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RESUMEN

El ozono en la estratosfera funciona como un escudo protector contra los rayos
ultravioleta. En la troposfera, el ozono (Os) es considerado como el contaminante
atmosférico secundario de mayor relevancia, y se forma cuando el monoxido de
nitrégeno en conjunto con el oxigeno reacciona en presencia de luz solar. Al igual
que otros contaminantes atmosféricos, el Oz se transporta a través de las corrientes
de aire llegando incluso a &reas alejadas al lugar donde se formé. En las plantas
entra a través de los estomas causando diversos dafios fisioldgicos que finalmente
se traducen en pérdida de biomasa y rendimiento. A nivel celular sus efectos adn
no estan bien identificados. En cultivos altamente susceptibles como el algodon
existe un gran interés por conocer los mecanismos de accion del Os asi como las
posibles estrategias para modular sus efectos. El presente estudio tuvo como
objetivo evaluar, en plantas de algodén Pima, el efecto del Os tanto a nivel celular
como fisiologico, asi como la posible mitigacion de esos efectos por la hormona
metil-jasmonato. Las plantas se expusieron a concentraciones de 4, 59 y 114 ppb
de O3 en camaras cerradas bajo condiciones de invernadero. El tratamiento con
metil-jasmonato (95%) se llevé a cabo mediante seis aplicaciones semanales de
160 pl/planta. Los pardmetros evaluados fueron fisioldgicos y de crecimiento, asi
como parametros de integridad nuclear de células foliares y radiculares. Para estos
altimos se evalué la fragmentacibn de los ndcleos celulares empleando
electroforesis unicelular alcalina. Los resultados nos muestran que a medida que la
concentracion de Oz aumenta, la fotosintesis, conductividad estomatal, respiracion
radicular; asi como el crecimiento y biomasa de las plantas se afectan
significativamente. Bajo las condiciones del experimento, la aplicacion de metil-
jasmonato no modulo los efectos negativos del Os en los parametros evaluados. En
lo que se refiere a integridad nuclear de las células foliares se observé que la mayor
fragmentaciéon nuclear ocurrié a partir de la exposicion a 59 ppb de Os. En esta
concentracion un 37% de las células tuvieron una fragmentacion nuclear en el rango
del 25 al 100%. En la concentracion de 114 ppb el porcentaje de células en este
rango fue practicamente el mismo mientras que en la concentracion de 4 ppb fue de
un 21%. La integridad nuclear de células radiculares también se vio mayormente
afectada en la exposicion a 59 ppb de Os. En esta concentracion un 17% de las
células tuvieron una fragmentacion nuclear en el rango del 25 al 100%. En la
concentracion de 114 ppb el porcentaje de células en este rango fue de un 5%
mientras que en la concentracion de 4 ppb el porcentaje de células fue
practicamente nulo (0.2%). Estos resultados nos sugieren que a exposiciones de 59
ppb de Os, las células foliares y radiculares de plantas de algodén Pima muestran
mayor fragmentacion nuclear, sin embargo por alguna respuesta aun no identificada
por parte de la planta, la concentracion alta (114 ppb) no acentta el dafio nuclear.
Los resultados también nos reafirman observaciones previas donde el Oz afecta el
crecimiento y fisiologia de las plantas de algodén; sin embargo nos indican que bajo
estas condiciones experimentales, el metil-jasmonato no modula los efectos
negativos del Oa.
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SUMMARY

Ozone in the stratosphere works as shield against UV rays. In the troposphere, is
considered as the most relevant secondary atmospheric pollutant and it builds up
when the nitrogen monoxide and oxygen react in the presence of solar light. As other
atmospheric pollutants, Os travels through the airstreams affecting even areas that
are far away from the buildup location. In plants Os enters through the stomata
causing several physiological deficiencies that finally end up in biomass and yield
loss. At cellular level, Oz effects are not yet clearly identified. In highly susceptible
crops as cotton, there is a great interest for knowing the actions mechanisms of Os
as well as the possible mitigation strategies to modulate the O3 effects. The present
study had the main objective of evaluate, in Pima cotton plants, the effect of O3 at
cellular and physiological level, as well as possible mitigation effects with the
application of methyl-jasmonate. The plants were exposed to 4, 59 and 114 ppb
ozone concentrations in greenhouse Oz exposure chambers. Methyl-jasmonate
treatment (95%) was carried out administering 160 ul/plant every week for six
consecutive weeks. Growth and physiological parameters were evaluated, as well
as nuclear integrity of foliar and root cells. For cell integrity, nuclear fragmentation
was evaluated using alkaline single cell gel electrophoresis. Results show that as O3
concentration increases, the photosynthesis, stomata conductance, root respiration,
plant growth and plant biomass all get affected significantly. Under the experiment’s
setting, the application of methyl-jasmonate did not modulate the negative effects of
Os exposure in the parameters mentioned above. Concerning the integrity of foliar
cells, the higher nuclear fragmentation took place from the 59 ppb Os exposure. In
this concentration, 37% of cells had from 25 to 100% nuclear fragmentation. In the
114 ppb concentration, the percentage of cells in this range (25-100%) was
practically the same, whereas in the 4 ppb concentration was 21%. The 59 ppb Os
concentration was also the one that caused more damage in root cells. Under this
treatment, 17% off cells had from 25 to 100% nuclear fragmentation. In the 114 ppb
concentration, the percentage of cells in this range (25-100%) was 5%, whereas in
the 4 ppb concentration was practically zero (0.2%). These results suggest that
having O3z exposures of 59 ppb, foliar and root cells show the highest rate of nuclear
fragmentation, however and for an unknown response by the plant, the 114 ppb
ozone concentration does not accentuates cell damage. Results also restate
previous observations where Os affects growth and physiology of cotton plants;
however they also suggest that under these experimental conditions, methyl-
jasmonate does not modulate ozone negative effects.

