
repetir este procedimiento hasta obtener un bloque compacto, completamente cubierto
con el medio de inclusion, el cual daré soporte al tejido para hacer los cortes.

Cortar el tejido en el criostato a la temperatura recomendada (tabla 1), a un es-
pesor de 5 um o el requerido segun lo indique el protocolo de investigacion que se esté

realizando (figura 4).

1

ioclas.clfintran CLAS_HOME/2_1_histol§

Figura 3. Criostato. Porta muestras (flecha). Los teji- Figura 4. Cortes de tejido en los portaobjetos.
dos se montan sobre el portamuentras con el medio Los cortes se recogen del criostato con los
de inclusién Tissue-Tek. portaobjetos directamente.
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Tabla 1. Temperaturas de trabajo para diferentes tejidos

Tejido -10a-15°C -15a-25°C -25a-30 °C

Cépsula suprarrenal X X

Médula 6sea X

Cerebro X

Vejiga X

Mama con alto contenido de grasa X

Mama con bajo contenido de grasa X

X

Cartilago X

X

Cuello uterino
Tejido adiposo X
Corazén y vasos sanguineos

Visceras

Rifién

Laringe

Labio X
Higado

Pulmoén

Ganglio linfatico

Musculo

Nariz

Pancreas

Glandula prostatica

X X X X X X X X X X X X X

Ovario
Piel con tejido adiposo X
Piel sin tejido adiposo

Bazo X
Testiculo X

Tiroides

X X X X X

Lengua

Con la ayuda con un pincel de pelo fino, se recogen los cortes directamente del
criostato con un portaobjetos, teniendo cuidado de que no se plieguen los cortes (si no
se procesan inmediatamente, almacenar los portaobjetos en cajas para laminillas y

conservarlos -20 °C).
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Si los cortes se guardaron en congelacion, rehidratar por 10 min con PBS (la
cantidad necesaria para cubrir el corte de tejido), a partir de este paso se trabajaré en la

camara humeda (figura 5).

http://www.medssofia.com/inmunohistioquimica.html

Figura 5. Camara Humeda. Las flechas sefialan: los
sargentos sobre los que se colocan los portaobjetos que
contienen los cortes; las canaletas se llenan de agua para
hacer el efecto de la camara humedda y la cubierta para
evitar la desecacién del agua durante el tiempo de
incubacion.

Permeabilizar los cortes con PBS-Triton-100X al 2 % (PBS-T), por 10 min.
e Cubrir los cortes con la cantidad suficiente de PBS-T utilizando una pipeta
Pasteur
e Transcurrido el tiempo decantar el PBS-T y acercar a una orilla del corte un
trozo de papel filtro, para eliminar el exceso de solucion.
Bloquear el marcaje inespecifico con albumina bovina libre de IgG 0.5 % en PBS-
T, durante 30 min a temperatura ambiente (TA). Opcién: bloguear con suero fetal bovi-
no (SFB) al 0.5 % en PBS-T.
e Depositar sobre los cortes la solucion bloqueadora, en cantidad suficiente pa-
ra cubrirlos utilizando una pipeta Pasteur.
Transcurrido el tiempo eliminar la solucion bloqgueadora como en el paso anterior.
Lavar 2 veces por 5 min en PBS-T y eliminar el exceso de solucién como en el

paso anterior.
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Incubar el tejido con el anticuerpo primario diluido en PBS-T (a la concentracion
sugerida por el proveedor y en cantidad suficiente para cubrir los cortes), toda la noche
en camara humeda a 4 °C.

Transcurrido el tiempo de incubacion, lavar 3 veces por 5 min c/u con PBS-T de
la manera descrita anteriormente.

Incubar con el anticuerpo secundario marcado con fluoresceina (a la concentra-
cion sugerida por el proveedor), diluido en PBS-T, por una hora a TA en la camara
hameda, teniendo cuidado de cubrir con papel aluminio la cubierta transparente de la
camara para protegerlo de la luz.

Lavar 3 veces por 5 min c/u con PBS-T y una vez por 3 min con PBS, como se
describio anteriormente.

Tefiir nucleos celulares por 3 min con la solucién de trabajo de loduro de Propi-
dio, en cantidad suficiente para cubrir los cortes.

Lavar 2 veces por 5 min con PBS.

Lavar 2 veces por 5 min con H,O bidestilada.

Lavar 1 vez por 5 min con PBS-T.

Montar los cubreobjetos con Vectashield (medio de montaje especial para fluo-
rescencia). Depositar una gota de Vectashield sobre el tejido y sobre ésta depositar el
cubreobjetos lentamente para evitar que se formen burbujas, eliminar el exceso del me-

dio de montaje del contorno del cubreobjetos y sellar con barniz de ufias (figura 6).

Cubreobjetos

2

ubreobjetos

+ Barniz de ufias

Tejidos f Portaobjetos

Medio de Montaje
(Vectashield)

Portaobjetos

cooco

:()‘. C
/.w

hitp://www.google.com.mx/imgresPq=montaje+de+cubreobjetos&hl=esBgbv=28&biw=13668bih=

Figura 6. Montaje de cubreobjetos. Depositar una gota de medio de
montaje sobre el tejido (1); aplicar lentamente el cubreobjetos sobre la
muestra (2); sellar con barniz de ufias para evitar la desecacion del medio
de montaje (3).
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Observar al microscopio de flourescencia.
Contar en 100 células, el nUmero de células marcadas positivamente (tefiidas de

verde fluorescente), para obtener el % de células positivas al anticuerpo.
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IDENTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE WESTERN BLOT
Madai Angélica Gébmez Camarillo
Coordinadora del CIGyA

INTRODUCCION
En 1975, Edwin Mellor Southern publicé la técnica Southern blot, para detectar frag-
mentos de DNA separados por electroforesis en gel, en contraposicion, la prueba de
Northern blot basada en el mismo principio permite la deteccion de fragmentos de RNA.
Asi, en un juego de palabras, Neal Burnette (1981) denomind Western blot a la técnica
desarrollada por George Stark (Cerezo y Madrid 1995; Renart et al., 1979), que es em-
pleada para detectar proteinas presentes en muestras de tejidos homogeneizados o
extractos de proteinas, y aplica el mismo principio electroforético para su separacion.
Esta técnica es usada en biologia molecular, bioguimica e inmunogenética para
analizar mezclas complejas de proteinas, y consiste en someter los extractos de protei-
nas a electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), en presencia de dodecil sulfato de
sodio (SDS), detergente desnaturalizante que ocasiona la pérdida de la estructura tridi-
mensional de las proteinas, por lo que la migracién de éstas en el gel es proporcional a
su carga i6nica y tamafio de la molécula, separando las proteinas en funcién de su pe-
so molecular. Posteriormente, las proteinas asi separadas son transferidas a una mem-
brana, que puede ser de nitrocelulosa, PVDF (polyvinylidene difluoride) o de nylon, en
la que se lleva a cabo la deteccion de las bandas proteicas por un sistema de inmuno-
deteccion indirecta (figura 1), para esto, se utiliza un anticuerpo primario para localizar
la proteina de interés, y un segundo anticuerpo que detecta y se une al anticuerpo pri-
mario. El segundo anticuerpo estd marcado con una enzima (peroxidasa de rabano
(HPR) o fosfatasa alcalina), que en presencia de su sustrato, cataliza una reaccion ca-
paz de producir una sefial detectable en el lugar de accion de la enzima, debida a la
formacién de un precipitado coloreado o emision de una sefial luminosa (quimioluminis-
cencia), la cual indica la ubicacién de la banda de proteina en la membrana (figura 1).
De esta manera se puede identificar y cuantificar una proteina en particular, pre-
sente en una mezcla compleja de proteinas (Garcia-Pérez 2000; Gomez-Camarillo et
al., 2005, 2009, 2011; Yabar, 2003).
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OBJETIVO

Identificar con anticuerpos especificos, proteinas separadas por electroforesis de una
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Figura 1. 1A: Inmunodetecion indirecta, emplea un anticuerpo primario
dirigido contra el antigeno y un anticuerpo secundario marcado con un
sistema cromogénico, que se une al anticuerpo primario y reacciona para
permitir la visualizacion de la proteina de estudio; 1B: Electroforesis en gel
de poliacrilamida, cada banda corresponde a una proteina de una muestra
compleja de proteinas; 1C: Visualizacion de una proteina especifica por
inmunodeteccion indirecta.

Esta técnica tiene una gran cantidad de aplicaciones, una de las mas importantes
desde el punto de vista médico, es en el diagndstico de enfermedades hereditarias, in-
fecciosas y neoplasicas, asi como en estudios de regulacion de la expresion génica y

en la terapia con proteinas recombinantes, ademas de en investigacion basica y aplica-

mezcla compleja de proteinas.
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EQUIPO

Agitador

Agitador oscilatorio

Bafio Maria

Camara de electroforeisis
Centrifuga refrigerada

Chasis para radiografia

Fuente de poder

Camara de transferencia Tank Transfer System
Homogenizador de tejidos
Microcentrifuga

Microppipetas varios volimenes
Parrilla de agitacion y calentamiento
Potenciometro

Scanner

Software “Molecular Imagin”

Lector de placas de ELISA, con filtro de 595 nm

MATERIALES

Cajas de incubacion

Frascos de cristal de 1 000, 500, 100 y 50 ml
Papel filtro

Fibra Scotch

Placas para ELISA de 90 pozos

Probetas de 1 000, 500, 100, 10y 5 ml
Puntas para micropipetas

Tubos eppendorf 2 mi
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REACTIVOS
Nombre Marca No. de Catalogo
Reactivo de Bradford Protein Assay BIO-RAD 500-0205
Albumina bovina libre de inmunoglobulinas (IgG) SIGMA A7030
Acrilamida BIO-RAD 161-0107
Bis-Acrilamida BIO-RAD 1610122
Persulfato de amonio BIO-RAD 161-0700
TEMED BIO-RAD 161-0801
Agua desionizada Milli-Q MILLI-Q Z00QSVvo001
Marcador de peso molecular BIO-RAD 161-0324
Membrana de Nitrocelulosa BIO-RAD 162-0115
Tween-20 BIO-RAD 170-6531
Leche Svelty NESTLE
Anticuerpo primario INVITROGEN
Anticuerpo sec. c/HRP INVOTRGEN
Kit de Quimioluminiscencia ECL Plus AMRESHAM  RPN2132
Pelicula radiogréfica Kodak KODAK Kodak
NaCl SIGMA S3014
Tris Base SIGMA 93362
Acido etilen-diamino tetracetico (EDTA) BIO-RAD 161-0729
Glicerol SIGMA G8773
Nonidet P-40 (NP-40) THERMO 28324B
SCIENTIFIC
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) BIO-RAD 161-0301
B-Mercaptoetanol BIO-RAD 161-0710
Azul de Bromofenol SIGMA 114391
Glicina BIO-RAD 161-0718
Metanol SIGMA 494437
Rojo de Punceau BIO-RAD
Inhibidores de proteasas
Aprotinina SIGMA A3428
PMSF SIGMA 93482
Leupeptina SIGMA L5793
Ortovanadato SIGMA S6508
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PREPARACION DE REACTIVOS

Buffer de Lisis

NacCl 150 mM 1.75¢
Tris Base 20 mM 0.485¢g
EDTA 5mM 2 mi

Disolver los reactivos en 150 ml de H,O desionizada, en el orden arriba indicado, y
regular pH a 7.4, antes de agregar el NP-40

Agregar los siguientes reactivos:

Glicerol 10 % 20 ml
NP-40 1% 2ml
(este reactivo dafia el electrodo del potenciémetro)

Inhibidores de proteasas 1 ul de la dilucién de trabajo de c/u
H,O desionizada cbp 200 ml

Inhibidores de Proteasas
Soluciones Madre Diluciones de trabajo
Aprotinina 22.5 pg/ml de H,O Preparar cada uno de los inhibidores
PMSF 1.0 mM (en etanol) de proteasas por separado.
Leupeptina  10.0 mg/2.5 ml H,O Agregar 1ul de solucion stock en 999
Vanadato 1.0mM HO ul Buffer de lisis

Solucién Madre de Albumina

Albumina 1mg Concentracion: 1 pg de albumina por pl
H,O desionizada 1ml de solucion stock

Diluciones para la Curva de Albumina

H,O Desionizada Soluciéon madre de Albumina
160.0 ul Oul=0png
159.0 pl lul=1png
155.0 pl 5ul=5pg Agregar a c/u 40 ul de
150.0 pl 10 wl =10 pg Reactivo de Bradford
145.0 pl 15 =15 ug
140.0 pl 20 ul =20 ug

Preparar, por triplicado, cada una de las diluciones en los pozos de una placa de
ELISA.
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Buffer de Muestra

5X 5X

Glicerol 50 % 10 ml 100 ml
SDS 10 % 29 20 g
Buffer Tris pH 6.8 (partiendo de la solucién 0.5 M se obtiene 2.6 ml 26 ml
una concentracion 65 mM)

B—Mercaptoetanol 5 % 1ml 10 ml
Azul de Bromofenol pizca pizca
H,O desionizada cbp 20 ml 200 ml

Concentracion de acrilamida para preparacion de los geles
segun el peso molecular de la proteina problema

PM de la Proteina en kDa Gel
14 14 % Preparar el gel al % necesario de acri-
15-17 12 % lamida, segun el peso molecular de la
20 - 200 10 % proteina por analizar.
50 - 250 8 %
> 250 7%

Solucién de Archilamida-Bis-Acrilamida (poliacrilamida) 30 %

Acrilamida 29.0g

Bis-acrilamida 1049

H,O desionizada cbp 100 ml
Persulfato de Amonio 10 %

Pesulfato de amonio 10g

H,O desionizada cbp 10 ml

30



MANUAL DE TECNICAS EN GENETICA Y AMBIENTE

Buffer de Separacion (Tris 1.5 M pH 8.8)

Tris-Base (1.5 M) 36.33 g
SDS 0.4 % 0.8g
H,O desionizada cbp 200 ml
Regular pH a 8.8
Gel de Separacion (corrida) al 10 % de acrilamida

REACTIVOS 1 GEL 2 GELES 4 GELES
Buffer de separacién pH 8.8 1.25 ml 2.50 mi 5.00 ml
Archilamida/Bis-Acrilamida 1.65 ml 3.30 mi 6.60 ml
H,O desionizada 2.10 mi 4.20 ml 8.40 ml
Persulfato de amonio 100 pl 150 pl 200 ul
TEMED 15 pl 15 pl 15 pl

Buffer de Concentracién (Tris 0.5M pH 6.8)
Tris-Base (0.5 M) 1209
SDS 0.4 % 08¢
H,O desionizada cbp 200 ml
Regular pH a 6.8
Gel de Concentracioén al 10 % de acrilamida

H,O desionizada 61 ml
Buffer de Concentracion pH 6.8 25 ml
Archilamida-Bisacrilamida 30 % 13 mi
Tomar 4 ml de la mezcla (para 2 geles de 1.0 mm) y agregar
Persulfato de amonio 90 pl
TEMED 9 ul
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Buffer de Corrida
Tris-Base (25 mM) 3.00¢g
Glicina (192 mM) 14.40 g
SDS (0.1 %) 1.00 g
H,O desionizada cbp 1000 ml
pH 8.3
Buffer de Transferencia
Tris-Base (25 mM) 3.00g
Glicina (192 mM) 1440 g
SDS (0.1 %) 1.00g
Regular pH a 8.3
Metanol 200 ml
H,O Desionizada cbp 1000 ml
TBSpH 7.5
Tris-Base 50 mM 6.05¢g
NacCl 150 mM 8.76 g
H,O Desionizada cbp 1 000 ml
TBS-Tween 20 al 0.1 %, pH 7.5
Tris-Base 50 mM 6.05¢
NacCl 150 mM 8.76 g
Tween20 0.1 % 1ml
H,O Desionizada cbp 1 000 ml
Solucién Bloqueadora
Leche Svelty 50
TBS-Tween 0.1 % cbp 100 mi

METODOLOGIA
Extraccién de Proteinas Totales

Homogenizar el espécimen de estudio (tejido animal o vegetal), aproximadamente de 5
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mm?3, en un tubo eppendorf de 2 ml con 200 ul de buffer de lisis. Mantener en hielo.

Centrifugar 10 min a 10 000 rpm a 4 °C (en centrifuga refrigerada) y obtener el
sobrenadante, evitando recoger sedimento. Mantener en hielo. Si no se usan inmedia-
tamente, alicuotar el homogenizado de tejido (muestra) en volimenes de 30 ul y conge-
lar a -20 °C.

Cuantificacion de Proteinas Totales

La Ley de Beer y Lamber establece que la medicion de la cantidad de luz absorbida por
una substancia puede ser usada para medir su concentracion en una solucion. Para
obtener la concentracion total de proteinas en cada muestra se realiza lo siguiente.

Curva de albumina: cargar en cada pozo de la placa de ELISA el volumen de
agua desionizada y albumina, segun lo establecido en la preparacion de reactivos.

Muestra(s): cargar 159 ul de agua desionizada en cada pozo y agregar 1 ul de
la(s) muestra(s).

Agregar 40 pl de reactivo de Bradford, a cada uno de los pozos y mezclar hasta
obtener un color homogéneo (azul), evitar la formacion de burbujas, incubar por 10 mi-
nutos a temperatura ambiente (TA).

Medir la absorbancia de la curva de albumina y de las muestras de estudio en un
lector de ELISA a 595 nm dentro de los siguientes 30 min.

NOTA: Realizar por triplicado en la placa de ELISA, tanto la curva de albumina,
como las muestras de estudio.

Obtener el promedio de las lecturas de absorbancia, tanto de la curva de albimi-
na, como de la(s) muestra(s) y graficar los promedios de la curva de albumina (figura 2).

Curvade Albumina

[N

Absobancia

il
/

1 2 3 4 5
Hg de albumina

QUe Q9
o N B D o =

y= 0.0168
R?=0.9775

w9

Figura 2. Donde “y” es el valor de la
absorbancia de 1pg de albumina y el valor de
R?, que debera ser lo méas cercano a 1.
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Tomando como referencia la curva de albumina, hacer el calculo de la concen-

tracion de proteinas totales de cada muestra aplicando la siguiente férmula.

Ejemplo:
Am Donde:

[Pr] = ——Xla] 3 ,

a P+ = Concentracion de proteina total
Am = Absorbancia de la muestra

0.112

Pr] = X[1 Aa = Absorbancia de la albumina

] 0.0168 1]

a = Concentracion de la albumina

[Pr] = 666 pug/ul

Preparacion de Muestras para Electroforesis
Calcular el volumen necesario de la muestra para obtener 30 pg de proteina y llevar a
un volumen total de 25 pl con buffer de muestra.

Ejemplo:
1ul - 6.66 ug/pl
X —30.00 pg

1X30
X =

6.66
X =45yl

Tomar 4.5 pl de la muestra de estudio, agregar 21.5 ul de buffer de carga y hervir

por 3 minutos en bafio Maria.

Ensamblaje de la Camara de Electroforesis

Las camaras de electroforesis presentan algunas diferencias entre ellas, se recomienda
seguir las instrucciones para ensamblar la camara. No obstante, técnicamente todas las
camaras se rigen por los mismos principios, en la figura 3 se muestra un ejemplo de los

elementos que integran una camara de electroforesis.
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Figura 3. Camara de electroforesis: A: 1.- Soporte para marcos de montaje de vidrios 2.- Marco
para el montaje de vidrios; 3.- vidrios con espaciadores integrados; 4 peines; 5.- marco de sujecién
de geles y ensamblaje del electrodo; 6.- guias para cargar las muestras; 7.- Tanque de
electroforesis vertical. B: 1.- fuente de poder; 2.- Sistema de electroforesis ensamblado.

Preparaciéon de Geles de Poliacrilamida

Gel de separacion

Ensamblar los vidrios y montarlos en el soporte, colocar el peine entre los vidrios y con
un marcador trazar una linea horizontal 1 cm por debajo de los dientes del peine, para
marcar el limite hasta donde sera vertido el gel de separacion.

Retirar el peine y agregar lentamente la solucion del gel de separacion (ver pre-
paraciéon de reactivos) entre los vidrios hasta la marca, evitando la formaciéon de burbu-
jas.

Afadir lentamente sobre la solucién del gel de separacién, el volumen de agua
desionizada necesario para llenar el espacio entre los vidrios, para evitar que el ingreso
de oxigeno retarde la polimerizacién del gel.

Dejar polimerizar a TA de 20 a 30 min, una vez polimerizado el gel, eliminar el
agua y secar con papel filtro.

Gel de concentracion

Sobre el gel de separacion polimerizado, agregar la solucion del gel de concen-
tracion evitado que se formen burbujas, colocar el peine entre los vidrios, para que los
dientes del peine formen los pozos en el gel de concentracion.

Dejar polimerizar a TA de 20 a 30 min.
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Una vez polimerizado el gel, retirar cuidadosamente el peine y lavar con agua

destilada los pozos formados en el gel de concentracién (figura 4).

< glde

Concentracién

Gelde
Separacién

.&“L ooy
Gel
[
3 6
Figura 4. Procedimiento para la prepara- Figura 5. 1: Marco de sujecion de los geles; 2 Sis
cion de geles de poliacrilamida. tema integrado por los marcos de sujecion de los geles

y el ensamblaje de los electrodos.

NOTA: Usar guantes durante el procedimiento de electroforesis de proteinas pa-
ra evitar la degradacion de las proteinas por accion de las proteasas presentes en las

manos.

Electroforesis de Proteinas
Ensamblar el sistema que contienen los geles polimerizados y los electrodos (figura 5).
Sumergir el sistema en el tanque que contiene el buffer de corrida para protei-
nas, cuidar que los pozos de los geles estén totalmente cubiertos con el buffer.
En el primer pozo (carril 1) cargar 10 ul del marcador de peso molecular de pro-
teinas pretefiido, en los siguientes carriles cargar 25 pl de la(s) muestra(s) de estudio.
NOTA: Los carriles que no se empleen, se cargaran con buffer de muestra.
Cubrir el tanque con la tapa y conectar los cables de los electrodos a la fuente de
poder. Aplicar una corriente de 80 V para iniciar la electroforesis, hasta que las mues-

tras lleguen a la base del gel de concentracién, aumentar a 180 V para continuar con la
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electroforesis, hasta que las muestras contenidas en los carriles lleguen a la base del
gel de separacion y empiece a salir de los geles (frente de corrida figura 6).

Finalizada la electroforesis apagar la fuente de poder, desensamblar la cAmara y
recuperar los vidrios que contienen los geles.

Separar lentamente los vidrios con un espaciador, de manera que se separen los
vidrios que contienen el gel.

Con una espatula separar y eliminar el gel de concentraciéon, quedando Unica-
mente el gel de separacién al que se le hara una pequefia muesca en una esquina, pa-
ra tener una referencia de orientacion del orden de las muestras de estudio.

Remover el gel del vidrio con sumo cuidado para no romperlo, para esto es
aconsejable sumergir el vidrio en buffer de corrida y separar el gel con un espaciador.

Lavar el gel brevemente con agua destilada.

Transferencia de Proteinas a la Membrana de Nitrocelulosa
Cortar la membrana de nitrocelulosa del tamafio del gel.

Activar la membrana sumergiéndola en metanol absoluto por 30 s.

En buffer de transferencia, sumergir por 10 min, dos hojas de papel filtro, dos ca-
pas de fibra scotch y la membrana de nitrocelulosa.

Con los elementos asi procesados, se hara un emparedado, colocandolos en el
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siguiente orden sobre el lado negro del cassette de transferencia:

. Una capa de fibra scotch
. Una hoja de papel filtro
. El gel con la electroforesis de proteinas

1
2
3
4. Una hoja de nitrocelulosa
5. Una hoja de papel filtro

6

. Una capa de fibra scotch
Asegurar el cassette de transferencia con el broche de seguridad e insertarlo en

la camara de transferencia, colocar la parte negra del cassette hacia la parte negra del

sistema de insercidn del cassette y ensamblaje de los electrodos (figura 7).

Figura 7. Camara de transferencia: 1.- Cassette; 2.- Sistema de
inserciébn del cassette y ensamblaje de los electrodos; 3.-
refrigerante; 4.- Tanque de transferencia

Llenar la camara con el buffer de transferencia y hacer la transferencia de las
proteinas a la membrana de nitrocelulosa a 400 mA (miliamperios) por 2 h a 4 °C.
Transcurrido el tiempo de transferencia se separa el emparedado y se sumerge

la membrana de nitrocelulosa en rojo de Punceau por 15 min, (para asegurarse que las
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proteinas fueron transferidas a la membrana), lavar el exceso de colorante con agua

corriente, observar las bandas de proteina tefiidas de rosa.