Keywords: Ozone, cotton, methyl-jasmonate, alkaline single cell gel electrophoresis.
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1. INTRODUCCION

A grandes alturas (estratosfera), el ozono funciona como un escudo protector
contra los rayos ultravioleta emitidos por el sol, los cuales promueven cancer de
piel, cataratas, supresion inmunoldgica y otros problemas a la salud humana (EPA,
1999). A nivel de la troposfera, el ozono se considera como el contaminante
secundario de mayor relevancia y es el principal componente del smog fotoquimico.
Su formacién ocurre cuando compuestos organicos volatiles (VOC’s) reaccionan
con oOxidos de nitrégeno (NOXx's) en presencia de luz solar. Esa reaccion se da
principalmente en lugares con alto trafico vehicular y altas emisiones industriales.
Sin embargo, debido a que los NOx's pueden ser transportados por el viento,
cientos de kilbmetros de su fuente de origen, el ozono también se puede formar en

areas rurales.

En organismos superiores, las propiedades toxicolégicas del ozono se deben a
su capacidad oxidativa, aunque quiza pudiera actuar a través de otros mecanismos.
A concentraciones por arriba de 52 ppb durante 8hrs, el umbral de proteccion
establecido por la EPA, causa dafio en la mayoria de los seres vivos. En humanos,
el ozono entra al organismo por las vias respiratorias causando principalmente
irritacion de las vias aéreas, disminucion de la capacidad pulmonar, asma e
incrementa la susceptibilidad a enfermedades respiratorias como neumonia y
bronquitis (WHO, 2003; Mudway y Kelly, 2004). En plantas, la entrada de ozono
ocurre por los estomas (pequefios poros localizados en la superficie de las hojas
donde se realiza el intercambio de gases) y afecta la capacidad fotosintética y el
transporte de carbono a los diferentes 6rganos (Grantz y Farrar, 1999), entre otros.
Condiciones de estrés por agua incrementan la susceptibilidad a ozono (Shimizu y
Feng 2007). Los efectos negativos resultan en una reduccién de biomasa, lesiones
necroticas, clorosis y disminucién de la relacion raiz-parte area (Grantz y Yang,
1996). Esos efectos se traducen principalmente en una disminucién de rendimiento

y subsecuentemente en pérdidas econémicas. Entre los cultivos con mayor
1



susceptibilidad se encuentra el algodon. En el valle de San Joaquin, California, por
ejemplo, se estiman pérdidas en el rendimiento de algodén de hasta un 23% (Olszyk
y col., 1993). Ademas de los dafios directos del ozono sobre la planta y debido a las
diferentes capacidades de tolerancia entre especies, el cultivo de algodén también

pierde habilidad de competencia con malezas (Grantz y Shrestha, 2006).

En la actualidad se han realizado diferentes estudios para determinar el efecto
del ozono en plantas de algodén. Esos estudios han documentado afectacion en las
principales funciones fisiologicas de las plantas incluyendo disminucion de
fotosintesis, dafio a células mesofilicas, transporte de carbono, pérdida de biomasa,
capacidad estomatal; asi como dafio en células foliares. Sin embargo son
necesarios otros estudios que consideren factores que puedan modular el efecto
del ozono en las plantas de algodén, ademas de investigaciones que vayan mas
alla de los estudios fisioldgicos y que nos permitan tener una mejor perspectiva de
como el ozono afecta las plantas de algoddén. El presente estudio evalla las
respuestas fisiolégicas de plantas de algoddn resultantes de la interaccion de una
hormona vegetal inducida (metil-jasmonato) y el ozono. Lo anterior se considera
debido a que otros autores reportan que la aplicacion de metil-jasmonato modula
los efectos del ozono en plantas de tabaco. Para tener una mejor perspectiva de
como el ozono afecta las plantas de algodon, en la presente tesis, las plantas se
exponen a tres diferentes concentraciones de ozono con la finalidad de determinar
la integridad nuclear de células radiculares utilizando la técnica de electroforesis
unicelular alcalina. Adicional al ensayo cometa, se evallan los principales

parametros de crecimiento de la planta.



2. MOTIVACION DE LA PROPUESTA

La formacién de ozono es producto de la reaccion quimica de contaminantes
atmosféricos con en presencia de la luz solar. Esta condicion es muy comdn en
ciudades industrializadas y altamente pobladas lo que hace inminente la formacion
de ozono cuando las condiciones son las propicias, afectando la calidad de vida de
los seres humanos asi como el desarrollo de los cultivos que estan expuestos. A
pesar de diversos estudios cientificos realizados en plantas expuestas a 0zono,
poco se sabe sobre el mecanismo de afectacién de ese contaminante en plantas de
algodoén; por consiguiente, hay desconocimiento sobre procesos o sustancias que
pudieran mitigar los dafios fisiolégicos y celulares que ocasiona el ozono en este

importante cultivo.

En este estudio se prueban diferentes dosis de metil jasmonato en plantas de
algoddn expuestas a 0zono. Este compuesto organico volatil, que es generado por
las mismas plantas en condicibn de estrés, activa mecanismos defensa que
coadyuvan al desarrollo 6ptimo de las plantas, lo que sugiere que pueda mitigar el
dafio del ozono en plantas de algodon. Ampliar el conocimiento en este ambito
permitiria aportar nuevos elementos a la constante tarea de eficientar la produccion
en los cultivos mediante practicas que respeten el entorno y los principios naturales

de proteccién vegetal.

3. FUNDAMENTACION TEORICA

3.1. Contaminacion atmosférica.

De acuerdo a la Agencia Norteamericana de Proteccion al Ambiente (EPA),
contaminacion es la presencia de una substancia en el ambiente que debido a su
composicién quimica o cantidad altera el funcionamiento de procesos naturales y

provoca efectos no deseables en el ambiente y a la salud. La contaminacion



atmosférica ocurre tanto por procesos naturales como por actividades relacionadas
con el hombre. La contaminacién antropogénica ha existido desde que el hombre
empez6 a utilizar el fuego; a partir de entonces, los avances tecnoldgicos y las
primeras actividades industriales como la mineria y la fundicion de metales
contribuyeron a la contaminacion de la troposfera. Efectivamente, estudios
glaciologicos realizados en las capas de hielo de Groenlandia, correspondientes al
periodo 3000 a 500 afios antes de nuestra era, muestran ya un incremento en las
concentraciones de plomo. De acuerdo con Hong y col. (1994) ese incremento se
debié a las actividades industriales (como la fundicién) que los griegos y los
romanos desarrollaban. A partir de la invencion de la maquina de vapor y la
subsecuente revolucion industrial las emisiones de plomo a la atmosfera se
incrementaron 40-80 veces (Weiss y col.,, 1999). La contaminacidon es una
caracteristica inherente a los seres humanos y resulta de la necesidad que nosotros
como individuos tenemos de bienes y servicios. Es decir, la comodidad y la calidad
de vida de la que gozamos actualmente —proporcionadas en gran medida por los
bienes y servicios a los que tenemos acceso— tienen un costo ambiental. En la
actualidad, las diferentes actividades industriales y el transporte motorizado son las

principales fuentes emisoras de contaminantes a la atmdosfera.

La EPA y la Organizacion Mundial de la Salud, (WHO por sus siglas en inglés)
consideran que los principales contaminantes dafiinos para la salud publica y el
medio ambiente son monoxido de carbono, plomo, diéxido de nitrdgeno, materia
particulada suspendida, ozono y 6xidos de azufre. Esos compuestos quimicos son
considerados los contaminantes criterio para definir la calidad del aire. Los efectos
a la salud son muy variados y van desde simples molestias respiratorias hasta la
alteracion de funciones pulmonares y afectacion al sistema cardiovascular. Fusco y
col. (2001) realizaron un estudio en hospitales de la Ciudad de Roma y encontraron
una alta correlacion entre ingresos por problemas respiratorios y los dias con altos
niveles de contaminacion. De forma similar, un estudio epidemiologico en el estado

de California correlacion6 los ingresos hospitalarios con problemas

4



cardiovasculares con dias con altas concentraciones de monoxido de carbono
(Mann y col. 2002). Exposiciones cronicas a otros contaminantes como la materia
particulada suspendida reducen la expectativa de vida por un afio, o mas (WHO,
2004). Otros autores han estimado un incremento de 0.5% en muertes por cada
incremento de 10 mg/m® en los niveles diarios de materia particulada en la

atmosfera (Kunzli y Tager, 2005).

Una de las formas de contaminacion que causan mayor afectacion al medio
ambiente es la “precipitacidén acida” derivada de las emisiones de dioxidos de azufre
y Oxidos de nitrdgeno. Esa precipitacion afecta principalmente bosques y lagos de
Europa y Norte América (UNEP, 2002). En los bosques, el dafio depende de la
capacidad que tienen las hojas para absorber agua, por lo que varia ampliamente
entre especies (Haines y col., 1985). Mientras mayor sea la capacidad de absorcion,
la planta es mas susceptible. Bosques con grandes periodos de niebla y cercanos
a fuentes emisoras son los mas vulnerables debido al mayor contacto que tienen
los contaminantes con la hoja. En los lagos, la afectacion se da debido al cambio de
pH y las especies mas afectadas son las que no toleran pH’s acidos (<5.5).
Adicionalmente al dafio ambiental, también se registra dafio a monumentos debido

a reaccion de los acidos con materiales alcalinos.

Los efectos globales de la contaminacién atmosférica contribuyen también al

calentamiento global del planeta, derivado de la emisién de gases invernadero

Como consecuencia de los efectos adversos de los contaminantes, a partir de
los afios 70°s la comunidad internacional empezé a desarrollar e implementar
politicas para abatir la contaminacién atmosférica, basandose principalmente en el
mejoramiento de tecnologia, en sanciones econOmicas para reducir las emisiones

(UNEP, 2002), pero también en beneficios econdmicos como los bonos de carbono.



3.2. Ozono troposférico.

El ozono es un gas altamente reactivo compuesto por tres atomos de oxigeno.
A diferencia del ozono estratosférico (Capa de ozono), la formacion del ozono
troposférico se deriva de actividades antropogénicas y tiene lugar de los 0 a los 17
km de altitud. El potencial oxidativo y los efectos adversos a la salud humana del
ozono troposférico se reconocieron a partir de mediados del siglo diecinueve (Farell,
2005). En la actualidad es considerado como el contaminante atmosférico

secundario que mayor dafio causa al ser humano y al medio ambiente.

3.2.1 Formacioén.

En la troposfera, el ozono se forma cuando 6xidos de nitrégeno (NOX's) y
compuestos organicos volatiles (VOC’s), principalmente hidrocarburos, reaccionan
con la luz solar. El NO2 se disocia a NO en una reaccion catalizada por luz
ultravioleta del sol dando como resultado un 4&tomo de oxigeno, el cual reacciona
con oxigeno molecular formando Os. Las principales fuentes emisoras de NO:z y
VOC'’s son los vehiculos automotores y las actividades industriales. Por esa razén,
el ozono se forma principalmente en las grandes ciudades. Sin embargo, debido a
la movilidad de los NOx's también puede formarse en areas rurales. La variaciéon en
las concentraciones de ozono en un punto geogréfico especifico depende de la
cercania de fuentes emisoras de contaminantes precursores, de la orografia del
lugar y de factores meteorol6gicos, como radiacion solar, velocidad del viento,
temperatura, humedad relativa y recirculacion de masas de aire, principalmente
(Castell y col. 2007, Uwe e Ingeborg, 2001). Condiciones de alta radiacién solar y
bajas velocidades de vientos reducen la dispersion de contaminantes precursores,
incrementando la probabilidad de reaccion y formacion de Oz (Castell y col., 2007).
Ademas de esos factores que favorecen la formacion antropogénica del ozono, hay
incremento de las concentraciones ambientales de ozono que se deriva del

intercambio de O3 entre estratosfera y tropésfera (Monks, 2000).



Una vez que se ha formado, el ozono puede trasportarse e incrementar la
concentracion atmosférica en lugares ubicados a cientos de kildmetros de su area
de origen. Un estudio realizado por Giovanelli y col. (1985) muestra que el ozono
puede ser trasportado por la brisa del mar desde una planta petroquimica localizada
mar adentro hasta tierra firme; una distancia total de 5 km. Por su parte, Creilson y
col. (2003) concluyeron que con condiciones meteoroldgicas favorables el ozono
troposférico formado en el Este de Norteamérica puede trasportarse a través del
Océano Atlantico e incrementar la concentraciones de ozono en el Continente

Europeo.