Inmunoreaccion
Lavar la membrana de nitrocelulosa en TBS-Tween-20 al 0.1 %, hasta que desaparezca
completamente el colorante de Punceau.

Bloquear con solucion bloqueadora por una hora a TA.

Enjuagar con TBS-Tween-20 0.1 %.

Incubar con el anticuerpo primario (concentracion recomendada por el fabrican-
te), durante toda la noche a 4 °C (opcional 2 h a TA).

Lavar dos veces, 5 min c/u, con TBS-Tween-20 al 0.1 %

Incubar con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP)
1:3 000 por 1 h a TA.

Lavar dos veces por 5 min c/u con TBS-Tween-20 al 0.1 % pH 7.5

Revelado por Quimioluminiscencia
Lavar, escurrir y dejar secar ligeramente las membranas, colocarlas sobre una mica de
plastico.

En el cuarto obscuro

Preparar el reactivo de quimioluminiscencia de acuerdo a las indicaciones del fa-
bricante (suficiente para cubrir las membranas donde se transfirieron las proteinas).

Depositar el reactivo sobre las membranas y cubrirlas con una mica de plastico,
dejar actuar el reactivo (tiempo indicado por el fabricante).

Escurrir el excedente de reactivo y pasarlas a una mica limpia.

Colocar las membranas en el chasis para radiografia, hacer la impresion de las

placas radiograficas y revelarlas.

Evaluacion por densidad 6ptica de las bandas de proteina inmunodetectadas
La cuantificacion de la densidad éptica de las bandas de proteina se realiza de la si-
guiente manera:

Capturar con scanner la imagen de bandas impresas en las placas radiograficas.
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Procesar las imagenes digitalizadas en el scanner, con el software para andlisis

de imagenes “Molecular Imaging” de Kodak.
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PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA EMPLEANDO Daphnia magna
Oliverio Garcia Jiménez

Laboratorio de Mutagénesis y Quimica Ambiental

INTRODUCCION

La prueba de toxicidad aguda determina los efectos letales o subletales causados por
un contaminante fisico o quimico sobre un organismo, durante un periodo de exposicion
de 48 horas. La estimacion obtenida de ésta prueba es la relacion dosis-respuesta y se
expresa por la Concentracion Letal Media (CLsp), la cual se refiere a la concentracion
que produce la muerte del 50 % de los organismos expuestos con un nivel de confiabili-
dad del 95 % (Larrain, 1995).

En 1977 un grupo de cientificos interesados en formalizar las pruebas de toxici-
dad con organismos vivos, discutieron las caracteristicas que éstas deberian tener y las
categorizaron en orden de importancia: a) por su capacidad de generar resultados
ecologicamente significativos, b) ofrecer informacion confiable, desde el punto de vista
cientifico y legal basada en métodos disponibles, rutinarios y de amplia aplicacién, c)
ser predictivos de efectos ecoldgicos y d) ser aplicable a una amplia variedad de com-
puestos. Los resultados de la discusion colocaron a las pruebas de toxicidad aguda con
calificaciones altas, debido a que cumplen con la mayoria de las caracteristicas antes
mencionadas (APHA, 1987).

No obstante, cabe sefalar que este tipo de evaluaciones pueden tener algunas
limitantes, ya que el hecho de que demuestren que un contaminante ocasiona la morta-
lidad del 50 % de los organismos no necesariamente significa que pueda presentar da-
flo ecoldgico. Asi mismo, estas pruebas no pueden detectar de manera rapida los efec-
tos de compuestos que no son letales, pero si evalla aquellos que retardan el desarro-
llo (crecimiento o reproduccion) de los organismos, o de compuestos que producen da-
flos a nivel poblacional, los cuales pueden tener un impacto ecolégico considerable
(Needham et al., 1937). Sin embargo, es importante enfatizar que las pruebas de toxici-
dad aguda son de gran utilidad, porque permiten generar una base de datos para la
comparacion de la sensibilidad de los organismos a los contaminantes o de un grupo de

compuestos en un organismo en particular, de una manera rapida y economica.
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Actualmente, los resultados de las pruebas de toxicidad aguda son aceptados
como estimaciones conservadoras de efectos potenciales de las sustancias en el am-
biente y se reconoce su utilidad en los programas de monitoreo ambiental, asi como
para la regulacion de sustancias, ya que son econdémicas, que permiten identificar los
efectos potenciales de los contaminantes generados por actividades agricolas, acuico-
las, industriales y urbanas. Asi como también, evaluar la biodisponibilidad de contami-
nantes, inclusive en muestras de mezclas complejas, a través de una gran diversidad
de respuestas a distintos niveles de organizacion bioldgica, que van desde alteraciones
bioquimicas y moleculares, hasta disfuncion endocrina, modificaciones conductuales y
fisiologicas (efectos sobre crecimiento, reproduccién) y de los parametros poblaciona-
les. Desde el punto de vista regulatorio, las pruebas de toxicidad aguda pueden utilizar-
se para establecer criterios de calidad ambiental, controlar descargas de aguas residua-
les, municipales e industriales, regular el uso y produccion de sustancias quimicas, asi
como también para enjuiciar y defender actividades relacionadas con los contaminantes
en casos de litigio ambiental (NCh, 1999). En México, la prueba se realiza siguiendo los
lineamientos establecidos por la norma mexicana NMX-AA-087-SCFI-2010.

Dentro del grupo de los claddceros, las especies de Daphnia, especificamente
Daphnia magna (figura 1) es la mas utilizada como organismo de prueba en toxicidad

aguda.

Figura 1. Morfologia de Daphnia magna.
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Su amplia distribucion geografica, importancia en la comunidad zooplancténica,
facilidad de cultivo en el laboratorio, reproduccion partenogénica, ciclo de vida corto y
produccion de un alto numero de crias, han hecho de este grupo el ideal para la eva-
luacion de toxicidad a nivel universal, permite determinar la letalidad potencial de sus-
tancias puras, aguas residuales, industriales y municipales, lixiviados y efluentes agrico-
las (Goulden y Henry, 1987).

D. magna se puede obtener de compafias proveedoras de materiales biol6gicos,
quienes certifican la especie (Biensinger y Christensen, 1972). El promedio de vida
optimo es de 40 a 56 dias, sin embargo, para establecer las condiciones del cultivo en
el laboratorio es necesario tener en cuenta la calidad del agua, la intensidad de luz y
temperatura. Es importante dar seguimiento al ciclo bioldgico y determinar el tiempo
necesario para alcanzar la madurez sexual y tasa reproductora (Gutiérrez et al., 1989),

ademas de evaluar la sensibilidad, utilizando dicromato de potasio (Edley y Law, 1988).

Ciclo biolégico de Daphnia magna

Su reproduccién es generalmente por partenogénesis, donde las hembras producen
células diploides con un mismo genotipo, por lo tanto, se obtiene una poblacion sola-
mente de hembras. El desarrollo de los huevos dentro de la camara de incubacion has-
ta su eclosién es de 72 h. Cuando los organismos son liberados cambian de muda (se
libera de su exoesqueleto) hasta alcanzar su madurez sexual y obtener su primera ni-
dada, que es cuando se produce su primer descendencia y cada individuo de D. magna
produce de 6 a 10 crias por nidada.

Algunos factores desfavorables como: a) sobrepoblacion, b) falta de alimento, c)
temperaturas extremas, y d) acumulacion de productos de desechos, inducen a las
hembras a que produzcan 6vulos constituidos de células haploides que al ser fecunda-
dos se obtienen huevos cubiertos por una capsula protectora oscura llamada efipio.
Cuando éstos son liberados pueden soportar la desecacién y la congelacién e incluso
resistir el paso por el tubo digestivo de peces, aves y mamiferos. Estos huevos pueden
sobrevivir tanto en invierno, como en las sequias estivales. Cuando reaparecen las
condiciones favorables, eclosionan dando lugar a hembras partenogenéticas que inician

de nuevo el ciclo asexual (figura 2).
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Muerte en:
d 56 dias a 20 °C
40 dias a 25 °C

REPRODUCCION
\ SEXUAL

Desarrollo
del huevo
en 72 horas

A -
Huewvos
REPRODUCCION
ASEXUAL
(Partenogénesis)
B Formacion

del huevo
haploide

P

Despues de
la eclosion

Macho d

Figura 2. Ciclo biologico sexual y asexual de Daphnia magna

Maduracion sexual de 3 a 10 dias

El alimento que se les suministra esta constituido por células de microalgas ver-
des de la especie Chlorella vulgaris tiene forma esférica, mide de 2 a 10 um de diame-
tro, no posee flagelo, contiene pigmentos verdes y fotosintetizadores de clorofila ay b
en su cloroplasto, a través de la fotosintesis se multiplica rdpidamente, requiriendo solo
diéxido de carbono, agua, luz blanca y pequefias cantidades de minerales (figura 3).

Figura 3. Células de algas Chlorella vulgaris.

44



MANUAL DE TECNICAS EN GENETICA Y AMBIENTE

OBJETIVO
Evaluar la calidad de agua, asi como también de sustancias puras, mediante la prueba

de toxicidad aguda empleando a Daphnia magna.

EQUIPO

Autoclave

Balanza analitica

Bomba de oxigenacién de una via
Céamara de Neubauer

Centrifuga

Magneto

Microscopio estereoscopico
Placa de calentamiento y agitacion
Potenciémetro

Refrigerador

Timer

MATERIAL

Botellas de vidrio de color &mbar (100 ml)

Bureta (25 0 50 ml)

Cristalizadores (100 x 50 mm)

Espatulas

Frascos de vidrio (40 ml) y de boca ancha (1 000 ml)
Garrafon de plastico (19 L)

Lampara de luz blanca

Matraz Erlenmeyer (125, 200, 250, 500 y 1 000 ml)
Matraz volumétrico de fondo plano (1 000 ml)
Micropipetas (de 20 a 200 y 5 000 pl)

Pipetas (1, 2, 5y 10 ml) y perilla de tres pasos
Pipetas Pasteur y bulbos de hule

Probetas (50, 100 y 1 000 ml)

Puntas para micropipeta

Termdmetro de -50 a 50 °C y termOmetro de maximas y minimas
Tubos conicos estériles (15 ml)

Vaso de precipitado (200 ml)
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REACTIVOS

Nombre Marca No catalogo
Acetona (C3HgO) SIGMA A4206
Acido bérico (H3BO,) SIGMA B7660
Acido etilen diamino tetra acético (C1oH14N2NayOg) SIGMA E1644
Acido nitrico (HNOs) SIGMA 438073-2.5
Acido sulfarico concentrado (H2SO,) SIGMA 339741-500
Bicarbonato de sodio (NaHCOg3) SIGMA S6297
Cloruro de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0) SIGMA C5080
Cloruro de manganeso tetrahidratado (MnCl,.4H,0) SIGMA M3634
Cloruro de potasio (KCI) SIGMA B933
Cloruro de sodio (NacCl) SIGMA S5676
Dicromato de potasio (K2Cr,07) OMNICHEM 16770
Fosfato de potasio dibasico (K;HPO,) SIGMA P3786
Fosfato de potasio monobéasico (KH2PO,) SIGMA P0662
Hidréxido de potasio (KOH) SIGMA P5958
Nitrato de cobalto hexahidratado (Co(NO3), 6H,0) SIGMA C2769
Nitrato de sodio (NaNO3) SIGMA S8170
Selenito de sodio (Na, SeO3) SIGMA S1382
Sulfato de cobre penta hidratado (CuSO45H,0) SIGMA S6283
Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO,4 7H,0) SIGMA F5921
Sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO,4 7H,0) SIGMA Z0105
Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4 7H,0) SIGMA F2387
Trioxido de molibdeno (MoO5) SIGMA M2277

PREPARACION DE REACTIVOS PARA LA PRUEBA
Agua reconstituida
Para preparar agua reconstituida, elaborar las siguientes soluciones madre, diluyendo

cada uno de los reactivos por separado en agua destilada y aforando a 1 L.

e Cloruro de calcio dihidratado 80 mM 1.78 ¢
e Sulfato de magnesio heptahidratado 20 mM 493 ¢
e Bicarbonato de sodio 31 mM 2.59¢g
e Cloruro de potasio 3.1 mM 0.23 ¢
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Mantener a temperatura ambiente y almacenar maximo por dos meses. Para
preparar 18.7 L de agua reconstituida, agregar 17 L de agua desionizada en un ga-
rrafon, adicionar 425 ml de cada una de las soluciones madre. Verificar que la dureza
del agua se encuentre entre 250 + 25 mg/L de CaCO3 de acuerdo a la norma mexicana
NMX-AA-072-SCFI-2001 (ANEXO I). Mantener en aireacion por 24 horas y almacenar a
temperatura ambiente hasta por 2 meses.

Dicromato de potasio (1.5 mM)
Disolver 50 mg y aforar a 100 ml con agua desionizada. Mantener a 4 °C y almacenar

maximo seis meses.

METODOLOGIA
Prueba de toxicidad aguda
Para el desarrollo de la prueba de toxicidad aguda con D. magna se requiere contar con
organismos adecuados (ANEXO II), se emplean organismos (< 24 h de nacidos) ex-
puestos a diferentes concentraciones de una muestra pura o de un agente toxico duran-
te un periodo de 48 h. Como resultado de la exposicion, es posible determinar la con-
centracion de la muestra o agente toxico que producen la muerte al 50 % de la pobla-
cién (CLsp), con un nivel de confiabilidad del 95 %, también determinar la concentracion
minima donde se observa mortalidad, asi como la concentracién donde la muestra no
produce la muerte de los organismos.

Se preparan cinco diluciones de la muestra pura empleando un factor dilucion de
0.5 (100, 50, 25, 12.5y 6.25 %), cada diluciébn se afora a 100 ml, se incluye un control
negativo (agua reconstituida) y un control positivo con una solucién de un compuesto
toxico de referencia (dicromato de potasio 0.50 g/L). Posteriormente se vacian 30 ml de
cada una de las diluciones, asi como el control negativo y positivo a cada frasco, por
triplicado y con la ayuda de una pipeta Pasteur despuntada colocar 10 organismos (D.
magna).

Se colocan los frascos en condiciones controladas de temperatura (20 °C) y foto-
periodo (16 h de luz / 8 h de oscuridad) por un tiempo de 48 h (figura 4).
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Transcurrido el tiempo establecido, se agitan los frascos de prueba con la mano
en forma circular para reactivar el movimiento de los organismos que se posan inmovi-
les en el fondo, posteriormente se realiza el conteo de individuos muertos y finalmente

se registran las lecturas de mortalidad (Ver ejemplo en tabla 1).

Testigo positivo Testigo negativo Muestra

(dicromato de potasio) (agua reconstituida) (100%)
Diluciones
T. positivo T. Negativo 6.25ml 12.5ml 25 ml 50 ml 100 ml
(100 ml) (100 ml) (100 ml) (100 ml) (100 ml) (100 ml) (100 ml)

Vaciar 30 ml de cada una de las diluciones a cada frasco

Neonatos < de 24 h Agregar

10 organismos a cada frasco Temperatura 8h oscuridad

OrO0O—-—rovmao
%
)
%

Figura 4. Procedimiento de la prueba.
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RESULTADOS

Para el célculo de la CLsg y sus respectivos limites de confianza al 95 % se utilizan el
meétodo Probit (Ramirez, 2004). Este método permite estimar la CLsp ajustando los da-
tos de mortalidad mediante una técnica de probabilidad para estimar los valores que
siguen una distribucion logaritmica de tolerancia. El porcentaje de organismos afecta-
dos 0 muertos por la accion toxica de una sustancia se transforma a unidades Probit,
esta transformacion permite el ajuste de una recta de regresion lineal, en la cual la con-
centracion correspondiente al Probit 0.5 correspondera a la cantidad de sustancia ca-
paz de generar la muerte del 50 % de la poblacién. Una de las restricciones del método
es que para el calculo de la CLso deben obtenerse valores intermedios entre 0 y 100 %

de mortalidad. Preparar una tabla con los siguientes datos (tabla 1):

e Concentraciones usadas en la prueba (%)
e Logip de la concentracién (X)

e Numero de organismos expuestos (N)

e Mortalidad observada (r)

e Porcentaje de mortalidad (P)

e Probit empirico (PE)

e Probit calculado (PC)

Tabla 1. Registro de mortalidad

Concentracin Logo Organismos Mortfalidad Mortalidad ~ Porcentaje  Probit  Probit calcu-
) Concentracion ~ expuestos POrirasco  ohservada  Mortalidad  empirico lado
(X) (N) R1 R2 R3 (n (P) (PE) (PC)
100 2.0 30 9 8 7 24 80 5.84 5.81
50 1.7 30 5 7 6 18 60 5.25 5.28
25 14 30 4 4 4 12 40 4.75 4.74
12.5 1.1 30 2 3 1 6 20 4.16 4.21
6.25 0.8 30 1 1 1 3 10 3.72 3.68
T. Negativo - 30 1 0 1 2 6.6 3.49 -
T. Positivo - 30 5 4 6 15 50 5.0 -
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Calcular los valores de porcentaje de mortalidad de acuerdo a la formula y regis-
trar los datos en la tabla 1:

A
Mortalidad (%) = B X 100

Donde:
A = Mortalidad observada por concentracion (r)

B = NUmero de organismos expuestos por concentracion (N)

Ejemplo:

24
Mortalidad (%) = 30 X 100 = 80

Con el porcentaje de mortalidad, determinar el valor del PE de acuerdo a la tabla

2 y registrarlo en la tabla 1.

Tabla 2. Relacidon del porcentaje (%) de mortalidad y el Probit empirico

%. 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
mortalidad

0 2.67 295 312 325 336 345 352 359 3.66
10 3.72 3,77 382 387 392 396 401 405 4.08 4.12
20 4.16 4.19 423 426 429 433 436 439 442 445
30 4.48 4.50 4.53 4.56 4.59 4.61 4.64 4.67 4.69 4.72
40 4.75 4,77 480 482 485 487 490 492 495 497
50 5.00 5.03 50566 508 510 513 515 518 520 5.23
60 5.25 5.28 531 533 536 539 541 544 547 550
70 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 571 574 577 5.81
80 5.84 5.88 592 595 599 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23
90 5.28 5.34 641 648 655 664 675 688 7.05 7.33
% 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
99 733 7373 741 746 751 758 765 7.75 7.88 8.09
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La gréfica se construye con los datos registrados en la tabla 1, en el eje de las
abscisas se coloca el Logio de la concentracion (X) y en el eje de las ordenadas el pro-
bit empirico (PE) (figura 5).

El valor del PC se obtiene del ajuste de la recta por el método de minimos cua-

drados utilizando la ecuacion de la recta:

Y=mx+5»b

Donde:
m = Pendiente (1.7706)
X = Logio de la concentracion (2 para la concentracion del 100 %)
b = Ordenada al origen (2.2688)

Ejemplo:
Y =1.7706(2) + 2.2688 = 5.81

6.0

y=mx+Db
5.5 1 y = 1.7706x + 2.2688

5.0 1
4.5 A

4.0 1

Probit empirico

3-0 T T T T T 1
0.50 0.80 1.10 1.40 1.70 2.00 2.30

Log,, Concentracion

Figura 5. Representacion gréfica de la concentracion y el Probit empirico.
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Determina la CLsp, despejando X (CLsg) de la ecuacion de la recta, sustituyendo
el valor de Y por la unidad Probit 5 que equivale al 50 % de mortalidad y obteniendo el

anti Logip para cambiar las unidades Probit a porcentaje.

. y—b
CLsy = anti Log ( - )

Ejemplo:
5—-2.2688

D T 4abd8N _ i
1.7706 ) anti Logy (1.5425) = 34.88 %

CLsy = anti Log (

Determinar la “S” definida como el Intervalo de Incremento (IC) con la relacion:

S = KX
PCZ - PCl

Donde:
X2 y X1 = valor méas alto y mas bajo obtenidos a partir del Log;o concentracion (X)

PC, y PC; = valores mas altos y mas bajos obtenidos a partir del (PC)

Ejemplo:
2—0.80

= 581-368 °0°°

Determinar el error estandar (EE) de la CLsp y anotarlos en tabla 3:
e Logaritmo de la concentracion (X)

e NuUmero de organismos expuestos (N)

¢ Probit calculado (PC)

e Factor ponderado (w), se obtiene a partir de la tabla 4

e Productos: Nw, NwX y NwX?

e Sumatorias: Nw, NwX y NwX?
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Calcular los productos de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

Nw=N X w NwX =Nw X X NwX? = Nw X X?

Tabla 3. Registro para determinar el error estandar de la CL50

Log 10 L, Numero Probit Factor Producto Producto Producto
concentracién organismos calculado ponderado (Nw) (NWX) (NwX?)

(X) (N) (PC) (w)

2.0 30 5.81 0.503 15.09 30.18 60.36

17 30 5.28 0.616 18.48 31.39 53.34

14 30 4.74 0.616 18.48 25.83 36.11

1.1 30 4.21 0.503 15.09 16.55 18.16

0.8 30 3.68 0.336 10.08 8.02 6.38

Sumatorias Y (NW)=77.2 ¥ (NwX)=111.97 Y (NwX?)=174.35

Tabla 4. Relacion del factor ponderado (w) para el calculo del Probit (PC)

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9

0.001 0.001 0.001 0.002 0.002 0.003 0.005 0.006 0.008 0.01
0.015 0.019 0.025 0.031 0.040 0.050 0.062 0.076 0.092 0.11
0.131 0.154 0.180 0.208 0.238 0.269 0.302 | 0.336 @ 0.370 0.40
0.439 0471 | 0503 0532 0558 0.581 0.601 | 0.616 @ 0.627 0.63
0.637 0.634 0.627 @ 0.616 0.601 0.581 0.558 0.532 | 0.503 | 0.47
0.439 0405 0.370 0.336 0302 0.269 0.238 0.208 0.180 0.15
0.131 0.110 0.092 0.076 0.062 0.050 0.040 0.031 0.025 0.01

0o N o o0 b~ W N P

0.015 0.011 0.008 0.008 0.005 0.003 0.002 0.002 0.001 0.00

Obtener el error estandar (EE Logio) de la CLsg utilizando la siguiente relacion:

EELOGn CLen = S2 1 N Y Nw(m — z)? 0.5
910 LLsg YNw ' Y Nw(E Nwx?) — (X NwX)?
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Donde:
EE Logio = Error estandar
S = Intervalo de incremento

m = pendiente

=2 _ 1 4503
> Nw
Sustituyendo:

1 77.2(1.7706 — 1.4503)2 \]>°
= 0.0460

EELog,, CLsy = 0.562
0910 “Fs0 [(77.2 t 77 2(17435) = (111.97)?

El Intervalo de Confianza (IC) de la CLs, esta dado por la siguiente ecuacion:
CCLso = (CLso)(EEL0gy CLso) (Log,10)

Sustituyendo:
ICCLs, = (34.88)(0.0460)(2.3026) = 3.69

El resultado final puede reportarse de la siguiente manera:

CLsy, + IC 95% 3488% + 3.69

También puede indicarse restando y sumando el valor del intervalo de confianza

a la concentracion letal media:

CLs, = 34.88 %

ICpin = 31.19 ICppsy = 38.57
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ANEXO I. DETERMINACION DE DUREZA TOTAL DEL AGUA RECONSTITUIDA

REACTIVOS

Nombre Marca No catélogo
Cloruro de amonio (NHy) J.B.BAKER 0660-01
Cloruro de magnesio hexahidratado (Mgcl,.6H,0) J.B.BAKER

Hidroxido de amonio concentrado (NH4 OH) MEYER 0590

Acido etilendiaminotetra acético (C1gH14N2Na,Og) SIGMA 438073-2.5
Sal de magnesio de EDTA

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgS0O4.7H,0) SIGMA M-5921
Hidroxido de sodio (NaOH) J.B.BAKER  3722-01
Indicador de negro de eriocromo T J.B.BAKER  L126-03
Rojo de metilo J.B.BAKER R086-02
Carbonato da calcio anhidro (CaCO3) J.B.BAKER  1288-50
Acido clorhidrico concentrado (HCI) J.B.BAKER  9530-33
Cloruro de sodio (NaCl) SIGMA S-7653

PREPARACION DE REACTIVOS PARA LA PRUEBA

Solucién amortiguadora

Disolver 16.9 g de cloruro de amonio en 143 ml de hidréxido de amonio, afiadir 1.25 g

de sal de magnesio de EDTA, diluir con agua desionizada y aforar a 250 ml. Conservar

durante un mes o cuando cambie el pH (10.0 £ 0.1) al afiadir 1 o 2 ml a la muestra.

NOTA: En caso de no disponer de la sal de magnesio de EDTA entonces mez-
clar: 1.179 g de &cido etilendiaminotetra acético y 0.780 g de sulfato de magnesio hep-
tahidratado o 0.644 g de cloruro de magnesio hexahidratado, diluir con 50 ml con agua

desionizada y afadirlo a la solucion antes de aforar a 250 ml.