3.2.2. Interaccién con otros contaminantes.

Por si solo, el ozono tiene efectos negativos en el medio ambiente y en la salud
humana. Sin embargo, en la mayoria de las ocasiones, el 0zono interactia con otros
contaminantes y los efectos negativos combinados pueden incrementarse o
potenciarse. Una de las formas en las que el ozono se presenta en la atmosfera es
como smog fotoquimico, una mezcla de cientos de compuestos quimicos entre los
que figuran como los mas importantes nitratos de peroxiacetilo (PAN), 6xidos de
nitrégeno y ozono. La formacién de esos contaminantes es comun en ciudades que
estan rodeadas de montafias y donde ademas existen inversiones térmicas (Kumar
y Mohan 2002). Entre las ciudades mas afectadas con smog fotoquimico se
encuentran las ciudades de Los Angeles (Estados unidos), Tokio (Japén), Cd.
México y Johannesburgo (Sudéfrica). Cada uno de esos paises, y otros, han
implementado programas para disminuir la formacién de smog fotoquimico
incluyendo, disminucion forzada del trafico vehicular, entre otros programas como
la verificacion vehicular en la Ciudad de México. Esos programas se basan
principalmente en disminuir las emisiones a la atmosfera de los contaminantes
precursores como 6xidos nitricos, VOC’s e hidrocarburos. Las lluvias, por su parte,

limpian el aire mediante la precipitacion de los contaminantes atmosféricos. Un



estudio realizado en plantas de frijol por Nouchi y Toyama (1988) comparé los
efectos del Os y PAN por separado. Los autores observaron que los mecanismos
de accion del ozono en dichas plantas son diferentes, lo que sugiere que estando
los contaminantes combinados, las plantas serian afectadas de diferentes maneras

lo que aumenta las posibilidades de deterioro en las mismas.

Ademas de los efectos aditivos del PAN y Os, entre ambos contaminantes existe
otro tipo de relacion. De acuerdo con Beine y col. (1997) y con Carter y col. (1981),
la descomposicion térmica del PAN produce NO'x lo que da como resultado un
incremento en las concentraciones atmosféricas de ese compuesto, lo que a su vez

contribuye a la formacién de ozono.

Lewis y col. (2000) evaluaron el efecto combinado del ozono y otros
contaminantes aerobiologicos (alérgenos) en el nUmero de admisiones hospitalarias

por asma. Sus resultados no mostraron una asociacion.

3.2.3. Tendencias globales

En los Estados Unidos se han implementado mas de una docena de programas
con el objetivo de reducir la emision de contaminantes precursores de ozono. En
1990, el Acta de Aire Limpio se modificé con la finalidad de proponer niveles
maximos de emisiones atmosféricas y un sistema de beneficios econémicos a quién
contamina menos. Ese mecanismo funciona a partir del canje de contaminantes
atmosféricos emitidos por fuentes estacionarias y moviles. De acuerdo con la EPA
(2007), a partir de 1997 y hasta 2006, este y otros programas han reducido las
emisiones de NOx’'s en el Este de E.U. en un 30%. De la misma manera, las
emisiones de VOC’s se redujeron un 20% en el mismo periodo. En lo que respecta
a la Union Europea, a partir de 1988, se han implementado programas para
disminuir la emision de contaminantes precursores de ozono. Efectivamente, de

1990 a 2004, la Agencia Ambiental Europea (EEA, 2007) reportd una disminucion



del 36% en la emision de dichos contaminantes. Entre los paises con mayor
reduccion de NOx se encuentran: Alemania (55%), el Reino Unido (50%) y Holanda
(44%). Por su parte Espafa (13%), Grecia (11%) y Portugal (8%) son los paises
gue menores resultados han obtenido. Sin embargo, a pesar de la eficacia de los
programas para la reduccién de las emisiones de NOX’s obtenida por 32 paises de
la Union Europea, no se observa una disminucion proporcional en los niveles de
ozono. La EEA atribuye ese fendbmeno a la variabilidad meteorolégica y al trasporte

transfronterizo de ozono.

En paises en vias de desarrollo se empiezan a implementar programas para
reducir las emisiones de contaminantes atmosféricos. En Brasil (1986) se creo el
Programa Nacional para el Control de la Contaminacién por Vehiculos Automotores
(PROCONVE). Un andlisis de los resultados de ese programa, realizado con
herramientas de modelacion por Sanchez y col. (2007), sugiere que el programa no
solo da resultados positivos en la reduccién de contaminantes primarios, sino

también en los niveles de ozono de la Ciudad de Sao Paulo.

Por otra parte, un analisis del programa “Hoy no circula” de la Ciudad de México
realizado por Davis (2006) sugiere que no hay evidencia de que el programa tiene
un impacto favorable en la calidad del aire de la Ciudad de México. El autor atribuye
esos resultados a que la poblacién no utiliza el metro ni los autobuses publicos como
alternativa de transporte y ha substituido el uso de sus vehiculos por taxis. Ese

programa ha funcionado por 17 afios desde 1990.

En el continente Asiatico los paises con mayores emisiones de NOx son China
(43%), la India (18%) y Japén (13%). Un estudio realizado por Aardenne y col.
(1999) estima que de no tomarse las medidas necesarias, en el continente asiatico
las emisiones de NOXx para el afio 2020 podrian incrementarse hasta un 350%, con

referencia a las emisiones de 1990.



3.3. Efectos en plantas

Los efectos adversos del smog en plantas se percibieron a partir de los afios
40’s. Sin embargo, solo hasta mediados de los afios 60°s se dedujo que el ozono,
el principal componente del smog, era el responsable de la mayoria del dafio del
smog en plantas. En ese tiempo también se desconocia el mecanismo de entrada
del ozono a la planta. Los primeros dafios que se observaron fueron foliares, pérdida
de biomasa, reduccion de rendimientos e incremento en la susceptibilidad a estrés
ambiental, plagas y enfermedades. En la actualidad se han realizado estudios en
una gran variedad de plantas y coinciden en que el ozono entra a la planta via
estomas durante el intercambio de gases que la planta realiza. Debido a que la
entrada de ozono depende de la apertura de los estomas, factores meteoroldgicos
como temperatura ambiental, diferencia de presion de agua entre la hoja, el aire
circundante y la concentracion de CO2 atmosférico determinan los efectos del ozono
(Fiscus y col. 2005). Otro factor determinante en los efectos del ozono es la
humedad del suelo. En algunas especies, una humedad en el suelo baja promueve
el cierre de estomas, un mecanismo fisioldgico de la planta para evitar pérdida de
agua. Esa disminucion en el intercambio de gases disminuye la entrada de ozono y
el dafo foliar. Sin embargo, en otras especies el efecto es opuesto, posiblemente
debido a que la condicién de estrés por agua disminuye la tolerancia de la planta al

ozono (Bungener y col. 1999).