Indicador negro de eriocromo T

Mezclar 0.5 g del indicador negro de eriocromo, agregar 100 g de cloruro de sodio y

triturar en el mortero hasta formar una mezcla homogénea.
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Indicador rojo de metilo
Disolver 0.1 g de sal de sodio de rojo de metilo en agua desionizada y aforar a 100 ml.

Solucion de EDTA (0.01 M)
Disolver 3.723 g de acido etilendiaminotetra acético dihidratado en 1 L de agua desio-

nozada. Valorar con una solucién de carbonato de calcio.

Solucion de NaOH (0.1 N)
Disolver 4 g de hidroxido de sodio en 1 L de agua desionizada.

Solucién del acido clorhidrico (1:1)

Diluir 200 ml de acido clorhidrico en 100 ml de agua desionizada.

Solucién de CaCO3 (1 mg/ml)
Mezclar 1.0 g de carbonato de calcio anhidro con el acido clorhidrico (1:1) poco a poco
hasta la disolucion total del carbonato de calcio (aprox. 4 ml), agregar 200 ml de agua
desionizada y llevar a ebullicion de 6 a 10 min para eliminar el CO..

Dejar enfriar y afladir de 1 a 2 gotas del indicador de rojo de metilo, ajustar a un
color naranja intermedio adicionando unas gotas de hidroxido de sodio (0.1 N) o acido

clorhidrico (1:1) segun se requiera. Aforar a 1 L en agua desionizada.

METODOLOGIA
Titulacién
Colocar 50 ml del agua reconstituida en un matraz erlenmeyer de 250 ml, afiadir 1 o0 2
ml de la solucién amortiguadora para obtener un pH de 10.0 a 10.1.

Afadir una pizca (0.2 g) del indicador negro de eriocromo T. La muestra debe
tomar un color vino rojizo.

Titular con la solucién de EDTA (0.01 M), gota a gota y con agitacion continua
hasta la desaparicion de los matices rojizos. En el punto final la muestra cambia de co-

lor rojo a azul (figura 6).
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EDTA

s Muestra
Solucién

amortiguadora
Negro de

eriocromo T

Figura 6. Valoracion de dureza del agua reconstituida

Célculos de la dureza total

Obtener la dureza total con la siguiente ecuacion:

(A—B) X C x 1000
D

DT CaCO; =

Donde:
DT = Dureza total expresada como CaCOj3; (mg/L)
A = Volumen gastado de EDTA para la titulacién de la muestra (ml)
B = Volumen gastado de EDTA para la titulacién en el blanco (ml)
C = Cantidad de carbonato de calcio equivalente a 1 ml de EDTA (mg)

D = Volumen de la muestra (ml)
Ejemplo:

(11.1ml - 0.2ml) x 1.13mg x 1 000
50ml

DT CaCO5 = = 246.6 mg/L
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ANEXO II. CONDICIONES PARA EL MANTENIMIENTO DE Daphnia magna

Se recomienda que antes de utilizar el agua reconstituida preparada, ya sea para el
mantenimiento de D. magna o para la dilucion de las muestras, se debe realizar una
prueba que permita comprobar que no presenten ningun efecto sobre la supervivencia
de los organismos.

Para esta prueba, se colocan en tres frascos de vidrio un volumen de 30 ml de
agua reconstituida y colocar 10 organismos (D. magna) por cada frasco. Al término de
un periodo de 48 h la supervivencia debera ser mayor al 90 %.

Los organismos se mantienen en frascos de vidrio que contienen 1 L de agua re-

constituida y una densidad de 20 individuos (figura 7).

Figura 7. Mantenimiento de D. magna

Las condiciones oOptimas para el crecimiento, desarrollo y reproduccion son las

siguientes:

agua reconstituida con una dureza de 250 + 25 mg/L de carbonato de sodio

suplementada con 0.2 ml de selenito de sodio (0.053 mM) por litro de agua.

e pHde8+2

e oxigeno disuelto mayor a 2 mg/L

e temperaturade 20+ 2 °C

o fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad con una intensidad luminica (luz
blanca) de 800 a 1 000 luxes.

e alimentacion tres veces por semana de una suspension de algas de la espe-

cie Chlorella vulgaris administrando 2.5 x 10° células/Daphnia.
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PREPARACION DE REACTIVOS
Soluciones madre para el cultivo de algas (Medio Bold Basal)
Para preparar el medio de cultivo Bold — Basal elaborar las siguientes soluciones ma-

dre, cada reactivo se disuelve previamente en agua destilada y se afora a 100 ml.

¢ Nitrato de sodio 294 M 259
e Cloruro de calcio dihidratado 0.17 M 259
e Sulfato de magnesio heptahidratado 0.30M 7549
e Fosfato de potasio monobasico 1.29M 1759
e Fosfato de potasio dibasico 0.52M 759
e Cloruro de sodio 0.43 M 25¢g
e Sulfato ferroso heptahidratado 17.9 mM 0.498 g
adicionar 100 pl de H,SO,.
e Acido bérico 0.18 M 1.142 g
e EDTA (0.13 M) e hidroxido de sodio 0.55M 59gy31lg
e Solucion stock de metales
a) Sulfato de zinc heptahidratado 30 mM 0.882 g
b) Cloruro de manganeso tetrahidratado 7.3 mM 0.144 g
c) Trioxido de molibdeno 4.9 mM 0.071g
d) Sulfato de cobre pentahidratado 6.3 mM 0.157 g
e) Nitrato de cobalto hexahidratado 1.7mM 0.049 ¢

Todas estas soluciones madre se mantienen en refrigeracion a 4 °C durante un
tiempo maximo de seis meses. Al momento de su uso deben estar a temperatura am-

biente.

Preparacion del cultivo de algas (Chlorella vulgaris)

Para preparar 1 litro de cultivo de algas, agregar 990 ml de agua desionizada en un ma-
traz Erlenmeyer, adicionar 1 ml de cada una de las soluciones madre (medio Bold- ba-
sal) en el orden arriba mencionadas, esterilizar en autoclave a 15 psi, dejar enfriar a

temperatura ambiente y adicionar 25 ml de una suspension de algas (Chorella vulgaris),
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posteriormente colocar el matraz en aireacioén y con luz blanca durante 6 dias para su
reproduccion.

Una vez obtenida la reproduccion de la suspension del cultivo de algas, centrifu-
gar en tubos conicos de 15 ml a 2 000 rpm y almacenar en refrigeracion a 4 °C maximo

durante dos semanas.

Preparacion del alimento para D. magna (500 ml)
A dos tubos conicos de la suspension de algas, retirar el sobrenadante, resuspender en
15 ml de agua reconstituida, agitar y centrifugar a 2 000 rpm durante 10 minutos. Repe-
tir por tres ocasiones. Posteriormente transferir dicha suspension a un matraz Erlenme-
yer y adicionar 470 ml de agua reconstituida.

Colocar una gota de la suspension de algas en la camara Neubauer (figura 8),

contar el nimero de células en dos cuadrantes (A 'y B).

Figura 8. Conteo de células en dos cuadrantes (A y B) de la Camara de Neubauer.
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Calcular la concentracion de células (cél/ml) aplicando la siguiente férmula:

células (A +B)

X 25 mm? x 10 000 mm
ml 2

Donde:
A = namero de células en el primer cuadrante
B = nimero de células en el segundo cuadrante
25 = Superficie de la camara
10 000 = Profundidad de la camara

Ejemplo:
células (25 + 21)
——= > X 25 mm? x 10 000 mm = 5.75 x 10°

Anadir el volumen requerido de tal manera que cada organismo (D. magna) se

alimente con 2.5 X 10° células /Daphnia de acuerdo a la siguiente ecuacion:

CR
Vol (ml) = CMO (n)

Donde:
CR = concentracién requerida para cada organismo (2.5 x 10° células)
CMO = concentracién de células obtenidas en el alimento

n = nimero de organismos por recipiente

Ejemplo:
2.5x10°

Vol = 575310

x 20 = 8.7 ml
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PRUEBA DE MUTAGENICIDAD POR INCORPORACION EN PLACA
CON Salmonella typhimurium
Emma Socorro Soto Mora

Laboratorio de Mutagénesis y Quimica Ambiental

INTRODUCCION

La prueba de mutagenicidad por incorporacion en placa (Prueba de Ames), fue desarro-
llada por Ames y colaboradores en 1973 para la evaluacion preliminar del potencial mu-
tagénico de diversas substancias quimicas asociadas a alimentos, bebidas, medica-
mentos y mezclas complejas (Tabrez et al., 2011) presentes en agua (Cyplik et al.,
2012; Gartiser et al., 2012; Kmasniewska et al., 2012), suelo (Katnoria et al., 2011; An-
jum y Malik, 2012) y aire (De Andrade et al., 2011; Cohn et al., 2011; Kaffer et al.,
2012).

Universalmente, es quiza la prueba mas difundida para la deteccion de mutage-
nos de forma simple, rapida y econdémica (Trossero, 2006) por agencias reguladoras y
laboratorios de prueba como la FDA (Food and Drug Administration), la EPA (Environ-
mental Protection Agency), la OCDE (Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo
Econdmico) y la ICH (International Conference on Harmonization), para asegurar la uni-
formidad en los procedimientos de prueba utilizados en la aprobacion y registro de nue-
vos productos quimicos, medicamentos y biocidas (Mortelmans y Zeiger, 2000; Aufder-
heide y Gressmann, 2008; Nunes et al., 2012; Wu et al., 2012).

La prueba de Ames emplea cepas derivadas de la bacteria Salmonella typhimu-
rium (LT2), modificadas genéticamente, que poseen una serie de marcadores capaces
de detectar compuestos que causan mutaciones por corrimiento en el marco de lectura
0 sustitucién de pares de bases (Maron y Ames, 1983; Watanabe et al., 1989,1990;
Mortelmans y Zeiger, 2000; Kaleeswaran et al., 2009) y se describen a continuacion:

a) El marcador principal y fundamento de la prueba, lo constituye una mutacién
en el operén de la sintesis de histidina (his), que impide el desarrollo de bacterias
auxotréficas en medios minimos o carentes de este aminoacido, pero que al ser ex-

puestas a compuestos mutagénicos revierten de auxotréfas (his’) a protétrofas (his®),
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por lo que a esta prueba también se le conoce como prueba de reversion o retromuta-
cion.

b) Una mutacién en el gen rfa ocasiona la alteracion parcial de los lipopolisacéa-
ridos de la pared celular, incrementando la permeabilidad a moléculas grandes.

c) La delecion en el gen uvrB, permite la deteccion de compuestos capaces de
afectar el sistema de reparacion por excision del DNA y al extenderse al gen bio oca-
siona que requieran biotina para su crecimiento.

d) EIl plasmido pkM101 (factor —R) incrementa la frecuencia de reversion es-
pontanea, proporciona resistencia al antibidtico ampicilina y codifica para los mecanis-
mos de reparacion propenso a error del DNA.

En un principio la prueba solo aportaba informacion de compuestos con actividad
mutagénica directa, porque los compuestos que requieren ser metabolizados para ex-
presar su efecto mutagénico (promutagenos), como los hidrocarburos aromaticos po-
liciclicos (HAPSs) y las nitrosaminas (figura 1), no eran detectados (Piekarska, 2010; Di
Giorgio et al., 2011; Singla et al., 2012; Libcke — von Varel et al., 2012). Esto fue re-
suelto con la adicion de mezclas enzimaticas de higado de rata (fraccion S9), inducidas
previamente con aroclor o fenobarbital (Maron y Ames, 1983; Mortelmans y Zeiger,
2000; Sandoval et al., 2009), que permiten la transformacion de estos compuestos en
intermediarios electrofilicos capaces de interactuar con el DNA o las proteinas, incre-
mentando los efectos de toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad. Se ha encontra-
do que mas del 80 % de los carcindbgenos probados son mutagenos (Ames, 1973; Be-
nigni y Bossa, 2011; Traversi et al., 2011).
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Las cepas mas empleadas son TA98, TA100, TA102, TA1535, TA1538 y sus de-
rivadas YG1021, YG1024, YG1041, y YG1042. Para la eleccion de la cepa es necesario
tomar en cuenta el objetivo de estudio, la procedencia, disponibilidad y tipo de muestra
(Arencibia y Rosario, 2003), como puede observarse en los ejemplos siguientes:

Para evaluar xenobidticos que revierten la mutacion en el operén de la sintesis
de histidina por corrimiento en el marco de lectura se elige la cepa TA98 y para sustitu-
cion de pares de bases a la cepa TA100.

Para la deteccién de mutagenos de accion directa como los derivados de HAPs
(nitro, hidroxi y metoxi), se emplea la cepa TA98 con y sin activacion metabdlica, y para
la deteccidn de nitroarenos se emplea su derivada, la cepa YG1021 por su alta sensibi-
lidad y capacidad sobreproductora de nitroreductasa (Watanabe et al., 1989; Reiffers-
cheid et al., 2011; Hesterberg et al., 2012).

Para la deteccién nitroarenos (1-nitropireno, 1,6 y 1,8 dinitropireno) la mas re-
comendada es la cepa TA100 (Maron y Ames, 1983; Watanabe et al., 1990), mientras
que su derivada la cepa YG1042 detecta derivados nitro, amino e hidroxilamino de
HAPs en muestras de aire por su capacidad sobreproductora de nitroreductasa y O-
acetiltransferasa (Piekarska, 2009; Reifferscheid et al., 2011).

Cada cepa revierte espontaneamente a las 48 h de incubacién a una frecuencia
caracteristica (tabla 1y 2), por lo que es importante encontrar la frecuencia de reversion
espontanea en las condiciones particulares de cada laboratorio (Reifferscheid, et al.,
2012).

Tabla 1. Reversién espontanea en cepas de Salmonella typhimurium que detectan mutdgenos que
causan corrimiento en el marco de lectura del DNA

Punto de .

Cepa mutacion Genotipo (-S9) (+S9)
TA1537 CG HisC3076,rfa.uvrB,bio 5-20 5-20
TA1538 CG HisD3052,rfa.uvrB,bio 5-20 5-20
TA97a cG HisD6610,rfa.uvrB,bio , 75 - 200 75 200

pKM101(ApR)

TA98 cG HisD3052,rfa.uvrB,bio 20 - 50 20 - 50

pKM101(ApR)
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Tabla 2.Reversion espontanea en cepas de Salmonella typhimurium que detectan mutagenos que
causan sustitucion de pares de bases en el DNA.

Punto de )
Cepa y Genotipo (-S9) (+S9)
mutacion
TA1535 CG HisG46,rfa.uvrB,bio 5-20 5-20
TA100 CG HisG46, rfa.uvrB,bio 75-200 75 - 200
pPKM101(ApR)
TA102 AT HisGA428,rfa.uvrB,bio 100-300 100-300

pKM101(ApR), paQ1(TtR)

OBJETIVO
Proporcionar la metodologia necesaria para la realizaciéon de la prueba de mutagenici-
dad, mediante la técnica de incorporacion en placa con el empleo de las cepas TA98 y

YG1021 de Salmonella typhimurium con y sin activacion metabdlica exdégena.

EQUIPO

Agitador orbital
Agitador tipo Vortex
Autoclave eléctrica
Balanza granataria
Balanza analitica

Bafio seco a 45 °C
Cuenta colonias
Equipo microfiltracion
Estufa de incubacion
Lampara luz UV-15 W
Placa de calentamiento y agitacion
Potenciometro
Refrigerador
Ultracongelador -80 °C
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MATERIAL

Algodon
Asas bacterioldgicas

Cajas de Petri estériles, desechables, de 100 x 15 mm
Frascos vidrio (claro y ambar) de 250, 500 y 1 000 ml

Charolas para pesar

Micropipetas y puntas 0.02, 0.2, 1y 5 ml

Espatulas Probeta graduada 100, 250y 1 000 ml
Gasa Filtros de celulosa estériles 0.22 umy 2.5 cm de @
Gradillas Filtro de polipropileno para esterilizar (Swinnex)
Mecheros Bunsen Tubos con tapon de rosca de 13 x 10 cm
Papel filtro Vasos de precipitado de 100 y 600 ml
Pinzas Matraces Erlenmeyer de 125 a 1 000 ml
REACTIVOS
Nombre Marca No. catalégo
Acido citrico monohidratado (C¢H100g) JT BAKER 0118-01
Acido clorhidrico (HCI) JT BAKER 9529
Agar bacterioldgico BD BIOXON 215000
Ampicilina anhidra SIGMA A9393-25
Caldo nutritivo Oxoid No. 2 OXOID CMO0067
Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl,. 6H,0) JT BAKER 2444 - 01
Cloruro de potasio (KCI) JT BAKER 3040-01
Cloruro de sodio (NaCl) JT BAKER 58.44
Cristal violeta RACEL
D - Biotina (C1oH16N203S) SIGMA B - 4501
Dextrosa Anhidra polvo (CgH1206) JT BAKER 1916-01
Dimetil sulfoxido (DMSO) SIGMA D - 5879
Fosfato de potasio dibasico anhidro (K;HPO,) JT BAKER 3252-01
Fosfato de sodio dibasico anhidro (Na;HPO,) JT BAKER 3828-01
Fosfato de sodio monobasico (NaH,PO4.H,0) JT BAKER 3818-01
Fosfato de sodio y amonio (NaHNH;PO,4 — 4H,0) JT BAKER 3478
Hidréxido de sédio (NaOH) JT BAKER 3722
L — Histidina (CsHgN30,.HCI.H,0) SIGMA H - 8125
Fosfato de adenin dinucleétido nicotinamida (3-NADP) SIGMA N - 0505
Sal sédica de B-D-Glucosa-6-fosfato ALDRICH 28597 - 8
Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO,4.7H,0) JT BAKER 2500
Tetraciclina hidroclorada SIGMA T3383-25
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PREPARACION DE REACTIVOS
Solucién Vogel-Bonner
Disolver en 300 ml de agua destilada a 55 °C, cada una de las sales en riguroso orden,

permitiendo la disolucién completa antes de agregar la siguiente:

e Sulfato de magnesio heptahidratado 59

e Acido citrico monohidratado 509

e Fosfato de potasio dibasico anhidro 250 g
e Fosfato de sodio y amonio tetrahidratado 875¢g

Aforar a 500 ml con agua destilada. Almacenar en un frasco &mbar a temperatu-
ra ambiente hasta por 60 dias.

Agar medio minimo de glucosa (AMMG)

Disolver por separado cada solucion en matraces Erlenmeyer:

e 11.25 g de agar bacteriologico en 450 ml agua destilada
e 15 g de dextrosa anhidra en 150 en ml agua destilada

e 15 ml de solucion Vogel Bonner en 150 ml de agua destilada

Esterilizar las soluciones a 15 Ib durante 20 min, enfriar a 55 °C. Verter al matraz
gue contiene el agar bacteriolégico, la solucion de dextrosa y posteriormente la solucion
de Vogel-Bonner. Mezclar y vaciar aproximadamente 30 ml de la mezcla en cada caja
de Petri.

Almacenar en refrigeracion a 4 °C hasta por 30 dias.

Cultivo nocturno
Disolver 1.25 g de caldo nutritivo Oxoid No. 2 en 50 ml de agua destilada en un matraz
Erlenmeyer.

Agitar hasta la disolucion completa y esterilizar a 15 Ib durante 20 min. Enfriar la

solucién a 36 °C.

68



MANUAL DE TECNICAS EN GENETICA Y AMBIENTE

Agar de superficie con histidina y biotina 0.5 mM

Disolver 0.0105 g de L-histidina y 0.0122 g de biotina en 100 ml de agua destilada, es-

terilizar a 15 Ib durante 20 min. Almacenar en refrigeracion a 4 °C hasta por 30 dias.
Disolver 0.6 g de agar bacteriologico y 0.5 g de NaCl en 100 ml de agua destila-

da, esterilizar a 15 Ib durante 20 min, dejar enfriar a 55 °C y agregar 10 ml de la solu-

cioén de histidina y biotina 0.5 mM. Colocar alicuotas de 2.5 ml en tubos de ensaye con

tapdn de rosca, previamente esterilizados, para la deteccidon de mutagenos directos y

2.0 ml para los de accion indirecta.

Mezcla S9
Buffer de fosfato de sodio (PBS 0.2 M, pH 7.4)

Disolver por separado 6.9 g de fosfato de sodio monobésico monohidratado y 7.1 g de

fosfato de sodio dibasico anhidro en 250 ml de agua destilada cada uno.
Almacenar cada solucién en un frasco de vidrio claro en refrigeracion a 4 °C du-

rante un periodo maximo de 60 dias. Mezclar el dia de la prueba:

e 12 ml de la solucidon de fosfato de sodio monobasico monohidratado

e 88 ml de la soluciéon de fosfato de sodio dibasico anhidro

Medir el pH y ajustar a 7.4 con la solucién de fosfato de sodio monobasico. Este-

rilizar a 15 |Ib durante 20 min.

Solucién de B-NADP 0.1 M

Disolver el dia de la prueba 0.383 g de B-NADP en 5 ml de agua destilada, esterilizar

con una membrana de filtracién de 0.22 um en un vial con tapa de rosca previamente

esterilizado. Mantener la solucién sobre hielo y protegida de la luz.

Solucién de glucosa-6-fosfato 1 M

Disolver el dia de la prueba 1.41 g de glucosa—6—fosfato en 5 ml de agua destilada, es-
terilizar con una membrana de filtracién de 0.22 um en un vial con tapa de rosca pre-

viamente esterilizado.
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Solucién salina (KCI 1.65 M + MgCl,.6H,0, 0.4 M)
Disolver 12.3 g de KCl y 8.14 g de MgCl, .6H,O en 100 ml de agua destilada, esterilizar

a 15 Ib durante 20 min. Almacenar en un frasco de vidrio claro en refrigeracion a 4 °C
durante un periodo maximo de 60 dias.

Preparar el dia de la prueba la cantidad requerida de la mezcla S9, diluyendo las
soluciones descritas a continuacion, respetando el orden de mencion y de acuerdo a la

activacion seleccionada.

Las cantidades siguientes son para preparar 50 ml de la mezcla:

Activacion Activacion
estandar Alta
(ml) (ml)
Agua destilada estéril 19.75 16.75
PBS0.2MpH 7.4 25.0 25.0
Solucién de B-NADP 0.1 M 2.0 2.0
Solucién de glucosa-6-fosfato 1 M 0.25 0.25
Solucién salina (KCI 1.65 M + MgCl, 0.4 M) 1.0 1.0
Fraccion S9 (descongelar al momento) 2.0 5.0

Esterilizar con un Swinex y mantener sobre hielo a 4 = 2 °C. Preparar solo la can-

tidad requerida y desechar el sobrante.

METODOLOGIA
Requerimientos para la deteccion de mutagenos
Cultivo nocturno. Se preparan el dia anterior a la prueba 2 matraces de 50 ml de cultivo
nocturno.

Inocular con la cepa TA98 0 YG 1021 e incubar a 37 °C durante un periodo de 17
h en el agitador orbital a 180 rpm (figura 2).
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Caldo nutritivo Esterilizar Caja de reservacon
Oxoid No.2 20 min a 15 Ibs TA 98 o YG 1021

Inoculacién con Incubar 16-17h a 37°C
TA 98 0YG 1021 Agitar a 180 rpm

Figura 2. Preparacion del cultivo nocturno

Cajas con AMMG vy tubos con agar de superficie. Se retiran del refrigerador las
cajas de Petri previamente preparadas con agar medio minimo de glucosa y los tubos
que contienen el agar de superficie, estos Ultimos se lician en la autoclave durante 5
min a 15 |b y se mantienen en el bafio seco a 45 °C (figura 3).
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e — S — e e

Agar medio minimo de glucosa

Agar de superficie

Figura 3. Medios de cultivo.

Muestra. Puede ser un compuesto puro o una muestra ambiental. En el caso de
compuestos organicos presentes en muestras ambientales (HAPS) se realiza una ex-
traccidn con solventes organicos (diclorometano), seguida de concentracién y evapora-
ciébn con nitr6geno, finalmente la muestra es resuspendida en DMSO. Se analiza un
minimo de tres diluciones por triplicado de cada muestra, con una repeticién al tercer
dia (figura 4).

& " = g -
Extraccién ultrasonido Concentracion Evaporacion con nitrége- DMSO

no a sequedad

1ml

Figura 4. Preparacion de la muestra.

Testigos. Es importante utilizar un testigo negativo para establecer el nimero de
colonias que surgen espontaneamente para cada cepa, un testigo vehiculo (DMSO),
para establecer el nUumero de colonias que revierten por accion del solvente y un testigo

positivo (nitroantraceno o nitronaftaleno), minimo en tres diluciones para confirmar las
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propiedades de reversion y especificidad de cada cepa y la eficacia de la mezcla S9.
Mezcla S9. Esta mezcla se prepara el dia de la prueba (figura 5).