No obstante, el mecanismo de entrada de ozono es el mismo para todas las plantas,
es claro que en cada especie puede haber diferentes mecanismos de accion. Se
sabe que el ozono afecta el proceso fotosintético en plantas, sin embargo es incierto
si ese es un efecto directo o bien es un efecto secundario producto de la
modificacion en el transporte de carbono a los diferentes érganos de la planta.
Algunos autores (Baier y col., 2005) reportan hasta siete posibles mecanismos

mediante los cuales el O3z actla a nivel celular.
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La susceptibilidad al ozono entre especies es muy variada. En afios recientes se
han identificado plantas susceptibles que abarcan una gran variedad de especies

forestales, de uso alimenticio, de uso ornamental y otras.

3.3.1. Efectos forestales

Los bosques estdn compuestos por una gran variedad especies que conforman
los diferentes estratos. Dichas especies van desde pastos, herbéceas, arbustivas y
arbéreas de diferentes tamafios. Toda esa variedad de especies mantiene a los
bosques en equilibrio, por lo que la alteracion de una especie puede tener efectos

secundarios en otras, o incluso en ecosistemas completos.

Barbo y col. (1997) realizaron un estudio de “desarrollo sucesivo” de plantas en
el que observaron que comunidades de plantas expuestas a concentraciones altas
y constantes de ozono tienen una estructura menos diversa que las comunidades
expuestas a concentraciones bajas. Esa propiedad del ozono de simplificar la
estructura de las comunidades de plantas también tiene consecuencias
secundarias: alteracion de poblaciones de insectos, disminucion en la disponibilidad
de nutrientes y disminucion en las poblaciones de microorganismos en el suelo
(Karnosky y col. 2005). Todas esas respuestas son de gran relevancia en la salud
de ecosistemas y permiten predecir cambios en la funcionalidad del entorno

ambiental.

El efecto del ozono en los bosques no solo es directo sino que también hace a
las plantas mas susceptibles a estrés ambiental. Brown y col. (1987) realizaron un
estudio en pinaceas (Picea abies) en el que observaron un incremento a la
susceptibilidad a heladas los arboles expuestos a concentraciones de ozono por
arriba de 95 ppb. Esos autores especulan que la sensibilidad a heladas pudo haber
influido en la decadencia de bosques de Europa Central que estuvieron expuestos

a 0zono troposfeérico a principios de los afios 70°s.
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3.3.2. Efectos en plantas cultivadas

El ozono es el contaminante atmosférico que mayores efectos tiene sobre los
cultivos. Los efectos y las pérdidas econOmicas resultantes de exposicion a 0zono
dependen de la concentracion de ozono y de la susceptibilidad de la planta. En
plantas como las hortalizas, en las que su valor en el mercado depende de la
apariencia, pequefias manchas foliares (dafio necrotico) tienen grandes impactos
econdmicos. En otros cultivos la afectacion en el proceso de fotosintesis tiene como
consecuencia una reduccion en la tasa de crecimiento que implica pérdida de
biomasa y disminucion en el rendimiento. En Estados Unidos se estiman pérdidas
anuales en cultivos de 3 a 6 billones de ddlares, solamente por ozono generado a

partir de emisiones de vehiculos automotores (Murphy y col. 1999).

Para minimizar las pérdidas por ozono en cultivos es necesario conocer la
susceptibilidad de las plantas, incluso plantas de la misma especie pueden tener
susceptibilidades diferentes. De esa forma, las plantas mas tolerantes pueden
cultivarse en lugares con altas concentraciones ambientales de ozono. Con este
objetivo Saitanis y Karandinos (2002) evaluaron el efecto del ozono en siete
variedades de tabaco. Los autores observaron grandes diferencias de
susceptibilidad a ozono entre las diferentes variedades y que la variedad Bel-W3,
empleada como bioindicador de ozono, es la mas susceptible. Estos autores
identificaron también que la variedad K63 es la mas tolerante. De la misma manera,
Guzy y Heath (1993) evaluaron doce variedades de frijol y especulan que la
susceptibilidad de las plantas se debe a las diferencias de conductividad estomatal
entre las variedades. De las doce variedades evaluadas, solo una present6 altos
niveles de actividad fotosintética, lo que los autores atribuyeron a la capacidad de

reparacion de dafio de la planta.

Ademas de la susceptibilidad inter-especie, la edad de las plantas también es un
factor que determina la susceptibilidad de los cultivos. En un estudio realizado por

Lyons y Barnes (1998) en plantas medicinales (Plantago major) para evaluar el
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efecto del ozono en etapas progresivas del desarrollo de las plantas, observaron
que el impacto del ozono disminuye a medida que la planta se desarrolla. Los
autores atribuyeron esa resistencia a cambios ontogénicos y a la aclimatacion de

las plantas que les permite tener un crecimiento compensatorio como respuesta.

Con la finalidad de mitigar el dafio en los cultivos, se ha evaluado la relacion
entre el efecto del ozono y la disponibilidad de nutrientes basicos. Bielenberg y col.
(2001) observaron que una disminucion en la disponibilidad de nitrdgeno en el suelo
afecta la capacidad de respuesta de la planta al ozono. Segun los autores, esa
disminucién esta directamente asociada con el tamafio de la planta. De la misma
manera, Mckee y Long (2001) observaron que la aplicaciéon de “Ethephon”, un
regulador de crecimiento, proporciona proteccion a plantas de trigo expuestas a

0zono.