-

Agua destilada PBS02M B-NADP 0.1 M B-NADP 0.1 M
estéril pH =74

-~

Glucosa-6-fosfato 1 M Solucioén salina Fraccion S9

Esterilizar la mezcla

Mezcla S9

Figura 5. Preparacion de la mezcla S9

Aplicacién de la prueba

Para la deteccion de mutdgenos de accion directa se utilizan los tubos que contienen
2.5 ml de agar de superficie con medio minimo, se les afiade el compuesto de referen-
cia 0 muestra a probar y las bacterias provenientes del cultivo nocturno, mientras que
para los de accion indirecta se emplean los tubos que contienen 2.0 ml del agar de su-
perficie, se adicionan la muestra, las bacterias y la mezcla S9 (figura 6).
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ACCION DIRECTA ACCION INDIRECTA

o

§ |

2 ml agar de superficie

2.5 ml agar de superficie 100 ul muestra
100 pl muestra 100 ul cultivo nocturno
100 pl cultivo nocturno 0.5 ml mezcla S9

Figura 6. Preparacion de los cultivos de accidn directa e indirecta.

Mezclar los componentes con un vortex, verter a las cajas de Petri que contienen
agar medio minimo de glucosa, rotar la caja uniformemente para lograr una superficie

homogénea y dejar gelificar, finalmente incubar las cajas de Petri invertidas a 37 °C por
48 h (figura 7).

") | 3
——— ) :
; \ z :
é ==

Agitar Agar medio minimo de glucosa Incubar 48 h a 37°C

Figura 7. Preparacion de cultivo en cajas Petri.

Cuenta de colonias revertantes

Contar el numero de colonias revertantes en cada caja de Petri (figura 8), y registrar los

valores obtenidos de acuerdo al formato de reporte (anexo 3).
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Analisis de resultados

Los resultados de mutagenicidad se reportan como numero de revertantes/ug del com-

puesto analizado y se analizan estadisticamente mediante regresion lineal y analisis de
varianza (ANOVA) (Reifferscheid et al., 2012).

Figura 8. Conteo de colonias revertantes.
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ANEXO |I. CONFIRMACION DE GENOTIPOS
PREPARACION DE REACTIVOS
Agar medio minimo de glucosa con histidina 30 mM y biotina 0.5 mM

Solucién de histidina 30 mM

Disolver 0.0629 g de L-histidina en 10 ml de agua destilada, esterilizar a 15 Ib de duran-
te 20 min. Almacenar a 4 °C en un frasco de vidrio &mbar hasta por 30 dias.

Solucién de biotina 0.5 mM

Disolver 0.0012 g de Biotina en 10 ml de agua destilada, esterilizar a 15 Ib por 20 min.
Almacenar en refrigeracion en un frasco de vidrio color &mbar a 4 °C hasta por 30 dias.
Preparar 100 ml de agar medio minimo de glucosa (ver prueba de mutagenici-
dad), por duplicado en matraz Erlenmeyer (M1 y M2). Agregar a ambos matraces 0.6 mi
de la solucion de biotina 0.5 mM y al matraz M2 afadir 1 ml de la solucion de histidina
30 mM. Mezclar y vertir 30 ml de la mezcla en cada caja de Petri, rotular las cajas y al-

macenar en refrigeracion a 4 °C hasta por 30 dias.

Agar medio completo 0.6 %

Disolver 0.3 g de agar bacteriologico y 1.25 g de caldo nutritivo Oxoid No. 2 en 50 ml de
agua destilada, esterilizar la solucion a 15 |b por 20 min. Esterilizar por separado 20 tu-
bos de ensaye con tapon de rosca, enfriar a 55 £ 5 °C y adicionar a cada tubo 3 ml del

agar medio completo (AMC). Almacenar en refrigeraciéon a 4 °C hasta por 30 dias.

Agar medio completo 1.5 %

Disolver 3 g de agar bacteriolégico y 5 g de caldo nutritivo Oxoid No. 2 en 200 ml de
agua destilada, esterilizar a 15 Ib por 20 min y dejar enfriar a 55 °C. Verter aproxima-
damente 30 ml en cada caja de Petri. Almacenar en refrigeracion a 4 °C hasta por 30
dias.

Solucién de cristal violeta al 0.1 %
Disolver 0.01 g de cristal violeta en 10 ml de agua destilada. Almacenar en refrigeracion

en un frasco de vidrio ambar a 4 °C por 6 meses.

78



MANUAL DE TECNICAS EN GENETICA Y AMBIENTE

Solucion de ampicilina (8 mg/ml)
Solucién de hidroxido de sodio 0.02 N

Disolver 0.08 g de NaOH en 100 ml de agua destilada. Almacenar en frascos de vidrio

ambar a temperatura ambiente. Disolver 0.08 g de ampicilina en 10 ml de hidroxido de
sodio 0.02 N, agitar y esterilizar por filtracion con membrana de celulosa estéril de 0.22
pum. Almacenar en refrigeracion en frasco de vidrio &mbar a 4 °C hasta por 60 dias.

Solucion de tetraciclina (8 mg/ml)

Solucién de acido clorhidrico 0.02 N

Disolver 0.6 ml de HCI concentrado en 100 ml de agua destilada. Almacenar en frasco
de vidrio ambar, a temperatura ambiente. Disolver 0.08 g de tetraciclina en 10 ml de
HCI 0.02 N, agitar y esterilizar la solucion por filtracibn con una membrana de 0.22 um.

Almacenar en refrigeracion en un frasco de vidrio ambar a 4 °C hasta por 30 dias.

Agar medio minimo de glucosa con antibiéticos

Preparar 100 ml de agar medio minimo de glucosa (ver prueba de mutagenicidad), por
duplicado en matraz Erlenmeyer (M1 = TA98 y M2 = YG1021). Agregar a ambos matra-
ces 0.6 ml de la solucién de biotina 0.5 mM, 1 ml de la solucién de histidina 30 mM y 0.3
ml de ampicilina 8 mg/ml. Afadir al matraz M2, 25 ul de tetracicilina 8 mg/ml. Verter 30
ml de la mezcla en cada caja de Petri, rotular y almacenar en refrigeraciéon a 4 °C hasta

por 30 dias.

METODOLOGIA
Confirmacion de genotipos.
Esta prueba se realiza cada vez que se reciben cepas nuevas o cada 6 meses de rutina

en condiciones de esterilidad.

Requerimiento de Histidina.
Se realiza en cajas de Petri que contienen agar medio minimo de glucosa con biotina
(AMMG-B) y que contienen biotina-histidina (AMMG-BH).
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Sembrar con un asa bacteriolégica en ambas cajas por estriado lineal y paralelo,
bacterias provenientes de cultivos nocturnos de las cepas TA98, YG1021 y de la cepa
silvestre LT2.

Incubar las cajas de Petri a 37 £ 2 °C por un periodo de 24 a48 h. La ausencia
del crecimiento en las cajas que contienen Unicamente biotina, confirman el requeri-

miento de histidina (figura 10).

Cultivo nocturno
TA98 0 YG10210LT2

AMMG AMMG
Biotina Histidina-Biotina

LT2

YG1021

AMMG AMMG
Biotina Histidina-Biotina

Figura 9. Confirmacién de marcadores: requerimiento de histidina
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Genotipo rfa
Introducir en autoclave los tubos de ensaye que contienen el agar con medio completo
0.6 % para su licuefaccion y colocarlos en bafio seco a 45 £ 2 °C.

Agregar las bacterias del cultivo nocturno a un tubo con AMC 0.6 % y agitar vigo-
rosamente en un vortex, vertir el contenido en la caja de Petri con AMC 1.5 % y dejar
solidificar.

Colocar circulos de papel filtro de 1/4 de pulgada de diametro, previamente este-
rilizados, agregar 10 pl de la solucion de cristal violeta 0.1 % en el centro de cada uno
de los circulos de papel filtro e incubar: La presencia de un halo de inhibicién alrededor
de los circulos de papel filtro con el cristal violeta, indica la presencia del genotipo rfa
(figura 10).

— : Cultivo nocturno  2ml AMC 0.6%
Tubos con AMC 0.6% TA98 100 ul TA98
5min a201b Tubos con AMC 0.6% (YG10210LT2) (YG10210LT2)

Incubar 3
48 h a
37°C
A98
YG1021
AMC 1.5%
TA98 0 YG10210LT2 Cristal violeta Halo de inhibicién

Figura 10. Confirmacién de genotipos: rfa
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Genotipo uvrB.
Aplicar con un asa bacterioldgica por estriado lineal y paralelo, bacterias provenientes
de cultivos nocturnos de las cepas TA98, YG1021 y la cepa silvestre LT2.

Destapar la caja de Petri, cubrir la mitad con papel aluminio, rotular la parte ex-
puesta y aplicar radiacion ultravioleta (UV) con una ldmpara de 15 W a 33 cm de dis-
tancia, por 8 seg, tapar la caja Petri e incubar.

La ausencia de crecimiento bacterial en la parte expuesta confirma la presencia

del genotipo uvrB (figura 11).

Cultivo nocturno AMC 1.5%
TA98 0 YG1021 o LT2

Incubar
24 h
a37°C

Figura 11. Confirmacién de genotipo: uvrB
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Presencia de plasmidos que confieren resistencia a antibioticos (pkM 101)
En una caja de agar medio minimo de glucosa con ampicilina para la cepa TA98 y am-
picilina-tetraciclina para la cepa YG1021, aplicar con asa bacteriologica por estriado
lineal y paralelo, bacterias provenientes de cultivos nocturnos de las cepas TA98,
YG1021 y de la cepa silvestre LT2.

Incubar y observar el crecimiento. El crecimiento bacterial confirma la presencia

del plasmido (pkM 101), que confiere resistencia a antibioticos (figura 12).

Cultivo nocturno
TA98 0 YG1021 o LT2

AMMG AMMG
Ampicilina Ampicilina -Tetraciclina

Incubar 48 h a 37°C

YG1021
TA98

LT2 LT2

AMMG AMMG
Ampicilina Ampicilina-Tetraciclina

Figura 12. Confirmacién de marcadores: resistencia a antibiéticos
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ANEXO Il. CONSERVACION DE LAS CEPAS

Las cepas de Salmonella typhimurium construidas por ingenieria genética son suscepti-
bles a los cambios de temperatura y pueden perder total o parcialmente los marcadores
fenotipicos. Los métodos de conservacion de las cepas mas eficaces lo constituyen la
liofilizacidén y la congelacion a -80°C. Un método alternativo es mediante la conserva-
cién de la cepa en cajas de Petri con agar para reserva en caja y mantenerlas a tempe-
ratura ambiente por un periodo maximo de 30 dias para la cepa YG1021 y hasta dos

meses para la cepaTA98.

PREPARACION DE REACTIVOS
Agar medio completo 1.5 % con cloruro de sodio al 0.5 %

Disolver los siguientes reactivos en 300 ml de agua destilada:

e 2.4 g de caldo Oxoid No. 2
e 1.5gde NaCl

e 4.6 g de agar bacteriologico

Esterilizar a 15 Ib durante 20 min y verter en cajas de Petri. Mezclar y verter
aproximadamente 30 ml de la mezcla en cada caja de Petri. Almacenar las cajas en

refrigeracion a 4 °C hasta por 30 dias.

METODOLOGIA
En tres cajas de Petri con agar para reserva, sembrar por estria un indculo proveniente
del cultivo nocturno de la cepa TA98.

En tres cajas de Petri con agar para reserva, sembrar por estria un inéculo pro-
veniente del cultivo nocturno de la cepa YG1021.

Incubar a 37 + 2 °C por un periodo de 48 a 66 h, revisar el crecimiento de la ce-
pa. Guardar a temperatura ambiente y protegidas de la luz. De esta manera se conser-

van por 30 dias la cepa YG1021 y hasta por 2 meses la cepa TA98.
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Cultivo nocturno
TA98 0 YG1021

Agar par reserva Guardar a temperatura
TA98 o0 YG1021 ambiente

Figura 13. Conservacion de las cepas de Salmonella: YG1021 y TA98
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ANEXO Ill. FORMATO DE REPORTE

Muestra:
PRUEBA DE MUTAGENICIDAD POR INCORPORACION EN Fecha de muestreo:
PLACA CON Salmonella typhimurium Experimento No.
Fecha:
Concentraciéon Bacteria Muestra
No. (ug/caja) (1) (1) R | Re | Ra | Room
REALIZO: Vo.Bo.:
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PRUEBA DE MUTACION Y RECOMBINACION SOMATICA EN LAS ALAS DE
Drosophila melanogaster
Raquel Ortiz Marttelo

Laboratorio de Mutagénesis y Quimica Ambiental

INTRODUCCION
El uso de organismos en condiciones controladas ofrece multiples ventajas en estudios
de toxicologia genética, uno de ellos es Drosophila melanogaster (mosca de la fruta),
un insecto diptero que ha resultado ser uno de los mas sensibles y de mas amplio al-
cance en la deteccion de dafio genético inducido, debido a que detecta efectos a nivel
somatico (carcinogénesis), germinal (mutagénesis) y/o a lo largo del desarrollo embrio-
nario (teratogénesis), ademas de detectar cambios desde una sola base nitrogenada,
hasta aberraciones cromosomicas. Por otra parte, este bioindicador posee un paquete
enzimatico semejante al del higado de mamifero, el citocromo P450, con el cual es po-
sible evaluar los efectos genotoxicos directos e indirectos en sistemas in vivo; de igual
manera, se utiliza como biomonitor de contaminantes ambientales (Gaytan, 2006).
Drosophila melanogaster es un diptero que presenta dimorfismo sexual en la
etapa adulta, el macho es ligeramente mas pequefio que la hembra, presenta un par de
peines sexuales en el primer par de patas y en la region dorsal se observan los ultimos
terguitos fusionados; la hembra es mas grande, no presenta peines sexuales y su ab-

domen es bandeado (figura 1).

Figura 1. Drosophila melanogaster, macho (izquierda) y hembra (derecha).
P) Peines sexuales, T) Terguitos.
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El uso de Drosophila melanogaster como sistema de prueba presenta diversas
ventajas, es facil de mantener en espacios reducidos, tiene cuatro cromosomas bien
mapeados, se dispone de gran numero de cepas especificas con marcadores genéticos
adecuados, que permiten detectar in vivo diversos tipos de mutaciones en células ger-
minales y somaticas (Graf et al., 1984). El ciclo de vida es corto, por lo que se puede
obtener una gran cantidad de progenie en poco tiempo.

El ciclo de vida es de 10 dias a 25 °C y 60 % de humedad relativa, y consta de
huevo y larva en tres estadios. A las 24 h de iniciado el ciclo emergen las larvas de pri-
mer estadio, que son las mas pequefas; a las 48 h se denominan larvas de segundo
estadio, éstas son las que se utilizan en experimentos combinados de 24 h de exposi-
cion y 48 h de recuperacion; y a las 72 h de edad las larvas son de tercer estadio y tie-
nen el tamafio éptimo para manejarlas sin problemas, es en ésta etapa donde mas se
utilizan para la evaluacion de contaminantes, aprovechando la gran necesidad de ali-
mentarse para obtener las reservas de grasa y energia a fin de mantenerse vivas, se-
cretar la pupa, la cual se forma a las 120 h del ciclo, y finalmente realizar la metamorfo-
sis y emerger como adulto a las 240 h (figura 2).

Con este organismo es posible evaluar diversos dafios al DNA a través de técni-
cas como la prueba de mutacion y recombinacion sométicas (SMART, por sus siglas en
inglés), (Graf et al., 1984). Esta técnica aprovecha la existencia de marcadores genéti-
cos para analizar clones celulares que se expresan en forma de manchas tanto en los
0jos como en las alas; asimismo, detecta el dafio inducido por un amplio espectro de
sustancias como hidrocarburos aromaticos policiclicos y sus dinitroderivados (Delgado
et al., 1995), orto y parafenilenediamina (Duefias et al., 2000), varias anisidinas (Rodri-
guez y Ordaz, 2002); ademas se ha utilizado como biomonitor de ambientes contami-
nados, aire (Delgado et al., 1999; Amador et al., 2001), agua (Pimienta et al., 2008; As-
kin e Incekara, 2010) y sedimento (Popoca, 2001).

La prueba SMART en Drosophila presenta dos variantes, el ensayo con células
somaticas de ojos y el ensayo con células somaticas de alas. Ambas se basan en el
principio de que la pérdida de heterocigocidad de marcadores genéticos, en las células
de los discos imagales de las larvas, origina la formacion de clones celulares, los cuales

se expresan como manchas en los 0jos o en las alas de las moscas adultas. Con este
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propasito se realizan cruzamientos con moscas que portan mutaciones recesivas, para
asi obtener progenie heterocig6tica en cuanto a los marcadores seleccionados, las lar-
vas obtenidas son tratadas cronicamente o en forma aguda con los compuestos a eva-
luar, y después de la eclosion se analizan las moscas adultas para identificar manchas

en ojos o alas (Graf et al., 1984).

Adulto o Imago
240h

Huevo fertilizado
Pupa 120 h Oh

1 |
& el D

Larva —
3erestadio72h Embrién 12 h

1 |
@ - v

Larva Larva
2do estadio48 h 1er estadio 24 h

Figura 2. Ciclo de vida de Drosophila melanogaster.
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Con esta técnica se evallan compuestos tanto de accion directa como aquellos
que requieren ser metabolizados para que se exprese el dafio. EI método consiste en
realizar dos cruzas, una estandar (E) y otra con una bioactivacion elevada (BE). Las
larvas que se obtienen de esta cruza poseen un elevado nivel de citocromo P-450, lo

que facilita la deteccién de los promutagenos y cancerigenos (Graf y Van Schaik, 1992).

Lineas de Drosophila melanogaster
Para la prueba SMART en las alas de Drosophila melanogaster se emplean tres lineas
progenitoras, las cuales se caracterizan por presentar mutaciones que alteran la dife-

renciacion final de las células que dan origen a los tricomas o pelos:

a) mwh/mwh
b) flr/TM3, Bd®
c) ORRI1/ORR1; ORR2/ORRZ2; fIr*/TM3, Bd®

Marcadores genéticos

Los marcadores genéticos empleados en el ensayo de células sométicas de las alas de
Drosophila melanogaster modifican el fenotipo normal de los tricomas presentes en
ellas por medio de distintos mecanismos, como varios tipos de mutacién (puntual, dele-

cién, translocacion), recombinacion mitética y pérdida cromosomica (Graf et al., 1984).

mwh (pelos multiples en el ala).

Se localiza en el cromosoma 3 a 0.0 unidades de mapa. En el fenotipo se distingue por
ser una alteracion en la cantidad de tricomas en las células de las alas de los adultos,
ya que se presentan de 3 hasta 11 pelos de igual o diferente tamafio, en lugar de uno

por célula como en el fenotipo silvestre (Lindsey y Zimm, 1985) (figura 3).

fir’/TM3, Bd® (pelos en forma de flama).

Se localiza en el cromosoma 3 a 39 unidades de mapa, los tricomas se observan fe-

notipicamente en forma de flama, en el torax, el abdomen y las alas. En condicion

homocigotica es letal y para el mantenimiento de esta linea se requiere la presencia de
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un cromosoma balanceador, TM3 (tercer multiple de 3), el cual tiene una inversion pe-
ricéntrica en gran parte del cromosoma 3, por lo que se evita la recombinacion entre los
cromosomas homologos; ademas posee el marcador serratia (Bd®), que es dominante y
permite reconocer a los individuos portadores de la inversion, debido a que las alas
presentan bordes discontinuos. El uso de este balanceador (TM3) permite recobrar en
cada generacion individuos heterocigoticos, tanto para flr como para serratia, ya que

este ultimo también es letal en condicion heterocigotica (figura 4).

/-) Y I
&4
J"y./

~ -,- > o I _f;;‘
# ’ ),/?/’Cff’.%%t:

Figura 3. Mancha del fenotipo mwh.

Figura 4. Mancha del fenotipo flr.
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ORR1/ORR1: ORR2/ORR2: fIr¥/TM3, Bd®.

ORR1 y ORR2 son el primero y segundo cromosomas de la linea Oregon R (R), la cual

es resistente al insecticida DDT y muestra alta actividad metabdlica, en particular frente
a las reacciones dependientes del complejo microsomico P-450 (Frolich y Wurgler,
1990). El incremento metabdlico se debe al gen R1, ubicado en el cromosoma 2 a 65.0
unidades de mapa,; asi, esta linea se caracteriza por la sustitucion de los cromosomas 1

y 2 de las lineas originales fIr*/TM3, Bd® por los de la linea Oregon R (R).

OBJETIVO
Analizar el dafio genético inducido por sustancias quimicas o muestras ambientales de

aire, agua o sedimentos, en células sométicas de las alas de Drosophila melanogaster.

EQUIPO

Agitador de tubos tipo vortex
Balanza analitica

Balanza granataria

Campana de extraccion de humos
Centrifuga

Contador de células

Estufa de gas

Estufa de cultivo calibrada a 25 °C
Horno de secado

Microscopio estereoscopico
Microscopio optico de campo claro
Placa térmica con intervalo de temperatura de 30 a 60 °C
Placa de calentamiento con agitacion
Bafo para ultrasonido

Refrigerador

Ultracongelador
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MATERIAL

Barniz de ufas transparente

Cajas para preparaciones

Coladera de acero inoxidable

Cubreobjetos

Espatula

Etiquetas adhesivas

Frasco de plastico con tapa, para anestesiar a las moscas
Frasco ambar con gotero

Frascos de vidrio, boca ancha de 250 ml

Gasa fina

Guantes desechables

Ligas de hule

Microespatula con extremo de cuchara

Micropipetas de volumen variable de 50 pl hasta 5 ml
Papel absorbente

Pesasde metalde 2x1.4cmy37gyde5x3.1cmy197¢g
Pincel de cerdas suaves del numero 00

Pinzas de relojero INOX No. 5

Pipeta graduada de 10 ml

Pelicula autoadherible Kleen pack

Porta objetos

Portaobjetos excavados

Probetas de 1 000 y 50 ml

Puntas para micropipeta

Recipiente de peltre de 2 L

Rectangulos de vidrio de 10 x 7 x 0.5 cm

Tapones de hule espuma

Tubos viales de vidrio, fondo plano de 5 ml, con rosca
Tubos viales de vidrio, fondo plano de 30 ml, sin rosca
Vasos de precipitados de 1 000, 600 y 250 ml
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REACTIVOS
Nombre No. de catalogo Marca Grado
Acido propionico N13644 J.T. BAKER Reactivo
Agar bacteriolégico 5238883 BIOXON Reactivo
Alcohol etilico absoluto V41C51 BAKER Reactivo
Alcohol al 96° E. R. Tlax Industrial
Azlcar estandar Alimenticio
Eter etilico anhidro X03C01 J.T. BAKER Reactivo
Extran neutro 1266 EM CIENCE Reactivo
Goma arabiga Drogueria Reactivo
Glicerina DROGUERIA Reactivo
Harina de Maiz MINSA Alimenticio
Hidrato de Cloral C8383 SIGMA Reactivo
Levadura de cerveza DROGUERIA Alimenticio
Levadura fresca FLORIDA Alimenticio
Medio instantaneo F-24 CAROLINA BIO-
LOGY SUPPLY
Nipagin simple DROGUERIA Reactivo
Tween 80 93781 FLUKA Reactivo

PREPARACION DE REACTIVOS

Medio de cultivo basico para mantenimiento de Drosophila melanogaster

En un vaso de precipitados de 1 000 ml, colocar 870 ml de agua y afadir 112 g de hari-

na de maiz (MINSA), con la espatula mezclar perfectamente, luego incorporar 55 g de

levadura de cerveza y continuar agitando hasta obtener una mezcla homogénea.

En un recipiente de peltre de 2 L colocar 380 ml de agua, 7 g de agar bacteriol6-

gico y 70 g de azucar, previamente mezclados en seco, calentar a fuego alto, mezclan-

do constantemente. Al alcanzarse el punto de ebullicion (aproximadamente 90 °C), se

adicionan 0.4 g de nipagin y se continua agitando hasta que éste se disuelva. Cuando

esto sucede se afade la mezcla de harina y levadura, agitando ininterrumpidamente y
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al iniciarse la ebullicién (88 °C) se disminuye el fuego y se deja asi de 15 a 18 min. Pa-
sado este tiempo se retira del fuego y se afiaden 4 ml de &cido propidnico, se mezcla
perfectamente.

En frascos de vidrio de 250 ml de boca ancha se vierten 30 ml de este medio, se
tapan con tapones de hule espuma y se deja enfriar a temperatura ambiente 24 h antes

de utilizarse.

Medio para aislamiento
Se trata del mismo medio de cultivo basico para mantenimiento de Drosophila melano-

gaster, la diferencia es que sélo se vierten 10 ml de medio en cada frasco.

Medio de cultivo a base de agar y levadura

Base de agar bacterioldgico

En un recipiente metélico agregar 250 ml de agua purificada y 12.5 ml de agar bacte-
riolégico previamente medido en una probeta (v/v). Se calienta a fuego alto (mezclar
constantemente), y cuando se alcance el punto de ebullicién (92 °C), disminuir el fuego
y se deja en ese estado de 2 a 3 min.

Retirar del fuego e inmediatamente vaciar 10 ml en frascos de vidrio de 250 ml,
los frascos se tapan con pelicula autoadherible, se dejan enfriar a temperatura ambien-

te y se guardan en el refrigerador por un maximo de un mes.

Capa de levadura

En un vaso de precipitados, con una espatula se pulverizan 200 g de levadura (1 barra),
se afiaden 10 ml de agua purificada tibia (aprox. 30 °C) y se mezcla con cuidado, se
tapa con una gasa y se coloca en bafio Maria durante 30 a 45 min.

Posteriormente, se agrega una cucharadita de azlcar (3 g) y se agita vigorosa-
mente; cuando se obtiene una consistencia liquida, inmediatamente se vierten 20 ml en
los frascos que contienen la base de agar. Se tapan con papel absorbente y una liga, y

se dejan enfriar a temperatura ambiente durante 24 h antes de utilizarse.

NOTA: Estos frascos se denominan frascos de sincronizacion

95



MANUAL DE TECNICAS EN GENETICA Y AMBIENTE

Medio de montaje (solucion Fauré)
En un vaso de precipitados de 250 ml se hidratan 30 g de goma ardbiga con 50 ml de
agua destilada, este recipiente se introduce en un vaso de 500 ml y se colocan en bafio
Maria, a fuego medio, agitando constantemente con una varilla de vidrio. Cuando los
grumos desaparecen, se agregan 20 ml de glicerina y se contindia con la agitacion, pos-
teriormente se incorporan 50 g de hidrato de cloral, y después de 2 a 3 min se retira del
fuego.

La solucion se deja enfriar y se vacia en un frasco ambar con tapa, se etiqueta y
se almacena a temperatura ambiente, el tiempo méximo de utilizacién es de tres me-

Ses.

METODOLOGIA

Cruzamientos (moscas progenitoras)

Para llevar acabo la técnica de SMART en alas de Drosophila se requiere realizar dos
cruzas; una estandar (E), la cual se realiza con hembras fIr¥TM3, Bd® y machos
mwh/mwh; y otra de bioactivacion elevada (BE); entre hembras ORR1/ORR1;
ORR2/ORR2; flr*/TM3, Bd® y machos mwh/mwh (figura 5).

h \'/
fiTM3, Bd® U ORR: fi/TM3, BdS

Figura 5. Cruzas E y BE
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El primer paso para hacer la cruza es el aislamiento de hembras virgenes (que
aun no han sido fecundadas) de las lineas arriba mencionadas. Para ello se separan de
los machos, basandose en las caracteristicas de cada sexo (peines, terguitos y abdo-
men; las moscas recién nacidas son blancas). Los organismos se anestesian con éter y
se identifican en un microscopio estereoscépico (figura 6). El aislamiento se realiza al
menos dos veces al dia, aproximadamente cada 3 h durante tres dias; una vez separa-
das las hembras, se colocan en frascos con medio para aislamiento. Los frascos con

las hembras aisladas se guardan en un cuarto de cultivo a 25 °C y 60 % de humedad.

ETER MORGUE

Figura 6. Aislamiento de hembras virgenes. A) frasco anestesiador con éter;
B) drosoéfilas anestesiadas; C) morgue

En el cuarto dia, se aislan los machos de la linea progenitora mwh y se colocan
directamente en los frascos con medio de cultivo basico, previamente rotulados con las
siglas de la cruza, la fecha y el numero de frasco. A continuacion, se introducen las
hembras virgenes en una proporcion de dos hembras por cada macho. Lo anterior se
realiza con las dos lineas progenitoras de hembras (flr y ORR), y se dejan reposar por
24 h.

NOTAS: Las moscas nacidas por la noche se matan para evitar la presencia de
hembras fecundadas.

Los organismos no utilizados se desechan en la morgue (frasco de plastico con

solucion jabonosa).
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Sincronizacion de larvas

A las 24 h de haber realizado las cruzas, tiempo en el cual las hembras ya han sido fe-
cundadas, se lleva a cabo la colecta de huevos y de esta manera obtener individuos
con poca variacion de edad, para tal efecto se trasladan los organismos de los frascos
de las cruzas progenitoras a los frascos de sincronizacion, los cuales se colocan en una
estufa de cultivo a 25 °C durante 8 h (con el fin de que las hembras ovipositen). Al
término de este tiempo, se regresan a su frasco de cruza original, ambos frascos (cruza
y sincronizacion) se guardan en una estufa de cultivo hasta que se vuelvan a ocupar
(figura 7). Los frascos de sincronizacion se utilizan a las 72 h después de retirar los or-

ganismos, tiempo en el cual los huevos han alcanzado el tercer estadio larvario.

Frasco de
Frasco de cruza sincronizacion

Figura 7. Cruzas en sincronizacion

NOTAS: Las cruzas se pueden someter a este procedimiento tres o cuatro dias
consecutivos, posteriormente se eliminan.

Se realizan de seis a ocho frascos de sincronizacion.

En cada frasco de sincronizacion se obtiene una cantidad de larvas suficiente pa-

ra realizar una serie de experimentos con tres réplicas.
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Exposicién

La exposicion se realiza con larvas de Drosophila melanogaster de 72 h de edad (tercer
estadio) que son alimentadas cronicamente por 48 h hasta concluir su desarrollo larva-
rio. Las larvas se recuperan del medio vaciando el contenido del frasco de sincroniza-
cién en una coladera de acero inoxidable de poro fino, se lavan con agua de la llave
para eliminar los residuos de levadura; finalmente, se enjuaga con agua destilada. Con
una cucharilla se transfieren aproximadamente 100 larvas a viales que contienen 1.5 g
de medio instantaneo, hidratado con 5 ml del compuesto a evaluar. Se utilizan tres con-
centraciones como minimo, un testigo positivo y uno negativo. Una vez que emergen
los adultos, se colectan en frascos viales con tapa de rosca y se fijan en alcohol etilico
al 70 % (figura 8).

Figura 8. A) Exposicion de larvas, B) adultos conservados en etanol al 70 %.

Elaboracion de preparaciones semipermanentes
Las moscas conservadas en alcohol al 70 % se vacian en un vaso de precipitado de 50
ml de capacidad, y se preparan dos vasos con 20 ml de agua destilada. Con las pinzas

de relojero y en el microscopio estereoscopico, se separan 30 hembras y 30 machos
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con alas enteras y se colocan en los vasos antes preparados. Las moscas de alas dis-
continuas se regresan al frasco original; si es necesario, se les afiade méas alcohol al
70%.

En un portaobjetos excavado se colocan dos gotas de solucion Fauré, en la cual
se introducen de uno en uno los organismos seleccionados y con unas pinzas de reloje-
ro se separan cada par de alas, las cuales se van acomodando en un portaobjetos,
formando 4 filas y 10 columnas.

Las alas se colocan por pares cuidando que en las dos primeras lineas estén las
alas de 10 hembras y en los siguientes dos, las de 10 machos. Asimismo, la parte an-
gosta del ala siempre se coloca hacia abajo, la regién A del ala a la izquierda, con la
misma separacion entre cada una de las alas, dejando espacio del lado izquierdo para

la etiqueta (figura 9). Se realizan como minimo tres preparaciones por concentracion.

Testigo
1/3
20-Nov-2010

Figura 9. Preparaciones semipermanentes.

Una vez efectuado lo anterior, se coloca un cubreobjetos al cual se le agrega una
gota de solucién Fauré. Las preparaciones se acomodan sobre una placa térmica a 40
°C, y se presionan con una pesa de 37 g y una de 197 g; se dejan prensadas al menos
48 h.

Al secarse, se limpian los bordes del cubreobjetos, y se sella con barniz de ufias
transparente, luego se dejan secar las preparaciones y se guardan en una caja para

portaobjetos.
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Andlisis al microscopio

Las alas se observan en un microscopio optico a un aumento de 40 X, las manchas se
registran de acuerdo a la seccién del ala en la que se localizan (figura 10), el nUmero de
células que las forman y los fenotipos que las constituyen, sencillas (mwh o fIr®) o ge-

melas (mwh y flr* en zonas adyacentes).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos son evaluados por medio de la prueba de X? de proporciones con
la correccion de Yates y el programa de computo SMART version PC de Frei y Wurgler
(1995). Las frecuencias de manchas por alas se evallan empleando el procedimiento
de decision multiple, lo que permite concluir cuando se trata de un resultado claramente

positivo, es débil positivo, indeciso, o negativo.

Figura 10. Secciones del ala de Drosophila melanogaster
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ANEXO 1. MANTENIMIENTO Y PROPAGACION DE LINEAS DE Drosophila mela-
nogaster

Se cuenta con tres lineas progenitoras:

1) mwh/mwh
2) fIr*/TM3, Bd®
3) ORR1/ORR1; ORR2/ORR2; fIr*/TM3, Bd®

Las lineas progenitoras se mantienen en cultivo en frascos con medio bésico, se
colocan al menos 60 parejas de organismos en cada frasco. A los 5 dias se retiran del
frasco con medio de cultivo, 5 dias después se realiza una nueva siembra con organis-
MOS NuUevos.

Los frascos con los organismos se mantienen en un cuarto de cultivo con condi-
ciones controladas a 25 °C y 60 % de humedad relativa.

Se preparan 24 frascos por cada linea.

Los organismos no utilizados se matan en la morgue (frasco con solucién satura-
da de jabon).
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ENSAYO DE GENOTOXICIDAD: MICRONUCLEOS
Libertad Juarez Santacruz

Laboratorio de Toxicologia Ambiental

INTRODUCCION

Desde hace varios afios se realizan bioensayos con organismos de los diferentes nive-
les troficos de la cadena alimentaria; éstas pruebas de toxicidad consisten en exponer
organismos de prueba directamente a una matriz ambiental (agua, suelo o sedimento)
contaminada para determinar los efectos téxicos y la biodisponibilidad de los contami-
nantes presentes en el ambiente. Los organismos utilizados como sistema de prueba
deben tener caracteristicas especificas: facil de obtener o cultivar, abundantes durante
todo el afo, sensibilidad conocida a los téxicos, ademas los resultados obtenidos deben
ser repetibles. Entre los organismos mas empleados se encuentran bacterias, hongos,
protistas, algas, plantas vasculares, lombrices de tierra, peces, ranas y mamiferos como
ratones, ratas, cobayos y conejos, entre otros (lannacone et al., 1998; Carballo et al.,
2010).

En términos generales, un bioensayo es una prueba Util para determinar la natu-
raleza y la magnitud de los efectos que producird un agente dado cuando un organismo
o sistema biolégico es expuesto a él. Entre los efectos de particular importancia estan
los de naturaleza genética (clastogénicos, mutagénicos, carcinogénicos y teratogéni-
cos), que se pueden generar como consecuencia de la exposicion a bajas concentra-
ciones y por periodos prolongados (lannacone et al., 1998).

Uno de los usos de los ensayos de genotoxicidad es su empleo continuo en el
monitoreo y la evaluacion in situ del aire, el suelo y los ambientes acuaticos, los cuales
pueden realizarse a escala global. Los resultados obtenidos proporcionan datos que
pueden ser utilizados como centinelas para proteger a la poblacién de agentes que

causen mutaciones.

Sistemas vegetales (Vicia faba)
Los bioensayos con plantas son parte importante de una bateria de pruebas usadas

para la deteccion de mutagenos y genotdxicos ambientales.
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La simplicidad de estos ensayos, su costo relativamente bajo, su versatilidad y su
requerimiento minimo de equipo para su aplicacion asi como su capacidad para estu-
diar diferentes alteraciones genéticas y cromosomicas, los hacen sistemas particular-
mente deseables para el monitoreo ambiental. Algunas especies vegetales utilizadas
frecuentemente son: Arabidopsis thaliana (berro comun), Hordeum vulgare (cebada),
Lycopersicun esculentum (jitomate), Nicotiana tabacum (tabaco), Zea mays (maiz),
Allium cepa (cebolla), Tradescantia paludosa (hierba del pollo) y Vicia faba (haba)
(Grant, 1994).

V. faba es un excelente material citogenético para evaluar el dafio cromosémico
inducido por contaminantes ambientales gracias a que sus cromosomas son grandes,
esta disponible todo el afio, es poco costoso, y las raices de esta planta contienen una
alta proporcion de células en diferentes etapas de la mitosis, tienen una frecuencia muy
baja de aberraciones espontaneas y un namero pequefio de cromosomas (Kihlman,
1975).

El cariotipo de V. faba esta constituido por 6 pares de cromosomas (2n = 12) (fi-
gura 1), los cuales segun la posicion del centrémero son: 1 par metacéntrico, con el
centromero en posicion media y 5 pares de cromosomas subacrocéntricos, con el
centromero en posicion subterminal. El ciclo celular tiene una duracién de 19.3 h a 19
°C, el periodo presintético (G1) y el periodo postsintético (G2) duran 4.9 h cada uno; la
sintesis de DNA (S), 7.5 h; y la mitosis (M), 2 h (Evans y Scout, 1964).

.\
1=~
1247

Figura 1. Cariotipo de Vicia faba (2n=12).

106



MANUAL DE TECNICAS EN GENETICA Y AMBIENTE

Con V. faba como sistema de prueba, se emplean diferentes marcadores de da-
filo entre ellos destacan los intercambios de cromatidas hermanas (ICH) (Juéarez-
Santacruz, 2005), micronucleos (MN) (Marcato-Romain et al., 2009) y el ensayo cometa

(Koppen y Verschaeve, 2001).

Sistemas animales

Los organismos animales utilizados como herramientas ecotoxicologicas requieren ser
sencillos, de manejo facil, sensible y capaz de proporcionar resultados repetibles. Gru-
pos taxondmicos como peces Yy anfibios se utilizan ampliamente ya que es posible ex-
ponerlos a xenobidticos de manera directa y por aportes de residuos que llegan a los
cuerpos de agua provenientes de ambientes terrestres y atmosféricos, por lixiviacion,
escorrentia y precipitacion, ademas los eritrocitos de los peces y anfibios estan nuclea-
dos y se pueden obtener facilmente (Akcha et al., 2003; Freeman y Rayburn, 2004; To-
rres-Bugarin et al., 2007).

Los peces son considerados organismos bioindicadores idoneos debido a que
constituyen varios eslabones de la cadena alimentaria, son capaces de bioacumular
sustancias toxicas y reaccionar facilmente a bajas concentraciones de agentes mutagé-
nicos (Gustavino et al., 2001). Por esas razones, diversas especies de peces han sido
propuestas como bioindicadores para evaluar la toxicidad y genotoxicidad de sustancias
quimicas contaminantes, entre esas especies se encuentra la carpa comun (Cyprinus
carpio). Esta especie es de grandes dimensiones alcanza 1 m de longitud y 30 kg de
peso. Son organismos altamente sensibles a la perturbacion ambiental, su importancia
ecoldgica radica en el control de las poblaciones de insectos, microcrustaceos y algas,
ayudan a la recirculacion, remocion y resuspension del material organico en los ecosis-
temas acuéticos y ademéas se emplea para consumo humano (Torres-Bugarin et al.,
2007).

Por otra parte, los anfibios como bioindicadores son muy sensibles ya que pue-
den intercambiar de sustancias y gases a través de la piel, que es permeable. Viven en
el agua y el suelo, sus huevos no tienen caparazon duro, su desaparicién de un lugar
significa que podria existir una importante concentracion de contaminantes en el am-

biente. Los anfibios son de interés particular debido a que por su fisiologia y ciclo de
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vida estan expuestos a una gran variedad de cambios ambientales y su proceso de me-
tamorfosis parece ser una etapa muy sensible a la contaminacion del agua la cual alter-
nan y prolonga el periodo critico de transicion entre la vida acuatica y la terrestre, por lo

gue son muy vulnerables a riesgos ambientales (Freeman y Rayburn, 2004).

Micronucleos (MN)

El ensayo de MN es ampliamente usado para estudios de contaminacion ambiental (De
Simone et al., 2005), y es Gtil como biomonitor en organismos expuestos a clastégenos
y aneugénicos; recientemente se ha considerado como una herramienta para predecir
riesgos de cancer (OECD, 2010). Los MN, estan constituidos por cromosomas y frag-
mentos de cromosomas; se forman por la accion de clastégenos y el incremento de-
pende de la dosis o concentracion del agente en la matriz ambiental (Chakraborty et al.,
2009).

Los mecanismos basicos que dan origen a los MN en la fase-M del ciclo celular,
son rompimientos cromosémicos y defectos en el huso mitético. Un MN se origina a
partir de fragmentos de cromosomas aceéntricos y/o de cromosomas enteros retardados
gue no se incorporan al nicleo de la nueva célula. Un segundo origen son los fragmen-
tos inducidos por rompimiento de puentes en la anafase. El destino de los MN después
de aparecer en la fase de mitosis es incierto. En ocasiones, se encuentran en el cito-
plasma en el citoplasma durante la progresion del ciclo celular, lo cual puede tener un
impacto significativo debido a que los genes del MN pueden ser transcritos extracro-
mosdémicamente e influir en el fenotipo celular (Terradas et al., 2010).

Finalmente los MN, se forman en la telofase donde una envoltura nuclear en-
vuelve a los fragmentos o cromosomas no incorporados que quedaron incluidos en el
citoplasma de las células hijas y se transforman en nucleos secundarios, de forma re-
donda o almendrada, mucho mas pequefios que los nucleos verdaderos (Terradas et
al., 2010).

El ensayo de MN se desarrollé utilizando médula 6sea de ratdén, posteriormente
se implementd en una gran variedad de células y especies tanto vegetales como anima-
les. Para la realizacion de esta prueba es indispensable contar con células en constante

division; las ventajas que presenta son: facilidad, rapidez, la posibilidad de probar diver-
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sos compuestos con potencial clastogénico y que los MN formados durante la division

celular persisten al menos en la siguiente interfase (Zufiga y Gémez, 2006).

OBJETIVO

Proporcionar una metodologia que permita evaluar el dafio al DNA generado por con-

taminantes con potencial genotoxico presentes en matrices ambientales.

EQUIPO

Agitador magnético
Balanza analitica
Bafio de recuperacion
Bafio Maria

Contador de células
Microscopio 6ptico
Potencidometro

Ultracongelador

MATERIAL

Algodoén Jeringas

Bisturi Matraz aforado de 100 ml
Cajas Coplin Micropipetas de 5y 100 pl

Charola de pléastico

Cristalizador 190 x 100mm
Cristalizadores 80 x 40 mm
Cubreobjetos 22 x 22 mm

Espatula

Frascos de vidrio de 50, 100 y 200 ml

Papel filtro

Pipetas Pasteur

Portaobjetos 26 x 76 mm

Probeta de 100 ml

Tijeras

Vasos de precipitados de 10 y 100 ml
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REACTIVOS
Nombre Marca No. de catalogo
Acido acético (CH3-COOH) J.T. BAKER 9508-02
Acido citrico (C¢HgO7) J.T. BAKER 0110-01
Acido clorhidrico (HCI) J.T. BAKER 9530-33
Balsamo de Canada SIGMA
Butanol (C4H100) J.T. BAKER 9054-01
Carbodn activado J.T. BAKER E343-07
Citrato de sodio (NaH2(C3HsO (COO0)3) J.T. BAKER 3646-01
Etanol (C,HgO) J.T. BAKER B5924-03
Fucsina basica J.T. BAKER B660-03
Colorante Giemsa SIGMA
Glicerina J.T. BAKER
Heparina
Metabisulfito de sodio J.T. BAKER 3552-01
Metanol absoluto J.T. BAKER 9070-18
Pectinasa FLUKA 17389

PREPARACION DE REACTIVOS
Acido acético 45 %

Para preparar 100 ml, mezclar 45 ml de &cido acético con 55 ml de agua destilada,

guardar en el refrigerador a 4 °C hasta usar la totalidad de la mezcla.

Acido clorhidrico 5N

Para preparar 100 ml, en un matraz aforado se colocan 16 ml de HCl y se afiade agua

destilada hasta el aforo, agitar suavemente. Guardar de preferencia en frasco de vidrio

color &mbar en el refrigerador a 4 °C hasta que se agote la mezcla.

Acido clorhidrico 0.15 N

En un matraz aforado de 100 ml se agrega aproximadamente 50 ml de agua destilada,
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posteriormente se afiade con cuidado 600 pl de HCI, finalmente se agrega agua desti-
lada hasta el aforo.

Buffer de citratos, pH 4.7

Se preparan soluciones al 0.01 M de &cido citrico para lo cual se pesan 0.192 gy 0.294
g de citrato de sodio y se disuelve cada reactivo por separado en 100 ml de agua desti-
lada. Después se mezclan partes proporcionales de cada uno hasta ajustar el pH a 4.7.

Esta solucion se prepara al momento de utilizarla.

Etanol al 70 %
Mezclar 70 ml de etanol con 30 ml de agua destilada, guardar en frasco de vidrio a

temperatura ambiente.

Etanol-acido acético 3:1 (v/v)
Para preparar 100 ml, se mezclan tres volimenes de etanol y uno de acido acético, se

guarda en frasco de vidrio en refrigeracion a 4 °C hasta terminar la mezcla.

Colorante Giemsa (solucion madre)
Calentar 66 ml de glicerina a 60 °C, agregar 1 g de colorante Giemsa, incubar en bafio
Maria a 60 °C por 30 min. Agregar 132 ml de metanol y agitar por 4 h, se filtra y guarda

en frasco ambar en el refrigerador a 4 °C hasta que se agote.

Metanol-acido acético 3:1 (v/v)
Se mezclan tres partes de metanol y una de acido acético. Preparar minutos antes de

su uso solo el volumen requerido (40 ml por cada caja Coplin).

Reactivo de Schiff

Mezclar 100 ml de HCI 0.15 N, 1.9 g de metabisulfito de sodio y 0.35 g de fucsina basi-
ca, agitar por 2 h, afladir 0.5 g de carbo6n activado y agitar por 15 min, filtrar con papel
filtro grueso y guardar en frasco ambar en el refrigerador a 4 °C hasta que el reactivo se

agote.
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METODOLOGIA
Ensayo de MN en células de Vicia faba

Preparacion y germinaciéon de las semillas.

Las semillas de haba (V. faba) se lavan con agua corriente, se colocan en un cristaliza-
dor para su imbibicion con agua destilada por 24 h. Posteriormente se ponen a germi-
nar entre dos capas de algodén humedecido con agua de la llave, y se mantienen a una
temperatura constante de 20 °C en condiciones de oscuridad (figura 2). Al aparecer la
radicula, remover la testa (cubierta de la semilla); cuando la raiz principal alcance 2 a 3
cm de longitud y previo a la exposicion al contaminante se elimina la cofia (recubrimien-

to protector en la punta de la raiz).
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Figura 2. Preparacion y germinacion de semillas de V. faba.

Exposicién
En cristalizadores tapados con papel aluminio, perforado con la punta de un lapiz, se
colocan las muestras del contaminante y/o matriz ambiental a evaluar (si es agua con-
taminada, 100 ml; si es suelo y/o sedimento, 50 g humedecidos con 50 ml de agua des-
tilada). A continuacién se colocan 4 semillas germinadas de modo que la raiz quede en
contacto con la muestra a evaluar durante 6 h.

Posteriormente se enjuagan con agua corriente y se colocan en un bafio de re-
cuperacion por 22 h con flujo de agua y aereacién constante en oscuridad, al mismo
tiempo y en las mismas condiciones se coloca un testigo negativo con agua destilada.

Pasado éste tiempo se cortan aproximadamente 5 mm de los meristemos y se fijan en
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etanol-4cido acético 3:1, en volumen suficiente para cubrirlos completamente; se guar-

dan en el congelador hasta la tincion (figura 3).

-
-
-
-
Raizde 2cm Exposicion Corte meristemos \‘_
Fijacion

Figura 3. Exposicion de raices a contaminantes, corte y fijacién.

Tincion
Colocar los meristemos de V. faba en etanol al 70 % por 10 min a 28 °C, transcurrido el
tiempo se elimina el etanol y se hidrolizan con HCI 5 N en bafio Maria a 28 °C durante
20 min, se lavan tres veces con agua destilada, se secan con un papel absorbente y se
les agrega reactivo de Schiff, se colocan en bafio Maria a 28 °C durante 20 min y en
condiciones de obscuridad.