Las plantas por su parte, como respuesta a situaciones de estrés, producen
compuestos que mitigan dafos fisioldgicos y celulares. Entre estos compuestos se
encuentra la hormona metil-jasmonato que activa el sistema defensivo de la planta
al inducir la expresiéon de genes defensivos. De acuerdo con Farmer y Ryan (1990),
esta hormona es capaz de trasmitirse por el medio ambiente y es capaz de alertar
y preparar a la planta ante posibles eventos adversos. Larus y col. (1997) aplicaron
jasmonatos a plantas de tabaco y las expusieron a altas concentraciones de O3 (250
a 500 ppb) encontrando que las plantas tratadas tuvieron una mayor resistencia al
Os. Siguiendo el mismo principio indujeron la produccion de jasmonatos mediante
pequefios cortes en la hojas y encontraron que estas plantas tuvieron mayor

resistencia al Os.

3.3.2.1. Efecto en algodon.

Debido a su gran importancia textil, el cultivo del algodon es considerado como

un producto agricola basico. Los principales productores de algodon a nivel mundial
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son China, Estados Unidos, India y Pakistan. En el estado de California, el cultivo
del algodon, ocupa el segundo lugar en cuanto a superficie sembrada con alrededor
de 250,000 hectareas anualmente. El algodén es una planta con altos
requerimientos de agua, por lo que solamente puede cultivarse bajo condiciones de
riego. Esas condiciones de humedad y la susceptibilidad de la especie hacen del
algodén un cultivo sensible al ozono. En el valle de San Joaquin, California, se
estiman pérdidas de hasta un 23% en el rendimiento (Grantz y Shrestha, 2006) del
algodon por exposicién a ozono. En la actualidad, se investigan los mecanismos de
accion del ozono en el algoddn con la finalidad de proponer alternativas de manejo
gue permitan mantener una produccion rentable incluso en regiones con problemas
de ozono. Grantz y Yang (1996) realizaron un estudio para evaluar el efecto del
ozono en la arquitectura hidraulica de la planta de algoddén y observaron que el
ozono inhibe el trasporte de carbono al sistema radicular afectando la conductividad
hidraulica de las raices (capacidad para mover agua hacia érganos superiores).
Estos autores también observaron como mecanismo de defensa al ozono que la
planta cierra los estomas para evitar la pérdida de agua. Esos fenédmenos
fisiolégicos, sin embargo, tienen como consecuencias secundarias una afectacion
en la conductividad estomatal. Efectivamente, Grantz y Farrar (1999) observaron
gue concentraciones altas de ozono por periodos cortos dafian las células
mesofilicas de las hojas. A partir de esos hallazgos, los autores asumen que el
ozono afecta directamente la capacidad fotosintética de las plantas. Para comprobar
esa hipotesis Grantz y Yang (2000) realizaron un estudio para evaluar si la
disminucién en la tasa fotosintética afecta el trasporte de carbono y la conductividad
hidraulica a otros 6rganos, sin embargo no encontraron relacion alguna y
descartaron la afectacion a la fotosintesis como efecto primario del ozono.
Posteriormente, Grantz y Col (2003) observaron un incremento en la tasa de
respiracion de raices de algodon expuestas a 0zono. Esos autores especulan que
el incremento se debe, posiblemente, a la demanda de nutrientes en el area foliar o
al movimiento de material fitotéxico del area foliar hacia las raices, lo que promueve

un efecto de reparacion mediante el incremento en la respiracion.
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También se ha evaluado la competencia entre el algodon y algunas malezas
como el coquillo amarillo (Cyperus esculentus). Esos estudios han confirmado la
alta susceptibilidad de las plantas de algodon en comparacion con otras especies,
lo que pone a las plantas y a los cultivos de algodon todavia en una situacion mas

desfavorable (Grantz y Shrestha 2006).

3.4. Efectos en Seres Humanos

El ozono es considerado el contaminante secundario que mayores efectos
negativos tiene en el ser humano. El ozono entra al organismo principalmente por
inhalacion, ya sea por la boca o por las vias nasales. El rango de absorcion en los
pulmones varia entre individuos y depende directamente del volumen de aire que
entra al organismo. Debido a esto, las personas que realizan actividad fisica intensa
en lugares con altas concentraciones de ozono son mas susceptibles. La afectacion
a los pulmones se debe a una inhibicion de la actividad macrofaga y al dafio que el
ozono causa a los linfocitos circulantes. Sin embargo, la susceptibilidad individual
depende de factores genéticos, edad y la pre-existencia de enfermedades
pulmonares. Con la finalidad de hacer recomendaciones a los grupos susceptibles,
se han retomado resultado de estudios de poblaciones expuestas. Esos estudios
han permitido tener una visibn mas clara de los efectos adversos del ozono en el
organismo humano. Chen y col. (1999) evaluaron los efectos del ozono en las
funciones pulmonares de nifios en la Ciudad de Taiwan mediante el uso de
espirdmetros y observaron que hay un decremento en las funciones pulmonares a
concentraciones de 80 ppb. Esa observacion muestra como concentraciones aun
por debajo de los estandares para la calidad del aire (120 ppb parala Cd. de Taiwan)
tienen efectos adversos en la salud de los infantes. De forma similar, en un estudio
realizado por Medina-Ramon y Col. (2006) se evalud el efecto del ozono y PM10
(materia particulada mayor a 10 micras) en las admisiones hospitalarias (1986 a

1999) por problemas respiratorios en 36 ciudades de Estados Unidos. Los autores
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observaron que un incremento de 5 ppb (acumulado en dos dias en la estacion de
verano) en las concentraciones ambientales de ozono contribuyd con un 0.27% en
el incremento en las admisiones por enfermedades cronicas de obstruccion
pulmonar y con un 0.41% en las admisiones por pulmonias. En una poblacion de 1
millon esos incrementos significan la aparicion de 2,700 y 4,100 casos de
obstruccion pulmonar y pulmonias, respectivamente. Sin embargo, los autores
también observaron que ese fendmeno difiere entre las ciudades estudiadas y

depende principalmente de la variabilidad meteoroldgica.

En lo referente a estudios de efectos cardiovasculares, Gong y col. (1998)
evaluaron el efecto del ozono en la hemodinamica cardiovascular de personas
hipertensas y sanas. Sus resultados sugieren que exposiciones a 0zono pueden
incrementar la labor miocardial y afectar a personas con historial de problemas

cardiovasculares.