Transcurrido el tiempo de tincién, cada mesristemo se coloca sobre un portaobje-
tos, se adiciona una gota de acido acético al 45 %, se cubre con un cubreobjetos y se
aplasta el tejido con la goma de un lapiz hasta formar una monocapa; mantener en

congelacion hasta su preparacion permanente (figura 4).
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Montaje
Para realizar las preparaciones permanentes los cubreobjetos con tejido se colocan so-

bre hielo seco para que se congele y se adhiera el tejido al portaobjetos. Una vez con-
gelado se desprende el cubreobjetos con un bisturi, las laminillas se pasan por dos ca-
jas Coplin que contienen butanol absoluto (3 min en cada una), se retiran de la caja y
cuidando de no tocar el tejido se seca el exceso de butanol. Colocar una gota de
balsamo de Canada sobre el tejido y colocar un cubreobjetos nuevo, dejar secar a tem-

peratura ambiente (figura 5).
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Congelamiento en hielo seco Lavado con butanol Balsamo de canada

Figura 5. Elaboracion de preparaciones permanentes de V. faba.

Andlisis al microscopio
Para analizar la frecuencia de MN se contabiliza en 1 000 células en interfase uti-
lizando un microscopio Optico con aumento minimo de 40 X, aplicando los si-

guientes criterios: (Zalacain et al., 2005) (figura 6).

a) El diametro del MN oscila entre 1/16 a 1/3 de la media del diametro del nucleo
principal;

b) Los MN son no refractarios;

c¢) La intensidad de tincién del MN es similar al nucleo principal;

d) El MN no esta conectado con el nacleo principal

e) Los MN se encuentran en el mismo plano del ndcleo principal
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Figura 6. Células de V. faba en interfase con micronicleos (sefalados con las flechas).

Ensayo de micronucleos en células animales.

Organismos de prueba.

Como material biolégico se emplean células sanguineas de organismos expuestos a
contaminantes ambientales, y como testigos se utilizan organismos no expuestos, (figu-
ra 7).

Ratones

Figura 7. Organismos de prueba.

Obtencion de células sanquineas

Con jeringas previamente heparinizadas se obtiene una muestra de sangre de peces
(por puncién o corte en la vena o aleta caudal) (figura 8) y en ranas y ratones por pun-

cion cardiaca.
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Figura 8. Obtencidén de sangre por puncién en aleta caudal

Frotis sanquineo

En portaobjetos limpios se colocan 5 ul de sangre, con la ayuda de un cubreobjetos se
realiza un frotis y se deja secar por 24 h (figura 9).

Sangre 50 ul Frotis

Figura 9. Frotis sanguineo.

Tincién

Los portaobjetos con frotis se colocan en una caja Coplin que contiene 40 ml de fijador
(metanol-acido acético 3:1 v/v) por 30 min. Posteriormente se tifien con Giemsa al 5 %
durante 5 min (figura 10), pasado este tiempo se enjuagan con agua destilada y se de-

jan secar a temperatura ambiente.
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Fijacion en metanol-acido acético Tincién colorante Giemsa
Figura 10. Tincién de eritrocitos.
Andlisis al microscopio
Los MN se contabilizan en 1 000 eritrocitos (figura 11) siguiendo los criterios descritos

en la seccion andlisis al microscopio del ensayo de microndcleos en V. faba.

Expresion de resultados
Para determinar si las muestras analizadas son o no genotoxicas, se comparan los va-
lores promedio de la frecuencia de micronucleos del grupo expuesto contra el testigo

negativo, se le aplica una t-student con una significancia de p< 0.05.

Figura 11. Micronucleos (sefialados con flecha) en eritrocitos de peces
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EVALUACION DE LA FRAGMENTACION DEL DNA
EMPLEANDO EL ENSAYO COMETA
Edelmira Garcia Nieto

Laboratorio de Toxicologia Ambiental

INTRODUCCION

El ensayo cometa o electroforesis unicelular en gel es una técnica para medir el dafio al
acido desoxirribonucleico (DNA) en células individuales causado por agentes genotoxi-
cos. Se basa en la capacidad que tienen los fragmentos del DNA, cargados negativa-
mente, de migrar o desplazarse hacia el &nodo (electrodo positivo) a través de un gel
de agarosa en respuesta a un campo eléctrico. En esta técnica, el grado de migracion
depende directamente del dafio experimentado por el DNA de la célula.

Este ensayo fue creado por Ostling y Johanson en 1984 empleando una linea ce-
lular de hepatoma (cancer de higado) de ratén. Las células embebidas en agarosa se
extendian sobre un portaobjetos, y luego se sumergian en una solucion de acido etilen-
diaminotetraacético y el detergente dodecil sulfato de sodio para lisar las membranas
celulares. Al aplicar un campo eléctrico en condiciones neutras de pH, los fragmentos
de DNA emigraban hacia el anodo; el frotis se tefiia con naranja de acridina y se obser-
vaba en el microscopio de fluorescencia. La imagen obtenida se parecia a un cometa,
con una cabeza bien definida que correspondia al DNA intacto y una cauda formada por
fragmentos de DNA (figura 1). A esta figura se debe que la técnica se conozca como

ensayo cometa.

Cabeza
(DNA no fragmentado)

Cauda
(DNA fragmentado)

Figura 1. Molécula de DNA.
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Sin embargo, las condiciones neutras sélo permitian analizar el dafio producido
por la ruptura en las dos hebras (RDH) del DNA. Por lo que en 1988, Singh y colabora-
dores introdujeron la modificacion consistente en efectuar la electroforesis en condicio-
nes alcalinas extremas (pH > 13). Con un pH alcalino se rompen los puentes de hidré-
geno que mantienen unida a la doble hélice, el DNA superenrollado se relaja y las
hebras separadas liberan o exponen los fragmentos presentes en la molécula. De esta
manera, cuando se aplica un campo eléctrico estos fragmentos emigran facilmente
hacia el anodo. Este procedimiento hizo posible la deteccién de rupturas directas de
una sola hebra (RUH), o relacionadas con procesos de reparacion por escision y con
sitios sensibles a alcalis (SSA). Lo anterior incrementa la sensibilidad del ensayo, debi-
do a que la mayoria de los agentes genotdxicos originan un mayor numero de RUH y
SSA que de RDH.

Casi al mismo tiempo y con el fin de facilitar la deteccién de rompimientos en una
sola hebra, Olive en 1989 efectud un cambio en la metodologia consistente en realizar
la electroforesis en condiciones alcalinas (pH = 12.3). Al presente se ha encontrado que
en estas condiciones de pH se detectan no solamente RUH sino también RDH, entre-
cruzamientos y sitios incompletos del proceso de reparacién por escision. Desde enton-
ces la flexibilidad y utilidad de este método se ha incrementado para detectar, ademas
de rupturas en unay dos hebras, otros dafios al DNA.

Con algunas modificaciones, esta técnica es capaz de indicar dafio oxidativo en
las bases puricas y pirimidinicas, entrecruzamientos DNA-DNA, DNA-proteina y DNA-
xenobidtico; asi como reparacion del DNA en practicamente cualquier célula eucariota.
El tamafio, la forma y la distribucién del DNA en el cometa estan relacionados con la
magnitud del dafio. En general, las rupturas de hebras expresadas por el tratamiento
alcalino o mediante la combinacién con algunas enzimas como las endonucleasas in-
crementan la migracién del DNA, mientras que los entrecruzamientos DNA-DNA y DNA-
proteina resultan en una disminucién de la migracion del DNA en comparacion con los
testigos negativos.

Entre las ventajas de esta técnica se encuentran las siguientes: a) requiere un
namero reducido de células (<10 000), b) los datos que se obtienen provienen de célu-

las individuales, c) evalua el dafo a nivel de hebras del DNA, mientras que otras técni-
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cas citogenéticas lo hacen a nivel de cromosomas, d) una gran variedad de células eu-
cariotas de diversos tejidos de animales y vegetales pueden ser analizadas , e) los re-
sultados se obtienen en horas, en comparacion con otras técnicas citogenéticas con-
vencionales que duran varios dias, f) es muy sensible para detectar el dafio y la repara-
cion del DNA, una ruptura en 1 010 daltones, g) basta con analizar 100 células por indi-
viduo dentro de un grupo de tratamiento, h) si no se cuenta con el software Komet que
permite efectuar un analisis estadistico mas robusto, se tiene la opcion de realizar un
analisis semicuantitativo, agrupando las células en 4 categorias basandose en la exten-

sion de la cauda.

Aplicaciones

Entre las multiples aplicaciones del ensayo cometa se encuentran los estudios de bio-
monitoreo ecotoxicolodgico y ambiental para evaluar el potencial genotoxico de suelos,
sedimentos y agua en diversos entornos, en los cuales se emplean organismos tanto
animales como vegetales (Salagovic et al., 1996; Belpaeme et al., 1998; Gichner et al.,
2000; Tice et al., 2000; Avishai et al., 2002; Hartmann et al., 2003; Jasso et al., 2007,
Dhawan et al., 2009).

Este bioensayo se utiliza ampliamente en el biomonitoreo de poblaciones huma-
nas para evaluar el dafio al DNA en individuos expuestos a diversos xenobiéticos por
causas ocupacionales, clinicas y ambientales; en estos estudios se emplean varios ti-
pos celulares, desde linfocitos, células del epitelio nasal y de la mucosa bucal, hasta
células espermaticas (Rojas et al., 1996; Anderson et al., 1998; Piperakis et al., 1998;
Sram y Binkova, 2000; Bajpayee et al., 2002; Singh et al., 2003; Yafiez et al., 2003; Co-
drington et al., 2004; Lee et al., 2004; Kapiszewska et al., 2005; Dusinska y Collins,
2008).

Una variante de esta técnica es la combinacion con ciertas enzimas bacterianas
(formamidopirimidina-DNA glicosilasa, endonucleasa III, uracilo-DNA glicosilasa), las
cuales reconocen bases puricas y pirimidinicas oxidadas, para evaluar el dafio oxidativo
al DNA implicado en varias condiciones patologicas (Collins et al., 1993; Collins et al.,
1997; Collins et al., 2001b; Kruman et al., 2002).

Otra aplicacion es la evaluacion de la genotoxicidad de la radio y la quimioterapia
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en pacientes con cancer (Vaghef et al., 1997; Kopjar et al., 2002). Se ha observado
que el dafio al DNA es mayor en pacientes con cancer lo que probablemente esté rela-
cionado con procesos deficientes de reparacion del DNA (Collins et al., 2001a; Smith et
al., 2003; Thompson et al., 2006).

En el campo de la nutricion la aplicacion del ensayo cometa se centra en analizar
individuos con diversas deficiencias nutricionales, los resultados indican una relacion
inversa entre el grado de dafio al DNA y una dieta rica en vegetales.

Asimismo, se investiga la anti-genotoxicidad de algunas especies de hongos y de
sustancias como la coenzima Q10 que favorecen la recuperacion del DNA dafiado
(Tomasetti et al., 2001; Giovannelli et al., 2002; Martins et al.,, 2002; Machado et al.,
2005; Thompson et al., 2006; Bichler et al., 2007).

OBJETIVO
Evaluar el dafio al DNA en células provenientes de diversas especies de animales apli-

cando el ensayo cometa en la version alcalina.

EQUIPO

Agitadores magnéticos y agitador vortex
Balanza analitica

Camara de electroforesis

Céamara de Neubauer

Campana de extraccion y de flujo laminar
Centrifuga

Contador de células

Fuente de poder

Horno de microondas

Microscopio de fluorescencia

Placa de agitacion y calentamiento
Potenciometro

Refrigerador
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MATERIAL

Algodon

Bandeja de vidrio (tipo refractario)
Bandeja de metal y de plastico con rejilla
Cajas para guardar laminillas

Cepillo dental

Cubreobjetos

Guantes de nitrilo

Juego de pipetas automaticas y puntas
Lampara de luz amarilla

Liga

Matraz Erlenmeyer (25 ml)

Matraz volumétrico (500 mly 1 L)
Pinzas de precision

Pipetas Pasteur y bulbos
Portaobjetos esmerilados

Probeta (100 ml)

Recipientes Coplin de plastico opacos
Recipientes Coplin de vidrio

Papel absorbente y papel filtro No. 1
Tubos Eppendorf de 2 ml

Vasos de precipitado (10 ml, 0.25,1y 2 L)
Tubos y adaptador Vacutainer

REACTIVOS
Nombre Marca No. de catalégo
Acido clorhidrico concentrado (HCI) JT BAKER 9530-33
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) SIGMA E-5134
Agarosa de bajo punto de fusion (ABPF) SIGMA A-9414
Agarosa regular (AR) SIGMA A-9918
Azul de tripano (AT) MERCK 1.11732.0025
Bromuro de etidio (BE) SIGMA E-8751
Cloruro de potasio (KCI) JT BAKER 3040-01
Cloruro de sodio (NaCl) JT BAKER 3624-01
Dimetil sulfoxido (DMSO) SIGMA D-5879
Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) JT BAKER 3246-01
Fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,) JT BAKER 3828-01
Heparina sédica 1000 Ul/ml PISA NA
Hidréxido de sodio (NaOH) JT BAKER 3722-01
Histopaque -1077 SIGMA 1077-1
Laurilsarcosinato de sodio (LSS) SIGMA L9150
Medio de cultivo (RPMI-1640) SIGMA R-6504
Metanol (CH3;OH) JT BAKER 9070-07
Tripsina 1:250 SIGMA 85450C
Tritén X-100 (TX) SIGMA X-100
Trizma base (TB) SIGMA T-1503
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PREPARACION DE REACTIVOS

Agarosa regular (AR) al 0.5 %

Para preparar 25 ml, se pesan 0.125 g de AR y se colocan en un matraz Erlenmeyer.
Anadir 25 ml de agua desionizada y calentar en un horno de microondas de 2 a 3 veces

por 10 segundos hasta lograr la disolucion completa.

Agarosa de bajo punto de fusion (ABPF) al 0.5 %

Se elabora justo antes de preparar las laminillas. Para 25 ml se pesan 0.125 g de ABPF
y se colocan en un matraz Erlenmeyer. Agregar 25 ml de agua desionizada y calentar
en un horno de microondas de 2 a 3 veces por 10 s hasta lograr la disolucién completa.

Solucién de lisis
Para preparar 1 L, se pesan los siguientes reactivos, excepto el DMSO y el Tritbn X-
100:

NacCl 25 M 14119

Trizma base 10.0 mM 12¢g

EDTA 100.0 mM 37.2¢g

NaOH lentejas 1209

LSS 1.0% 10.0g (exclusivo para Eisenia foetida)
DMSO 10.0 % 100 .0 ml

Tritébn X-100 1.0% 10.0 ml

A continuacion disolverlos en un vaso de precipitado con agua desionizada y agi-
tacion constante en el orden que se citan arriba, el EDTA se afiade poco a poco alter-
nando con el NaOH, hasta la disolucién completa del primero. En el caso de la solucion
de lisis para los celomocitos de Eisenia foetida, el LSS se disuelve por separado y en-
seguida se afade al resto de la solucion. Ajustar el pH a 10 con HCI, aforar a 890 ml,
filtrar y guardar en un frasco ambar hasta por un mes. El dia de su uso, se mezcla en
un recipiente Coplin: 44.5 ml de la solucion de lisis, 4.5 ml de DMSO y 0.5 ml de Triton

X-100. La mezcla se refrigera por lo menos una hora antes de su uso.
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Amortiguador de electroforesis

Solucién madre de NaOH 10 N.

Para preparar 500 ml, se pesan 200 g de hidroxido de sodio y se afora a 500 ml con
agua desionizada.

Dejar enfriar la solucién a temperatura ambiente para aforar.

Solucion madre de EDTA 200 mM.

Para preparar 200 ml, se pesan 14.89 g de EDTA, se colocan en un matraz volumétrico
y continuacion aforar con agua desionizada, si es necesario afiadir hidroxido de sodio
para lograr una completa disolucién. Ajustar el pH a 10 con &cido clorhidrico.

La solucién amortiguadora se prepara el dia de su uso. Para preparar 1 L, mez-
clar en un vaso de precipitado 30 ml de la solucién madre de NaOH 10 N y 5 ml de la
solucion madre de EDTA 200 mM.

Ajustar a un pH de 13 con NaOH o con HCI para obtener una concentracion final
de 300 mM de NaOH y 1 mM de EDTA.

Amortiguador de neutralizacion

Para preparar 1 L del buffer Trizma base 0.4 M.

Pesar 48.5 g de Trizma base y disolver con agua desionizada, ajustar a un pH de 7.5y
aforar a 1 000 ml.

Almacenar en un frasco &mbar hasta por un mes a temperatura ambiente.

Bromuro de etidio (BE)

Solucion madre de BE 0.02 %.

Pesar 10 mg de BE y aforar con agua desionizada a 50 ml. Preparar una dilucion 1:10
mezclando 1 ml de la solucion madre y 9 ml de agua desionizada. Vaciar en un frasco
ambar.

NOTA: Manejar con guantes debido a que este reactivo es carcinogénico.

Tripsina 0.25 %

Para preparar 50 ml, pesar 0.125 g de tripsina y aforar a 50 ml con PBS.
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Amortiguador de fosfatos (PBS)
Para preparar 1 L de este amortiguador, pesar los siguientes reactivos:

NacCl 138 mM 8¢9
KH,PO, 1.5 mM 0.2g
Na;HPO4 2.5 mM 1.15¢g
KCI 2.7 mM 0.2g

Todos los reactivos se disuelven con agua desionizada y con agitacion constan-
te, ajustar el pH a 7.5 con HCI antes de aforar a 1 L. Guardar en frasco &mbar hasta por

un mes a temperatura ambiente.

Soluciéon de extrusion

Para preparar 250 ml, se miden los siguientes reactivos:

Etanol 95 % 4.8 % 12 ml
NaCl 0.85 % 2.125¢
EDTA 0.25 % 0.625 g

Disolver el NaCl y el EDTA con agua desionizada, calentar entre 80 a 90 °C con
agitacion suave. Enfriar con agua de grifo, afadir el etanol, ajustar el pH a 7.3 con Na-
OH 1 My aforar a 250 ml. Mantener en refrigeracion (4 °C) maximo por un mes.

METODOLOGIA

Preparaciéon de laminillas

Lavar los portaobjetos con metanol y secar con gasa. Con el dedo extender 150 ul de
agarosa regular sobre un portaobjetos, evitando la formacién de grumos. Dejar solidifi-
car la agarosa en la estufa a una temperatura entre 50 a 60 °C, o en la placa de calen-
tamiento (figura 2). Las laminillas se almacenan hasta su uso.

NOTA: Mantener la AR en bafio Maria a una temperatura entre 50 y 60 °C.
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Figura 2. Preparacion de la superficie de las laminillas con agarosa regular.

Aislamiento celular
Sangre total (ST).
La muestra de sangre humana se obtiene por puncion venosa utilizando tubos de Vacu-

tainer que contengan EDTA como anticoagulante, o por pinchazo en el dedo pulgar. En
el caso de peces la sangre se obtiene por puncién en la vena caudal, o mediante corte
de la aleta caudal. En ranas y ratones la muestra se extrae por puncion cardiaca. Las

jeringas y tubos de recolecciéon deberan estar previamente heparinizados (figura 3).

NOTA: EDTA puede lisar los eritrocitos de anfibios y reptiles.

ek B
E IR T

Figura 3. Obtencién de sangre. Extraccion de sangre humana: A, con vacutainer; B, por pinchazo.
Extraccion de sangre de animales con jeringa heparinizada: C pez; D, rana; E, raton.
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Células mononucleares humanas (CMN).

Extraer por puncion venosa de 4 a 5 ml de sangre utilizando tubos de Vacutainer, que
contengan EDTA como anticoagulante. En un tubo coénico colocar 3 ml de sangre y un
volumen igual de RPMI, mezclar por inversion. Con una pipeta, vaciar esta mezcla por
las paredes de otro tubo que contenga 1 800 pl de Histopaque-1077 y centrifugar a 2
500 rpm durante 20 min.

Separar el suero y desecharlo, extraer la capa de CMN vy transferirlas a otro tubo
que contenga 9 ml de RPMI, a continuacién centrifugar a 1 500 rpm durante 10 min.
Decantar y resuspender el precipitado en 1 ml de RPMI. Colocar 10 pl de la suspensién
en un tubo Eppendorf y mezclar con 90 ul de azul de tripano (AT). Colocar una gota de
la suspensién celular en la camara de Neubauer, contar 100 células y calcular el por-

centaje de viabilidad (las células muertas se tifien de azul) (figura 4).

\—

Sangre:RPMI CMN CMN:PBS
Histopaque PB
] TR 11
- \'Q / 9 ] \\ HI\ \ l| i “ ol 4\
) | 9 i 2
& ‘“ 1= l i Iﬁl | ° u E
\; o
ol b [N T =T TH\
! = "_é:""" s e s o == =]
Nb‘ i ﬁ»“ 4 1 1
| .*‘ il J“ | lA ol d
| 10| o T
P I= el
[ KRN |

Figura 4. Extraccion de células mononucleares de la sangre (arriba) y conteo para calcular la viabili-
dad celular (abajo). RPMI, medio de cultivo; CMN, células mononucleares; GR. glébulos rojos; PBS,
buffer de fosfatos; AT, azul de tripano.
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Por ultimo, contar el nimero de células vivas en tres cuadrantes de la camara y
aplicar la formula siguiente:

X = (NPC) x (FC) x (VR) x (FDAT)

Donde:
X = numero de células por mililitro
NPC = nuamero promedio de células por cuadrante
FC = factor de conversién de la camara de Neubauer , un cuadrante = 0.1 pl (10 000)
VR = volumen de RPMI para la resuspension del precipitado final de CMN (1 ml)

FDAT = factor de la dilucién 1:10 con el colorante azul de tripano (10)

Ejemplo: suponiendo un conteo de 36 células en 3 cuadrantes
X =12cél x 10000x 1ml x 10 = 1200000 células/ml

Ajustar a 200 000 células/ml, afladiendo RPMI de acuerdo a la siguiente formula:

X
Vol de RPMI = —
olumen de R

Donde:
X = células contadas en el hematocitbmetro

AR = ajuste de células requerido
Ejemplo:

1200000 células/ml 6 mi
200 000 células

Volumen de RPMI =
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Mucosa bucal (MB).
Solicitar al individuo donante que se enjuague la boca tres veces con agua destilada,

frotar suavemente con un cepillo dental la cara interna de las mejillas cuidando no tocar

lengua, dientes y encia. Sumergir el cepillo en 5 ml de PBS y agitar en vortex (figura 5).

Figura 5. Obtencion de células de la mucosa bucal.

Celomocitos de la lombriz roja californiana Eisenia foetida (CEF).

Para purgar o limpiar el sistema digestivo de las lombrices, colocarlas sobre papel filtro
himedo dentro de una caja de Petri durante 24 h. Luego transferirlas a un tubo de
centrifuga que contenga 3 ml de solucién de extrusién durante 2 min a temperatura am-
biente. Retirar las lombrices y afiadir 6 ml de PBS (4 °C). Centrifugar a 3 500 rpm du-

rante 5 min, decantar y resuspender el precipitado en 200 ul de PBS (figura 6).

Purga Extrusion Centrifugacion

Figura 6. Obtencién de celomocitos de Eisenia foetida.
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Preparacion celular y liberacion de DNA

Mezclar en un tubo Eppendorf cualquiera de las siguientes opciones dependiendo del
tipo celular que se quiera analizar: a) 15 pl de ST humana, b) 200 pl de la suspension
de CMN, c) 10 ul de la suspension de MB, d) 10 pul (dilucién 1:30) de ST de animales
silvestres o0 e) 200 pl de la suspension CEF con ABPF al 0.5 %. Mezclar en el agitador

vortex por 5 segundos (figura 7).

a b C d e
-l ol — i = =i ()
I I I I 1
fl !! "! fi ==
Ui Z
STH 15 pl CMN 200 pl MB 10 ul STE10 pl CEF 200 pl Agitar 5 seg

ABPF 225ul  ABPF 200pul ABPF 225ul  ABPF 225ul  ABPF 200 pl

Figura 7. Mezcla de células de diversas especies con agarosa de bajo punto de fusion. STH, sangre
total humana; CMN, células mononucleares; MB, mucosa bucal; STE, sangre total de especies silves-
tres; CEF, celomocitos de Eisenia foetida.

Colocar 75 pl de la mezcla sobre las laminillas previamente preparadas y coloque
un cubreobjetos, introducir las laminillas en el refrigerador a 4 °C durante 5 minutos

hasta que solidifiquen (figura 8).