Otros estudios sugieren una relacion entre el ozono y la incidencia de asma.
Clifford y col. (1995) realizaron un estudio en la Cd. de Nueva Jersey, Estados
Unidos, en los veranos de 1986-1990. Los autores observaron que la frecuencia de
visitas al departamento de emergencias por asma increment6 en 28% cuando los
niveles de ozono rebasaron 0.06 ppm. En otro estudio similar realizado en la Ciudad
de Saint John, Canada, de 1984 a 1992 por Stieb y col. (1996) se observé un
incremento de 33% en las visitas al departamento de emergencias por asma cuando
las concentraciones ambientales rebasaron los 75 ppb. Estos resultados indican
gue existe una gran similitud de los efectos adversos del ozono entre una ciudad y

otra.

El ozono no solo afecta las funciones fisiolégicas de los organismos, sino que
también es un factor que influye en la mortalidad de poblaciones expuestas. La
incidencia maxima de muertes por exposicion a ozono se observa principalmente
en los meses de verano, y las personas mayores de 65 afios son las mas

susceptibles (Goldberg y col., 2001). En un estudio realizado en 23 ciudades
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europeas por Gryparis y col. (2004) se observé que si la concentracion limite para
una hora de exposicion de ozono se incrementa en 5 ppb, las muertes por
problemas cardiovasculares y las asociadas a problemas respiratorios incrementan
0.45 y 1.13%, respectivamente. Los autores solo observaron esa relacién en los

meses mas calientes.

Para modular el dafio del ozono en poblaciones expuestas, entre otras practicas,
se ha estudiado la relacién entre el consumo de antioxidantes y el efecto del ozono
en la salud humana. Samet y col. (2001) evaluaron el efecto que tiene el consumo
de una mezcla de acido ascorbico, a-tocoferol y carotenoides en las funciones
pulmonares de personas sanas expuestas a 0zono. Los autores observaron que la
suplementaciéon ejerce un efecto protector en el sistema respiratorio. Un estudio
similar realizado en la Ciudad de México con trabajadores expuestos a altas
concentraciones de ozono y suplementados mediante un complejo de vitamina E,
Cy B-caroteno, sugiere que a concentraciones atmosféricas de 70 ppb de ozono,
el complejo vitaminico atenda el detrimento de las funciones pulmonares entre un

3y 6% (Romieu y col., 1998).

3.5. Vigilancia de los niveles de ozono

Actualmente, existen diferentes métodos para vigilar las concentraciones
atmosféricas de ozono. Los hay para determinar concentraciones globales, asi
como flujos de ozono intercontinentales. Esos métodos se basan principalmente en
instrumentos satelitales. También hay estaciones de monitoreo y equipos portatiles
que se utilizan para determinar concentraciones en sitios mas localizados. Ademas
de los equipos de monitoreo, también se han identificado especies de plantas
sensibles a ozono que, sobre todo en areas rurales, se usan como biomonitores

para determinar la presencia de ozono.
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3.5.1. Métodos de monitoreo

El ozono troposférico tiene movimiento y distribucion intercontinental. Debido a
esto, surge la necesidad de determinar concentraciones globales y tendencias en el
movimiento del ozono que permitan una apreciacion global de la distribuciéon y
comportamiento del ozono troposférico, asi como evaluar los resultados de los
programas internacionales para la disminucién de contaminantes precursores de
ozono. Con tales fines, en 2004, la NASA puso en oOrbita el satélite Aura (aire en
latin) que, ademas de medir ozono, mide la radiacion infrarroja emitida por vapor de
agua, compuestos fluorocarbonados y compuestos de nitrégeno. El satélite tiene
también un espectrémetro de emisiones troposféricas (TES) que permite medir
monoxido de carbono, metano y Oxidos de nitrébgeno, compuestos que juegan un
rol importante en el calentamiento global de la tierra. Ademas, cuenta el Instrumento
de Monitoreo de Ozono (OMI) que genera diariamente mapas de alta resolucion de
las concentraciones globales de ozono (NASA, 2006). Ademas de ese satélite
existen otros que se enfocan en dar seguimiento a los niveles de ozono

estratosférico (capa de 0zono).

Para medir concentraciones de forma directa, el método mas comun es el de
luminiscencia quimica con etileno. Ese método es especifico para ozono y fue
adoptado por la EPA en 1985 como el método de referencia para determinar
concentraciones ambientales de ozono. Para la determinacion, el aire y el etileno
se conducen simultdneamente a la camara de mezclado del analizador, donde el
0zono en el aire reacciona con el etileno emitiendo una luz que se detecta a través
de un tubo fotomultiplicador. La intensidad de la luz emitida es proporcional a la
concentracion de ozono. La calibracion de esos analizadores de ozono, se realiza
por fotometria ultravioleta, que se basa en la generacion de concentraciones de

0zono en un sistema de diluciones.
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3.5.2. Biomonitoreo

El biomonitoreo es usado como una estrategia alternativa al monitoreo
convencional. Se basa en la utilizacion de especies biologicas sensibles para
determinar la presencia e intensidad de un contaminante. En el caso del ozono, se
utilizan especies vegetales que reunen las siguientes caracteristicas: alta
sensibilidad a ozono, estabilidad genética y una respuesta de la planta distintiva y
verificable con los efectos de estrés ambiental, plagas y enfermedades. La planta
de tabaco y en especifico la variedad Bel-W3 es categorizada como hipersensible y
es utilizada en diferentes regiones para el monitoreo de ozono. Diversos estudios
coinciden en que la variedad Bel-W3 puede utilizarse como un indicador de calidad
del aire y no para determinar concentraciones ambientales de ozono. En las areas
agricolas, otro de los cultivos utilizados como biomonitor de ozono es el frijol ejotero
(Burkey y col. 2005). Para biomonitorear los niveles de ozono en algunas zonas
desérticas se puede considerar al liqguen Romalina maciformis, ya que segun un

estudio realizado por Garty y col. (2001) es una planta desértica sensible a ozono.