Figura 8. Extension de las células sobre las laminillas.
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Retire cuidadosamente el cubreobjetos y agregue una capa de ABPF al 0.5 %,
volver a colocar el cubreobjetos y deje solidificar a 4 °C (figura 9).
NOTA: La temperatura de la ABPF debe mantenerse entre 34 a 37 °C en bafio

Maria para evitar la formacion de grumos y la muerte celular.
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Figura 9. Extensién de agarosa de bajo punto de fusion.

Retirar el cubreobjetos (en el caso de células de la mucosa bucal sumergir las
laminillas en tripsina diluida con PBS al 0.25 % por 30 min a 37 °C), y enjuagar con
PBS. Colocar las laminillas en la solucion de lisis, previamente enfriada. Almacenar a 4

°C durante toda la noche (figura 10).

'3
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Lisis ¥ '
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Figura 10. Ruptura de las membranas celular y nuclear por inclusién en la solucion de lisis.
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Desenrollamiento y electroforesis
En un cuarto oscuro, disponer las laminillas en una camara de electroforesis colocada
dentro del refractario con hielo picado, afiadir el amortiguador de electroforesis durante
20 min (STH, CMN, MB) o 10 min (STE, CEF) para que se lleve a cabo el desenrolla-
miento de las hebras del DNA. Por ultimo, se aplica una corriente de 25 V y 300 mA
durante 20 min (STH, CMN, MB) o 10 min (STE, CEF) (figura 11).

NOTA: esta etapa se realiza en cuarto obscuro para evitar el dafio al DNA por la

luz ultravioleta.

Figura 11. Desenrrollamiento del DNA y electroforesis.

Posteriormente y utilizando una pipeta Pasteur, lavar las laminillas con 5 ml de
amortiguador de neutralizacion (dos veces) y también dos veces con 5 ml de agua des-
ionizada. Finalmente, sumergirlas en un recipiente Coplin con metanol durante 5 minu-
tos. Dejar secar a temperatura ambiente y guardar hasta su observacion en el micros-

copio de fluorescencia (figura 12).

Figura 12. Neutralizacion de las laminillas y almacenamiento.
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Observacion de los cometas en el microscopio

Las laminillas se tifien con 20 ul de bromuro de etidio. La migracién del DNA se deter-
mina en el microscopio de fluorescencia con un aumento de 20 X. Con el Software Ko-
met se evalian 100 moléculas de DNA y se obtiene el parametro de Olive Tail Moment
(momento de la cauda), el cual integra la longitud de la cauda y el porcentaje de frag-
mentacion de DNA en la cauda (figural3).
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Figura 13. Analisis de las moléculas del DNA con el software Komet 4.0.

En caso de no contar con el software Komet, se cuentan 100 células y se obtie-
ne el porcentaje de cada clase, asi como la puntuacion de dafio al DNA (figura 14).
¢ Clase 0: DNA no fragmentado, llamado también DNA normal.
e Clase 1: longitud de la cauda menor al diametro de la cabeza.
e Clase 2: longitud de la cauda entre una y dos veces el diametro de la cabeza.

e Clase 3: longitud de la cauda mayor a dos veces el diametro de la cabeza.
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Figura 14. Clasificacién de las moléculas del DNA en categorias.

La puntuacion se obtiene sumando el resultado de la multiplicacion del nUmero
de células en cada categoria por el valor de la categoria (tabla 1). El valor mas alto de
puntuacion que se puede obtener es de 300, considerando que las 100 moléculas de

DNA que se analizan se encuentran en la categoria 3.

Tabla 1. Obtencién de la puntuacién de dafio al DNA

CATEGORIAS PUNTUACION
0 1 2 3
MOLECULAS DE DNA 53 15 18 14 93

Interpretacion de resultados

Se realizan las pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas, dependiendo de
los resultados se realiza un analisis paramétrico para comparar las medias aritméticas
0 un analisis no paramétrico para comparar las medianas entre los grupos de indivi-

duos analizados, mediante un programa estadistico como el SPSS o el Sigma Plot.
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BIOENSAYO DE GENOTOXICIDAD:
INTERCAMBIO DE CROMATIDAS HERMANAS EN Vicia faba
Libertad Juarez Santacruz

Laboratorio de Toxicologia Ambiental

INTRODUCCION

En los estudios de monitoreo genotdxico es importante contar con biomarcadores de
gran sensibilidad y bajo costo que permitan aplicarse a diferentes tipos de muestras o
poblaciones.

Los intercambios de cromatidas hermanas (ICH), son transposiciones simétricas
en un mismo locus entre las cromatidas de un cromosoma que no producen alteracio-
nes estructurales (Wolff, 1977; Tucker y Preston, 1996; Norppa, 2004). La frecuencia de
ICH es utilizada como indicador del dafio producido al material genético, se producen
durante la sintesis de DNA y se presume que pueden ser la consecuencia de errores en
el proceso de replicacion,

El analisis de los ICH se realiza a partir de un método de tincion diferencial, que
permite detectarlos aun cuando el segmento que intervenga en ellos sea muy pequefio.
Esta técnica se basa en incorporar un analogo de la timidina (Thd), el nucleésido halo-
genado 5-bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) al DNA durante dos ciclos de division, de este
modo se obtiene una proporcion maxima de células en metafase de segunda division.
La técnica de tincion permite diferenciar DNA no substituido, unifilarmente substituido
(cromatidas se tifien con un tono oscuro) y bifilarmente substituido (una cromatida se
tine en tono claro) (Tempelaar et al., 1982).

Los ICH no representan situaciones letales para la célula, ademas, por si mis-
mos, no pueden ser considerados mutaciones debido a que no producen cambios en la
informacion genética; sin embargo, se ha observado que la frecuencia de ICH aumenta
cuando las células son expuestas a agentes mutagénicos y cancerigenos conocidos
(Erdem et al., 2012).

Los ensayos con ICH proporcionan el indice mas sensible para detectar el dafio
genético inducido por una amplia gama de contaminantes ambientales genotdxicos
(Tucker y Preston, 1996).

139



MANUAL DE TECNICAS EN GENETICA Y AMBIENTE

OBJETIVO

Evaluar el dafio al DNA generado por contaminantes con potencial genotoxico presente

en matrices ambientales (agua, suelo o sedimento).

EQUIPO

Agitador magnético

Balanza analitica

Bafio de recuperacion (agua y aireacion constante)
Bafio Maria

Microscopio 6ptico

Potenciémetro

Ultracongelador

MATERIAL

Algodoén

Bisturi

Charola de pléastico
Cristalizadores 80 x 40 mm
Cristalizadores 190 x 100 mm
Cubreobjetos 22 x 22 mm
Hielo seco

Matraz aforado de 10 100y 1 000 ml
Micropipeta de 5y 100 pl
Papel filtro

Pipetas Pasteur

Portaobjetos 26 x 76 mm
Tubos de ensayo de 5 ml

Tubos de vidrio de 5 ml con tapén de rosca
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REACTIVOS
Nombre Marca No. De catalogo
5-Bromo-2’-desoxiuridina (BrdU) SIGMA B5002
Acido acético J.T. BAKER 9508-02
Acido citrico J.T. BAKER 0110-01
Acido clorhidrico (HCI) J.T. BAKER 9530-33
Bélsamo de Canada SIGMA
Butanol J.T. BAKER 9054-01
Citrato de sodio J.T. BAKER 3646-01
Colchicina SIGMA C-3915
Etanol J.T. BAKER B5924-03
5-Fluoro-2’-desoxiuridina (FdU) SIGMA F-0503
Fucsina basica J.T. BAKER B660-03
Metabisulfito de sodio J.T. BAKER 3552-01
Pectinasa Fluka 17389
Uridina (U) SIGMA U-3750

PREPARACION DE REACTIVOS

Acido acético 45 %

Para preparar 100 ml se mezclan 45 ml de &cido acético con 55 ml de agua destilada, la

mezcla se guardar en frasco de vidrio transparente a temperatura ambiente.

Acido clorhidrico al 5N
En un matraz aforado de 100 ml se agregan 30 ml de agua destilada, posteriormente se
afiaden poco a poco 16 ml de HCI, afiadir agua destilada hasta el aforo y agitar. Guar-

dar en frasco de vidrio en el refrigerador; hasta que la mezcla se agote.

Acido clorhidrico 0.15 N
Para preparar 100 ml, en un matraz aforado se agregan 30 ml de agua destilada, poste-

riormente se agregan poco a poco 600 pl de HCI se aflade agua destilada hasta el afo-
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ro, se agita suavemente y se guarda en frasco de vidrio a temperatura ambiente.

Buffer de citratos pH 4.7

Se preparan soluciones al 0.01 M de &cido citrico, para lo cual se pesaron 0.192 g y
0.294 g de citrato de sodio, se disuelve cada reactivo por separado en 100 ml de agua
destilada, después se mezclan partes proporcionales de cada uno hasta ajustar el pH a

4.7. Esta solucion se prepara al momento de utilizarla.

Etanol al 70 %
Mezclar 70 ml de etanol con 30 ml de agua destilada.

Etanol-acido acético 3:1
Se mezclan 3 volumenes de etanol y 1 de acido acético (v/v), se mantiene en refrigera-

cion.

Pectinasa al 2 %
En un matraz aforado de 100 ml colocar 2 g de pectinasa y aforar con buffer de citratos
pH 4.7; disolver suavemente evitando la formacién de espuma (preparar en el momento

s6lo el volumen a utilizar, no almacenar).

Reactivo de Schiff
Mezclar 100 ml de HCI 0.15 N, 1.9 g de metabisulfito de sodio y 0.35 g de fucsina basi-
ca agitar por 2 h, afiadir 0.5 g de carbon activado, agitar por 15 min. Filtrar con papel

filtro grueso humedecido con HCIl y guardar en frasco &mbar en el refrigerador.

Solucién de analogos

La solucién de analogos debe contener 100 uM de BrdU, 0.1 uM de FdU y 5 uM de U.
En un matraz aforado de 10 ml mezclar 0.0025 g de FdU con agua destilada. De ésta
se toman 100 pl y junto con 0.31 g de BrdU y 0.0013 g de U se colocan en un matraz
aforado de 1 L. Aforar con agua destilada y guardar en el refrigerador en frasco de vi-

drio color ambar. Evitar la presencia de luz, incluso en la preparacion de la solucion.
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METODOLOGIA
Preparacion y germinacion de las semillas

Siga el mismo procedimiento descrito para el ensayo de MN.
Exposicion
Tubos de ensayo de 5 ml se llenan con solucion de anélogos, y en cada uno se coloca

una semilla germinada, todo en condiciones de oscuridad a una temperatura de 20 °C

durante 20 h para un primer ciclo de division (figura 1).

ree

Figura 1. Exposicién en solucién de analogos.

Transcurrido el tiempo, las raices de las plantulas son expuestas a soluciones
frescas de las sustancia (metales, plaguicidas, etc.) o matriz ambiental (agua, suelo o
sedimento) a evaluar, la cual se coloca en cristalizadores tapados con papel aluminio

perforado con la pinta de un lapiz (figura 2).

Figura 2. Exposicién en solucion a evaluar.
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El tiempo de exposicion depende del tipo de contaminante, si es metal 1 h; pla-
guicidas, 2 h; y aguas contaminadas, 3 h (Gomez-Arroyo y Villalobos Pietrini, 1995).
Transcurrido el tiempo de exposicion se colocan en una solucidon nueva de analogos
durante 20 h para un segundo ciclo de division (figura 1).

Posteriormente, se cortan aproximadamente 5 mm de los meristemos apicales y
se colocan en colchicina al 0.05 % durante 3 h, luego se elimina y se adiciona acido
acético al 100 % por una hora; finalmente se colocan en etanol-acido acético 3:1 y se

introducen al congelador por 2 dias como minimo (figura 3).

= | ™ 2

(Vyvy

Fijacion

Figura 3. Corte de meristemos Yy fijacion en etanol-acido acético 3:1.

Tincion
La tincion se realiza mediante la técnica de tincion diferencial de Feulgen descrita por
Tempelaar et al. (1982). Los meristemos radicales de V. faba se colocan en etanol al 70
% por 10 min a 28 °C, se hidrolizan con HCI 5 N en bafio Maria a 28 °C durante 80 min.
Se enjuagan 3 veces con agua destilada dejando 5 min de reposo entre cada lavado, se
secan con papel absorbente y se tifien con reactivo de Schiff durante 20 min en la oscu-
ridad. Pasado este tiempo se colocan en pectinasa al 2 % durante 2 h a 28 °C en bafio
Maria; posteriormente se decoloran ligeramente en acido acético al 45 % frio (4 °C) du-
rante 10 min; finalmente se pasan a etanol al 70 % frio y se introducen al congelador
por 30 min (figura 4).

Los meristemos se colocan uno a uno sobre portaobjetos, se le agrega una gota
de &cido acético al 45 %, se coloca un cubreobjetos y con la goma de un lapiz se reali-

za el aplastamiento del tejido en monocapa y se introducen al congelador.
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Acido
acético

Figura 4. Proceso de tincién de ICH.

Montaje

Para realizar las preparaciones permanentes los cubreobjetos con tejido se colocan so-
bre hielo seco para que se congele y se adhiera el tejido al portaobjetos. Se desprende
el cubreobjetos con un bisturi, las laminillas se pasan por dos cajas Coplin que contie-
nen butanol absoluto (3 min en cada una), se retiran de la caja y cuidando de no tocar
el tejido se seca el exceso de butanol. Colocar una gota de balsamo de Canada sobre

el tejido y colocar un cubreobjetos nuevo, dejar secar a temperatura ambiente.

Analisis al microscopio

El andlisis de los ICH se realiza en 25 células en metafase para cada experimento y su
réplica. Debido a que sélo se obtienen unas cuantas metafases unidas, el analisis se
realiza en 250 cromosomas subacrocéntricos y 50 metacéntricos (figura 5), los cuales

representan las 25 metafases requeridas.

Figura 5. Tipos de cromosomas de
B Vicia faba

A) metacéntrico,
B) subacrocéntrico
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Se cuentan los intercambios terminales y los intercambios intersticiales, conside-
rando a los terminales como un solo evento debido a que para su formacion, la cadena
de DNA solo se rompe una vez; y los intersticiales como dos eventos porque la cadena

de DNA se fragmenta en dos ocasiones (figura 6).

4 A, Bl |

Figura 6. Cromosomas subacrocéntricos: (A) intercambio terminal, (B) intercambio intersticial.

Expresion de resultados
Para determinar si las muestras analizadas son o no genotéxicas, se comparan los
valores promedio de la frecuencia de ICH del grupo expuesto contra el testigo negativo,

se le aplica una t-student con una significancia de p < 0.05.
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DETERMINACION DE LA DENSIDAD BASICA DE LA MADERA
Eunise M. Zamora Campos

Laboratorio de Ecologia Forestal

INTRODUCCION

El crecimiento en diametro de los arboles se debe principalmente a la formacién perio-
dica de capas de células de xilema, el cual en términos botanicos significa madera y
esta constituido por tres tipos de células alargadas: traqueidas, elementos vasculares o
vasos Y fibras. En su madurez transporta agua y sales inorganicas en forma ascendente
desde la raiz a toda la planta y proporciona soporte mecénico gracias a que esta lignifi-
cado.

La madera esta constituida por dos componentes bien diferenciados: i) la capa
de madera temprana que se forma al inicio de la estacion de crecimiento (primavera) y
se caracteriza por presentar células anchas con pared celular delgada, y ii) la capa de
madera tardia que produce células con paredes sustancialmente engrosadas pero con
dimensiones radiales mas angostas, durante y al final de la estacion de crecimiento (ve-
rano) (Larcher, 1995; Kozlowski y Pallardy, 1996; Vavrcik, 2002, citado por
Prfemyslovska, et al., 2007). Debido a las discontinuidades de los tipos de células, la
madera no es homogénea y los anillos anuales de crecimiento son los que mejor ejem-
plifican dichas discontinuidades, pues cada anillo contiene ambas capas. El crecimiento
en diametro de los arboles de zonas templadas esta caracterizado por un solo anillo
(figura 1). En muchas zonas del bosque tropical es dificil de llevar a cabo la diferencia-
cion de los anillos de crecimiento, ya que las estaciones no estan marcadas (Garcia et
al., 2003).

La madera es un recurso renovable con infinidad de usos. Sus propiedades fisi-
cas y mecanicas la hacen uno de los materiales estructurales, combustibles o celulési-
cos mas importantes. Dichas propiedades son definidas por su estructura anatémica y
densidad, al tiempo que reflejan todos los factores ambientales y genéticos que operan
sobre un arbol en el transcurso de su vida (Pfemyslovska, et al. 2007).

La densidad de la madera se define como el peso en relacion con su volumen y

se expresa como g/cm® o kg/m? (Zobel y Talbert, 1988). Sus valores pueden ser inferio-

147



MANUAL DE TECNICAS EN GENETICA Y AMBIENTE

MADERA

— 3,

Tomado y modificado de: http:llés.‘l23rf.comlphoto_3878541_secci-n-
transversal-de-tronco-de-rbol-que-muestra-los-anillos-de-crecimiento.html

Figura 1. Corte mostrando la médula, madera temprana (franja clara) y tardia (franja oscura)
componentes de cada anillo de crecimiento anual en las especies lefiosas.

res a 0.2 o superiores a 0.86 g/cm?, calificando a las maderas como livianas o pesadas

con un amplio rango de variaciones (tabla 1).

Densidad basica Clasificacion =
Tabla. 1 Clasificacion de la madera segin su densidad basica (Fuentes, 1995).
(g/cm?®)

Menor de 0.20 Extremadamente liviana
0.20-0.25 Excesivamente liviana
0.25-0.30 Muy liviana
0.30-0.36 Liviana
0.36 -0.42 Moderadamente liviana
0.42 -0.50 Moderadamente pesada
0.50 - 0.60 Pesada
0.60 -0.72 Muy pesada
0.72-0.86 Excesivamente pesada

0.86 — 0 mas Extremadamente pesada
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La importancia de la densidad radica en ser un excelente indicador del compor-
tamiento de la madera durante los distintos procesos de transformacion, de la capaci-
dad para conducir corriente eléctrica, de la resistencia mecéanica general, elasticidad,
trabajabilidad, calidad de los acabados, rendimiento en la elaboracion de pulpa y papel,
de las unidades calorificas generadas al utilizarla como combustible y es un dato tras-
cendental para realizar calculos relacionados con su transporte (Fuentes, 1995).
Gracias a la estrecha relacion entre las caracteristicas mecanicas y la densidad, esta
altima propiedad de la madera constituye un excelente criterio de evaluacion tecnologi-
ca (Jovanovski, et al., 2002). Por ejemplo, las especies o individuos que tienen una
densidad igual o mayor a la denominada madera moderadamente liviana son utiles co-
mo materia prima para la produccion de papel kraft o papeles de empaque, aquellos
correspondientes a maderas desde moderada hasta extremadamente pesadas son
ideales para la produccién de madera sélida destinada al aserrio, chapa para triplay,
postes, vigas y otros productos estructurales y especiales para la construccion. Por
Gltimo, los arboles con densidades de 0.36 g/cm?® e inferiores son ideales en la elabora-
cion de papel periodico y pulpa para papel (Landrach, 1986).

Asi mismo, la madera es un depdsito importante de los gases de efecto inverna-
dero (GEI) y contribuye al almacenamiento de carbono en el suelo a través de la acu-
mulacién de materia organica (en forma de fustes, corteza, ramas y ramillas, etc.). El
almacenamiento y la fijacion del carbono es uno de los servicios ambientales de los
ecosistemas forestales que se produce durante la fotosintesis, por lo que la vegetacién
constituye un sumidero de carbono (Davalos et al., 2008). Para calcular el almacena-
miento de carbono se precisa, a) la densidad de la madera y, b) el tipo de vegetaciéon
(por ejemplo bosque tropical, templado, meséfilo de montafa, de galeria, etc.) (Calero,
2008).

La densidad de la madera es susceptible de ser manejada no solo en términos
de interés industrial sino también de conservacion, gracias a la fuerte influencia genéti-
ca que opera sobre el metabolismo del arbol, especificamente con su crecimiento en
didmetro y esta cerca de ser la ideal para manipularse genéticamente debido a la varia-
cién que existe de un arbol a otro, a su heredabilidad (h?= 0.5 - 0.7 en coniferas), a su

minima interaccion genotipo-ambiente y a sus efectos sobre el rendimiento y la calidad
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de la madera (Panshin y De Zeeuw, 1980). Entre las estrategias que pueden seguirse

para mejorar o controlar las cualidades de la madera y obtener buenas ganancias se

encuentran: a) la seleccion de especies, b) de procedencias, c) de arboles individuales

y el entrecruzamiento de los mejores arboles (Zobel y Talbert, 1988).

OBJETIVO

Determinar la densidad de la madera mediante el método de méaximo contenido de

humedad.

EQUIPO

Taladro de Pressler
Balanza analitica
Horno de secado
Desecador

Pinzas

MATERIAL

Bolsas de polietileno de 2 kg
Cinta masking tape
Etiquetas

Exacto (cutter)

Muestras de madera/virutas

Papel aluminio

Contenedores plasticos individuales (popotes)
Marcador indeleble punto fino

Marcador indeleble punto grueso

Perforadora

Recipiente plastico de 40 L, como minimo

Silica

METODOLOGIA
Muestreo

En el caso de muchas coniferas, la altura de muestreo es de importancia fundamental y

el sistema que mas se utiliza es a 1.3 m de altura (Dap).
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En una poblacién de arboles, debe muestrearse un minimo de 30 arboles para
poder obtenerse un valor promedio significativo (Zobel y Talbert, 1988); sin embargo
cuando se integran criterios de seleccion del arbolado (rectitud del fuste, calidad de co-
pa, angulo de las ramas, entre otras), el tamafio de muestra dependera del nimero de
individuos que puedan reunirlos.

Para la obtencion de muestra se utiliza un taladro de Pressler con didmetro inter-
ior de 5 mm (figura 2). La broca hueca se introduce en el tronco del arbol en pie (arbol
gue no ha sido derribado) estimando llegar un poco mas alla de la médula. El taladro se

gira con sumo cuidado para evitar dafiar la broca (figura 3).

HUECO

BROCA HUECA

= Ben NMeadows Company, Janeswville, “W1I

Figura 2. Taladro de Pressler y sus componentes.
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e
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Figura 3. Extraccion de muestras de madera de un arbol en pie.
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El extractor se introduce en el hueco del taladro y con un giro en sentido contra-
rio al que se realiz6 para barrenar el tronco, se corta la muestra y esta sale junto con el

extractor (figura 4).

Figura 4. Muestra de madera obtenida con el taladro de Pressler.

Una vez obtenida la muestra o viruta se almacena en contenedores plasticos in-
dividuales (popotes), se etiquetan adecuadamente, se sellan los extremos con cinta

masking tape y se traslada al laboratorio.

Determinacién de la densidad de la madera

Obtencidon del peso saturado de las muestras.

Las bolsas plasticas se perforan con un exacto o perforadora y se etiquetan con los da-
tos de la muestra que va a contener, usando el marcador indeleble punto grueso. Las
muestras de madera o virutas se retiran cuidadosamente de los contenedores donde se
almacenaron, se separa la porcidon completa de la médula a la periferia o de los afios
que se deseen evaluar (figura 5), se elimina la corteza, se cuentan y registran los ani-
llos de crecimiento (figuras 6 y 7), para tener el control de las edades que se estdn ma-
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nejando lo cual ayuda a inferir condiciones ambientales sobre el crecimiento del arbol.

Por dltimo, las muestras se etiquetan con ayuda del marcador punto fino, para ser ase-

guradas dentro de las bolsas.

Figura 5. Separacion de la porcién que va de la médula a la corteza.

Figura 7. Retirado de la corteza.
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Las bolsas conteniendo las muestras se colocan en el recipiente plastico el cual
debera estar lleno con agua del grifo a su maxima capacidad y, cuidando que las virutas
no se trocen, deberan sumergirse vigilando que cada bolsa esté llena de agua para que

los trozos de madera se hidraten hasta su maxima capacidad (figura 8).

Figura 8. Muestras en imbibicién.

A partir de que las muestras bajen al fondo del recipiente se consideraran satu-
radas. El hecho de que las muestras alcancen un peso constante, debera ser ratificado
a través de pesar peridodicamente (cada tercer dia) tres muestras al azar. Las virutas
deberan ser manipuladas con pinzas en todo momento, secarse rapidamente sobre sa-
nitas (figura 9) para proceder a su pesado tras lo cual se reintegraran a su respectiva
bolsa y al contenedor. Durante este periodo, debera sustituirse el agua semanalmente a

fin de evitar contaminacion por hongos.

Figura 9. Secado de muestras para su pesado.
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Saturadas, las muestras se pesan en una balanza analitica con aproximacion a

diezmilésimos de gramo (figura 10) y se registra el valor del peso saturado obtenido por

muestra.

Obtencion del peso anhidro de las muestras.

Figura 10. Obtencion de
peso saturado.

Las virutas se retiran de las bolsas, se colocan en charolas que deberan elaborarse con

papel aluminio de tamafio adecuado y etiquetarse apropiadamente (figura 11), para ser

introducidas en un horno de secado a temperatura de 100 £ 5 °C por 5 dias (figura 12),

a fin de retirar el toda el agua y la madera alcance nuevamente un peso constante, lo

cual sera comprobado también a través de pesadas sucesivas hasta que los valores

varien en £ 0.0010 g. Las virutas que se elijan para este fin deberan manipularse con

pinzas e introducirse en un desecador con silica en su interior (figura 13), para evitar

que las muestras absorban humedad del ambiente se requiere que todo el proceso se

realice lo més rapida y cuidadosamente posible.

L e P # Figura 11. Muestras
- R > sometidas a deshidra-
g S a \ L \ = tacion.
% \ — R
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Figura 13. Muestras secas listas para ser
Figura 12. Muestras dentro del horno. pesadas.

Célculo de la densidad bésica de la madera.

Una vez que se cuenta con los valores de peso saturado y peso anhidro de las mues-
tras es posible obtener el valor de densidad de cada muestra empleando la formula del
método del méximo contenido de humedad (Smith, 1956, citado por: Valencia y Lopez,
1999).

bm=5—pa 1

Pa 1.53

Donde:
Dm = Densidad de la madera (g/cm®)
Ps= Peso saturado (g)
Pa = Peso anhidro (g)

1.53 = Constante de la gravedad especifica de la madera
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El resultado obtenido podra emplearse directamente en la seleccion de indivi-
duos con los valores deseados para la implementacién de un programa de mejoramien-
to genético. También es Util para determinar la variacion de esta caracteristica en roda-
les naturales o plantaciones a través de la aplicacion de una ANOVA, dato que servira

para tomar decisiones de manejo productivo o de conservacion de rodales.
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EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA CON SEMILLAS DE
LECHUGA Y TOMATE
Elizabeth Garcia Gallegos

Laboratorio de Fertilidad de Suelos

INTRODUCCION

El creciente desarrollo industrial y urbano ha originado la aparicion de una cantidad im-
portante de problemas originados por la contaminacion ambiental, lo cual afecta a los
integrantes del ecosistema. Existe un nimero importante de sustancias quimicas utili-
zadas en las distintas fases de la produccion manufacturera industrial. El principal pro-
blema que se tiene en el disefio de las estrategias para prevenir la contaminacion, es la
falta de informacion sobre la toxicidad de los productos quimicos que se liberan al am-
biente. Un instrumento alternativo para determinar su toxicidad es el empleo de bioen-
sayos (Navarro et al., 2006).

La prueba de toxicidad aguda con semillas es un bioensayo que evalla el efecto
de compuestos puros (nitrato de plomo, cloruro de cadmio, entre otros) y mezclas com-
plejas presentes en matrices ambientales (agua residual, suelo, entre otras) mediante la
evaluacion de la germinacion y el desarrollo de las plantulas durante los primeros dias
de crecimiento. Ademas permite determinar la inhibicion de la germinacién, asi como el
alargamiento de la radicula y el crecimiento del hipocétilo de las plantulas (figura 1).
Estos dos ultimos efectos constituyen indicadores subletales muy sensibles y aportan
informacion complementaria al efecto de la germinacion (Sobrero y Ronco, 2004). Este
bioensayo se puede realizar con cualquier especie vegetal que esté facilmente disponi-

ble, que germine y crezca rapidamente.

hipocdtilo

Figura 1. Proceso de germinacion de una
semilla dicotilédonea
http://www.sian.inia.gob.ve.

radicula -
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La mas empleada es la semilla de lechuga (Lactuca sativa) por ser particular-
mente sensible, aunque también existen reportes sobre el empleo de especies como
garbanzo (Cicer arietinum); frijol (Phaseolus vulgaris); trigo (Triticum aestivum); tomate
(Licopersicum esculentum); lenteja (Lens culinaris); haba (Vicia faba); escarola silvestre
(Cichorium endivia); achicoria comun (Cichorium intybus); frijol chino o chicharo silves-
tre (Vigna unguiculata); chicharo (Pisum sativum); sorgo (Sorghum vulgare) y legumino-
sa de la India o frijol month (Vigna aconitifolia) (Kaushik et al., 2005; Garg y Kaushik,
2006; Navarro et al; 2006; Torres et al., 2006; Segundo et al., 2009 y Panaskar y Pa-
war, 2011).

La prueba de toxicidad aguda con semillas ha sido recomendado por la Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) y la Administracion de Drogas
y Alimentos (FDA), porque permite comparar cuantitativamente el crecimiento de la
radicula con la germinacion de las semillas la cual presenta un alto coeficiente de varia-
cion (Prieto et al., 2009). Se ha empleado para evaluar la toxicidad del metilmercurio
(Alvarez et al., 2006); de efluentes de la industria citricola y de la destileria de alcohol
de melaza de cafia de azucar (Navarro et al., 2006); de biosélidos (Celis et al., 2007);
de efluentes del pretefiido de teneria (Tayyar y Nail, 2009), y de aguas residuales de la
industria textil (Panaskar y Pawar, 2011). Kaushik et al. (2005) mencionan que puede
ser utilizado para establecer criterios de calidad ambiental, controlar descargas de
aguas residuales, regular el uso y la produccién de sustancias quimicas y para enjuiciar
y defender actividades relacionadas con los contaminantes en casos de litigio ambien-
tal. Hoy en dia dichas actividades se regulan empleando Unicamente analisis fisicoqui-
micos, sin tomar en cuenta los efectos bioldgicos. Es importante complementar dichos
analisis con bioensayos de toxicidad aguda para determinar los efectos sobre el ecosis-
tema (Torres et al., 2006).

OBJETIVO
Determinar la toxicidad aguda del agua residual de la industria textil a través de la in-
hibicion de la germinacion, alargamiento de la radicula y del crecimiento del hipocotilo

en semillas de lechuga y tomate.
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EQUIPO
Refrigerador

Balanza analitica

MATERIAL

Agrolita Piseta

Arena Probetas de 1 L

Cuaderno de notas Recipientes de plastico 1y 3 kg.

Germinador Regla graduada en centimetros

Invernadero Toallas de papel

Lapiz Vasos de precipitado 1y 1.5L

Pala de plastico Semillas de lechuga (Lactuca sativa)

Pinzas de diseccion Semillas de tomate (Licopersicum esculentum)
REACTIVOS

Agua destilada

Agua residual de la industria textil

PREPARACION DE REACTIVOS
Para la preparacion de las diluciones, utilizar guantes de latex. Una vez preparadas las
diluciones vaciarlas en botellas de plastico y mantenerlas en refrigeracion a 4 °C por el

tiempo que dure el bioensayo.

Agua residual al 100 %

A partir del agua residual se realizan las diluciones al 50, 25, 12.5 y 6.25 %, conside-
rando un factor de dilucién de 0.5 (Garg y Kaushik, 2006). Con una probeta medir 500,
250, 125 y 62.5 ml de agua residual y aforar a 1 L con agua destilada. Mezclar ambos

en un vaso de precipitado de 1.5 L. El testigo negativo es de agua destilada.
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METODOLOGIA

Antes de establecer el bioensayo de toxicidad aguda, es necesario verificar que los lo-
tes de semilla tanto de lechuga como de tomate sean de buena calidad, para ello se
recomienda comprobar mediante una prueba de viabilidad de semillas, en donde el por-

centaje de germinacion debe ser superior al 85 %.

Preparacion del sustrato de soporte
Se elabora una mezcla de agrolita:arena en proporcion (1:1 v/v). Se mide en recipientes
de plastico por separado 1 L de agrolita y 1 L de arena, luego se mezclan en otro reci-

piente (figura 2). La mezcla se utiliza para llenar cada cavidad de los germinadores.

Agrolita

Agrolita: Arena
(1:1 v/iv)

Arena

Figura 2. Preparacion del sustrato para establecer la prueba.

Siembra de semillas

El bioensayo se establece de preferencia en invernadero, los germinadores se etique-
tan de acuerdo a la dilucion, numero de repeticion y testigo, el tipo de semilla, ademas
de la fecha. Se rellenan los germinadores con 10 g de sustrato y se les aplica un riego
de 10 ml de cada dilucion y el testigo se riega con 10 ml de agua destilada. Las semillas
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(5 para cada dilucion y 5 para el testigo; por cada una de las especies vegetales em-
pleadas) se colocan con la ayuda de una aguja de diseccién, procurando que queden a
5 mm de profundidad (figura 3). El riego se realiza diario con 10 ml de la dilucion co-

rrespondiente.

Germinador

Agrolita: Arena
(1:1 v/v)

{4

=

- - Semilla

Figura 3. Siembra de semillas.

Porcentaje de germinacién
A las 120 h (5 dias) se cuenta el nimero de semillas germinadas de lechuga y tomate

(tabla 1), para luego calcular el porcentaje de germinacion como se indica a continua-

cion:

%G = 2% % 100
0T T ST

Donde:
G = germinacion
SG = semillas germinadas

ST = semillas totales
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Tabla 1. Numero de semillas germinadas (a manera de ejemplo)

SEMILLAS DE LECHUGA SEMILLAS DE TOMATE
Dias resigg:?(%) Izgi%i_ (n;:cgzln Dias resigg:?(%) Izgi%i- (r?:é:”g:]
1 100 1 1 100 1
1 100 2 1 100 2
1 100 3 1 100 3
1 100 4 1 100 4
1 100 5 1 100 5
1 50 1 1 50 1
Continda.......... Continda..........

Medicion de radicula e hipocdtilo

Transcurridos 10 dias (240 h) después de la siembra, se extrae con cuidado cada una
de las plantulas de lechuga y tomate, posteriormente se colocan sobre una base plana
para extenderlas y se mide la radicula y el hipocétilo con el apoyo de una regla gradua-
da en mm (figura 4), se anotan los datos como se indica en la tabla 2.

Cotiledones

—
‘>-
—

Hipocétllo
|

I}

Radicula

Figura 4. Esquema de la radicula y el hipocétilo de dicotiledéneas.
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Tabla 2. Longitud de la radicula y el hipocotilo de plantulas de lechuga y tomate

LECHUGA TOMATE
reAsQi]:jal Repeticion R?rii;'“)”a Hi[();(;c;);tilo rep.fi];?al Repeticion R?r?]i;l;la Hi?g;c;);ilo
(%) (%)
100 1 100 1
100 2 100 2
100 3 100 3
100 4 100 4
100 5 100 5
50 1 50 1
Continda.......... Continda..........

Con los datos de la tabla 2 se calcula el porcentaje de inhibicién del alargamiento
de la radicula y del crecimiento del hipocoétilo de acuerdo con las siguientes expresio-

nes:
IAR === x 100 ICH = 2= x 100

Donde:
IAR = inhibicién del alargamiento de la radicula
ICH = inhibicion del crecimiento del hipocatilo
D = dilucion

T = testigo
Una vez obtenidos los porcentajes anotarlos en la tabla 3. Posteriormente com-
parar los resultados con los siguientes enunciados descritos por Torres et al. (2006)

para determinar si existe toxicidad.
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Tabla 3. Porcentaje de inhibicion de la radicula y crecimiento del hipocétilo de plantulas

LECHUGA TOMATE
reAsQi](;Jl?al Repeticion Rag;)c)ula Hipg/coc)')tilo rep.;,gi]éjl?al Repeticion Ra(ci}'oc)ula Hip(c;zc)')tilo
(%) (%)
100 1 100 1
100 2 100 2
100 3 100 3
100 4 100 4
100 5 100 5
50 1 50 1
Continda.......... Continda..........

Si el resultado de la inhibicion del alargamiento de la radicula o del crecimiento

del hipocotilo, expresado en porcentaje presenta signo negativo, significa que:

El agua residual es toxica, inhibe completamente el alargamiento

de la radicula y el crecimiento de hipocotilo.
Si el resultado de la inhibicion del alargamiento de la elongacion de la radicula o
del crecimiento del hipocoétilo expresado en porcentaje presenta signo positivo, signifi-

ca que:

El agua residual estimula el alargamiento de la radicula

y el crecimiento del hipocatilo.

Si el resultado de la inhibicion del alargamiento de la radicula o del crecimiento

del hipocoétilo expresado en porcentaje presenta un valor de 0, significa que:

El agua residual no es toxica para el alargamiento de la radicula

ni para el crecimiento del hipocatilo.
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El procesamiento estadistico de la informacion se puede realizar con cualquier
programa de analisis estadistico, que efectle estadistica descriptiva, analisis de varian-

za y prueba de medias (Tukey, Dunnet, etc.) al 95 % de confiabilidad.
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ANALISIS DE LA GERMINACION Y VIABILIDAD DE SEMILLAS FORESTALES
Oscar G. Vazquez Cuecuecha

Laboratorio de Ecologia Forestal

INTRODUCCION

Las semillas son de vital importancia en los procesos de regeneracion de las poblacio-
nes y comunidades forestales, ya que a través de ellas se renuevan los bosques tanto
de forma natural como artificial (Niembro, 1995); de igual modo, son muy importantes
para el mantenimiento de la diversidad genética (Villareal, 2004). Entre los factores que
afectan a estas estructuras destacan los genéticos y los ecoldgicos.

En los ecosistemas forestales en particular en las coniferas, la principal forma de
dispersion de las semillas y del polen es por medio del viento (transporte anemdfilo), y
aunque éste puede transportarlas a distancias considerables, la mayoria de las semillas
y del polen recorren distancias menores a diez metros del arbol. De esta manera se es-
tablecen grupos de individuos emparentados y se promueve el cruzamiento entre estos
(Vander Wall, 1992; Burczyka et al., 2004).

El cruzamiento de arboles emparentados y la autofecundacién aumentan la pro-
babilidad de que ocurra endogamia, es decir que la descendencia contenga genes que
provienen de ancestros comunes (Hart y Clark, 2007). La endogamia aumenta la fre-
cuencia de individuos homocigéticos los cuales pueden ser menos competitivos que los
heterocigoticos, particularmente en ambientes adversos, debido a la accion en estado
homocig6tico de los alelos deletéreos o parcialmente deletéreos, fendbmeno comun en
coniferas (Crnokrak y Barrett, 2002; Hart y Clark, 2007). La disminucion de la capacidad
adaptativa de los organismos debido a la endogamia se conoce como depresion en-
dogamica, la cual pone en riesgo la viabilidad de poblaciones pequefias (Hart y Clark,
2007).

En las coniferas la depresion endogamica genera semillas vanas, alta mortalidad
en las etapas tempranas de desarrollo, como la germinacion (Mosseler et al., 2000;
Remington y O’Malley, 2000); albinismo (deficiencia de clorofila) y disminucién del cre-
cimiento de las plantulas (Sorensen y Cress, 1994).

Un ejemplo, es el caso de una poblacion de Pseudotsuga menziessi (Mirb.) Fran-
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co, del estado de Hidalgo, donde Yafiez (1991) encontrd un elevado porcentaje de 6vu-
los abortados y semillas vanas; Mapula et al. (2007) confirmaron esta situacion en nue-
ve poblaciones mexicanas de la misma especie y Juarez-Agis et al. (2006) obtienen
baja germinacién en lotes de semilla y mortandad de plantulas en poblaciones de
Pseudotsuga.

Entre los factores ecoldgicos que afectan la viabilidad y germinacion de la semilla
se encuentran la baja densidad poblacional de los arboles adultos y su aislamiento. En
afios con reducida produccion de semilla es comun que disminuya la viabilidad de ésta,
porque el escaso numero de individuos que participan en la reproduccién favorece altos
niveles de autopolinizacion (Hermann y Lavender, 1990).

El ataque por insectos a las semillas también afecta la viabilidad y calidad de
éstas. Las especies pueden ser resistentes, pero el que esta cualidad se exprese de-
pende de la forma en que la constitucion genética interactia con el ambiente (Zobel y
Talber, 1988); éste proporciona a los arboles las condiciones minimas para que su ge-
notipo se exprese al maximo, de lo contrario los arboles creceran débiles y susceptibles
al ataque de fitopatdgenos e insectos.

Para estimar el potencial de las semillas tanto en la propagacion natural como en
la artificial en vivero, es importante determinar la viabilidad mediante pruebas, como la
tincion de embriones y la germinacién. En efecto, analizar la viabilidad de las semillas
por tincion permite determinar el grado de dafio en estas estructuras.

La tincion con tetrazolio utiliza una solucion incolora que tifie de diferente color
los tejidos, dependiendo si estos estan vivos, débiles, o muertos. La extension y la loca-
lizacion de los tejidos dafiados permiten estimar rapidamente la capacidad de germina-
cion de las semillas. Esta prueba se basa en la reaccién del tetrazolio con los iones
hidrogeno liberados por las enzimas deshidrogenasas que intervienen en la respiracion
de los tejidos vivos, el resultado es la formacion de un pigmento rojo llamado formazan,

insoluble en agua pero soluble en aceite (L6pez et al., 2005).

Caracteristicas de las semillas
Una semilla se considera como un 6vulo fertilizado en estado de latencia, en la figura 1

se ilustran las partes de la semilla de acuerdo con el grupo botanico al que pertenecen.
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Las semillas se originan del 6vulo fertilizado, al llegar a la madurez se distinguen

las partes siguientes: (figura 2).

‘ A
Pericarpio Capa
Capa . Y
P Cotiledones
Cotiledon : ; £
Hipocotilo 5
: . : -
Hipocotilo Megagametofito i
7 ; A
Radicula y Radicula —y
Micrépilo Micrépilo o
Figura 1. Anatomia de semillas forestales. Angiosperma (izquierda) y gimnosperma (derecha).
Modficada de Leadem, (1942).

Figura 2. Vista parcial de la semilla con un tiempo de 120 dias. Cubierta seminal (C), endospermo
(En), Embrién (Em) y perispermo (P). Aumento 10X (Modificada de Gil y Miranda, 2008).

Cubierta seminal (C), tejido que se forma a partir de uno o de los dos tegumentos
que rodean al 6vulo; perispermo (P), tejido diploide procedente de la nucela que se pre-
senta en diversas cantidades en las semillas de algunas especies; endospermo (En),
tejido generalmente triploide que resulta de la fusién de uno de los nucleos espermati-

171



MANUAL DE TECNICAS EN GENETICA Y AMBIENTE

cos con los nucleos polares, y que se presenta en diversas cantidades en las semillas
de algunas especies y embrion (Em), el cual proviene de la fertilizacion de la oosfera
por uno de los nucleos espermaticos y se convertira en una planta después de la ger-

minacion de la semilla (Bewley y Black, 1978, citados por Niembro, 1988).

OBJETIVO
Determinar la calidad de semillas forestales por medio de la germinacién y la tincién con

tetrazolio.

EQUIPO

Agitador magnético
Céamara de incubacion
Estufa de cultivo

Microscopio estereoscopico

MATERIAL
Agua destilada Probeta de 100 ml
Bisturi Recipientes de plastico

Cajas de Petri de 200 mm de didmetro  Semillas de arboles (2 000)

Pinzas de diseccion Toallas absorbentes

Guantes para cirujano Vaso de precipitados de 200 mly 1 000 ml
REACTIVOS

Nombre Marca No. de catalogo

2,3,5 Trifenil tetrazolio cloruro SIGMA T8877

Hipoclorito de sodio SIGMA 239305

172



MANUAL DE TECNICAS EN GENETICA Y AMBIENTE

PREPARACION DE REACTIVOS

Tetrazolio

Para preparar 100 ml de este reactivo, pesar 1 g de 2,3,5 trifenil tetrazolio cloruro y di-
solverlo en agua destilada en un vaso de precipitados, con ayuda de un agitador
magnético, ajustar el pH a 7, cuando se utilice debe estar a temperatura ambiente. El
reactivo se puede conservar por 4 meses en un frasco color ambar a temperatura de 4
°C.

Hipoclorito de sodio 2 %.
Para un litro de solucién, mezclar 20 ml de hipoclorito de sodio con 980 ml de agua des-

tilada.

METODOLOGIA
El andlisis sigue los procedimientos estandares internacionales para la prueba de semi-
llas (ISTA, 1991).

Analisis de germinacion
El tiempo de germinacién depende de la especie (3-5 semanas). La prueba se efectia
con 100 semillas y en cuatro réplicas, siguiendo este procedimiento:
Desinfectar las semillas con hipoclorito de sodio al 2 % por dos minutos y enjua-
gar con agua destilada.
Embeber las semillas en agua destilada por 24 h a temperatura ambiente.
Sembrar las semillas en papel absorbente humedecido con agua destilada (se

puede emplear agrolita o vermiculita), en recipientes plasticos o cajas de Petri, depen-

diendo del tamafio de la semilla (figura 3).

=
il

Figura 3. Cajas de Petri con 100 semillas cada
una. (Para el proceso de germinacion es im-
portante el control de la temperatura y la luz).
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Introducir los recipientes con las semillas en una camara de incubacion a tempe-
ratura de entre 20 y 30 °C (segun la especie), y alternando 8 horas de oscuridad y 16
de luz (fotoperiodo de 600 luxes) (figura 4).

La germinacion se registra diariamente, cada tercer dia, o en funcién de las semi-
llas que se estén analizando. Una semilla se considera germinada cuando el embrion

se ha convertido en una plantula (figura 5).

A
sl
‘“fl‘

B AN

Figura 4. Camara de incubacion progra- Figura 5. Semillas germinadas
mada con 8 horas de oscuridad y 16 de luz convertidas en plantulas
y temperatura de 24 °C.

Los resultados obtenidos se registran en la tabla 1.

Tabla 1. Cuadro de registro de datos del ensayo de germinacion.

NS Gi....... G...... G...... G....... i GT SV PA SNG

100
100
100
100
Total
Promedio
Promedio
acumulado

92
BWONPIZ

SM = Submuestra; NS = Numero de semillas; G;..; = Germinacion registrada cada tercer dia; GT = Germinacion total;
SV = Semillas vanas; PA = Plantulas anormales; SNG = Semillas no germinadas
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La evaluacion de la germinacion se hace de la siguiente manera:

%deGT:Zi—T %deSV=E%V
%dePA:Z% %deSNG=Z¥
Donde;

GT = Germinacion total
SV = Semillas vanas
PA = Plantulas anormales

SNG = Semillas no germinadas

NOTAS:
Se consideran plantulas anormales las que son albinas, o las que no forman radicula
(figura 6).

Se deja de registrar cuando deja de observarse germinaciéon en dos ocasiones el

intervalo de tiempo utilizado, por ejemplo: 6 dias (3 + 3).

Figura 6. Plantulas anormales. Sin radicula
(Izquierda) y albina (derecha).
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Andlisis de viabilidad
El andlisis se realiza con 100 semillas y cuatro réplicas en el siguiente orden:

Para desinfectar las semillas se lavan con hipoclorito de sodio durante tres minu-
tos, se enjuagar con agua destilada (Lopez et al., 2005).

Colocar las semillas en cajas de Petri entre papel himedo por 24 h, para que
se lleve acabo el proceso de imbibicién. Colocar las cajas dentro de una estufa de culti-
VO a una temperatura aproximada de 20 °C en condiciones de obscuridad. Con unas
pinzas de diseccion y un bisturi, se elimina la capa (testa), se parte a la mitad el mega-
gametofito de forma longitudinal, evitando dafiar el embrién (figura 7).

Seleccionar aquellas mitades que no presenten fracturas, golpes, picaduras de
insectos, ni cortes del embrion (verificar con el microscopio) y colocarlas nuevamente
en cajas de Petri.

Agregar 5 ml de tetrazolio, procurando que todas las mitades queden cubiertas
por la solucion e incubar en una estufa de cultivo por 24 h a temperatura de entre 30 y
40 °C.

Eliminar el tetrazolio por decantacién o con un gotero y el remanente con una

toalla de papel y enjuagar las semillas con agua de la llave.

Figura 7. Corte longitudinal de la semilla de Pinus cembroides.
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La clasificacion de las semillas se hace en base a los siguientes patrones de tin-
cion (figura 8):

Vivas = embriones y tejidos tefildos uniformemente de rojo.

Muertas = embriones blancos con radicula blanca.

Vitalidad limitada = manchas blancas y rojas distribuidas en diferentes tejidos,

lo que hace muy dificil su valoracion.
Los resultados se expresan en porcentaje de viabilidad, mediante la siguiente

formula:
s No.de semillas tefidas
% Viabilidad = - - 100
No.de semillas analizadas
[“ .;;‘
Figura 8. Viabilidad de las semillas. Viva (V), vitalidad limitada (VL), muerta (M).
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