3.6. Normatividad

A nivel internacional, el ozono es regulado de forma independiente entre las
diferentes organizaciones, sin embargo, existe una gran similitud en los valores de
exposicién recomendados. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y las guias
para la calidad del aire de Europa establecen como nivel guia 57 ppb para una
exposicién promedio de 8 horas. Por su parte la Agencia de Proteccién del Medio
Ambiente de los Estados Unidos (EPA) establece como nivel guia 76 ppb para una
exposicion promedio de 8 horas. Diversas organizaciones meédicas, basadas en
estudios clinicos y epidemioldgicos, sugieren que el valor de 76 ppb recomendado
por la EPA puede tener efectos adversos en poblaciones expuestas, sobre todo en

aguellas personas con previos problemas respiratorios.
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En el caso de México, la Norma Oficial Mexicana 020-SSA1-1999, establece que
la concentracion de ozono promedio para ocho horas de exposicion debe ser menor
o igual a 76 ppb, y al igual que la EPA, como método de referencia, utiliza
luminiscencia quimica, método establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-036-

ECOL-1993.
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4. HIPOTESIS

La exposicion a concentraciones ambientales de Os afecta la integridad nuclear
de células foliares, radiculares Yy fisiologia, en plantas de algodon Pima. Este dafio

fisiolégico puede ser modulado por Metil-Jasmonato.

5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la integridad nuclear de células foliares y radiculares; asi como la
fisiologia y modulacion por metil-jasmonato en plantas de algodon Pima (Gossypium

barbadense) expuestas a concentraciones ambientales de ozono.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Exponer, mediante el uso de camaras cerradas, plantas de algodén Pima

(Gossypium barbadense) a concentraciones de ozono de 4, 59y 114 ppb.

2. Determinar el efecto de la interaccion de metil jasmonato y ozono en el

crecimiento de plantas de algodon Pima (Gossypium barbadense).

3. Determinar el efecto del ozono en la integridad nuclear de células foliares y
radiculares en plantas de algodén Pima (Gossypium barbadense) empleando el

método de electroforesis unicelular alcalina.
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6. METODOLOGIA

El presente trabajo se realiz6 en colaboracion con el Centro Agricola de Kearney
de la Universidad de California, en cuyos invernaderos y laboratorios se realizaron
los dos experimentos que en esta tesis se presentan. El primer experimento
consistié en exponer plantas de algodon Pima a concentraciones ambientales de
ozono y metil-jasmonato en camaras cerradas. Este experimento tuvo como
propésito evaluar si el metil-jasmonato modula los efectos de concentraciones
ambientales de ozono sobre plantas de algodon Pima, para lo cual se evaluaron
pardmetros meramente fisioldégicos. En el segundo experimento se expusieron
plantas de algoddén Pima a concentraciones ambientales de ozono con la finalidad
de determinar si este contaminante ejerce efectos en la integridad nuclear de las
células foliares y radiculares. En este segundo experimento también se evaluaron
pardmetros fisioldgicos. La determinacion de los parametros de integridad nuclear
se realizO en las instalaciones del Centro de Estudios Académicos sobre

Contaminacion Ambiental, CEACA, de la Universidad Autonoma de Querétaro.

6.1. Interaccion ozono - metil-jasmonato y sus efectos en parametros
fisiologicos de plantas de algodon Pima

6.1.1. Cultivo de plantas de algodon

Previo a la exposicion de ozono y metil-jasmonato se cultivaron, bajo
condiciones de invernadero (27°C, fotoperiodo 12 h, humedad relativa 30%), plantas
de algodén Pima (Gossypium barbadense) empleando como substrato una arcilla
(Quick-Sorb, all porpuse absorbent) y macetas conicas de 30 cm de profundidad
por 5 cm de didmetro. Durante esta etapa de crecimiento, las plantas se regaron
diariamente mediante un sistema automatizado que también se utilizé para aplicar
fertilizante (Miracle-Grow) a razén de 1.3 gL. Durante el cultivo de las plantas no

se aplico ningun tipo de plaguicida. Para los tratamientos con ozono y metil-
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jasmonato se emplearon grupos de plantas con crecimiento uniforme que habian

desarrollado la primera hoja verdadera (aproximadamente 3 semanas de cultivo).

6.1.2. Exposicion de plantas a ozono - metil-jasmonato

Diez y ocho plantas se colocaron en 9 camaras de exposicion cerradas (dos
plantas por camara) donde se expusieron a concentraciones medias diarias de
ozono de 4, 59 y 114 ppb. La concentracién de 59 ppb representa el valor tipico
medio de un dia contaminado por ozono. Las concentraciones de 4 y 114 ppb
representaron el control negativo y positivo respectivamente. El ozono fue
alimentado a las camaras mediante un generador de ozono (G22, Pacific Ozone
Technology) producido a partir de oxigeno (AS-12, AirSep). La concentracién de
ozono dentro de la cAmara de exposicion se monitore6 y regulé por medio de un
monitor de ozono (49C Termo Environmental Instruments) localizado en cada
camara. A una semana de exposicion a ozono se realizé la primera aplicacion de
metil-jasmonato (95%) a razén de 160 pl/planta. Las aplicaciones se repitieron
semanalmente por seis ocasiones mas. La aplicacion se realiz6 directamente en las

hojas de mayor tamafio (totalmente expandidas) con una pipeta.

6.1.3. Determinacion de efectos fisiolégicos

Los efectos de la interaccion ozono — metil-jasmonato en la fisiologia de las

plantas de algodén Pima se determinaron a las 6 semanas de exposicion.

6.1.3.1. Fotosintesis y conductividad estomatal

La fotosintesis (An) y la conductividad estomatal (gs) fueron los primeros
pardmetros que se evaluaron debido a que no involucro el sacrificio de las plantas.
Estos parametros fueron determinados entre las 11:00 y 15:00 hrs en el invernadero
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mediante un sistema portatil para la medicion de intercambio de gases (LI-6400 LI-
COR Inc Lincoln NE). Para estas mediciones se tomo en cuenta la hoja més joven
gue estuviera completamente desarrollada. Una vez colectados los datos, éstos se

vaciaron a un equipo de computo para su analisis.

6.1.3.2. Respiracién radicular

Para hacer esta determinacion, el &rea radicular de la planta (incluyendo maceta)
se sumergié en agua con la finalidad de separar la arcilla de la raiz. Una vez
separada todo el sustrato de la raiz, se cortaron 3 cm de raiz por planta, tomandose
en cuenta solamente raices finas y tiernas en buen estado. Las muestras de raices
se colocaron en respirémetros (Oxigraph Oxigen Electrode System PP Systems
Haverhill MA) conectados en paralelo con una computadora para la adquisicion de
datos. Terminada la determinacion, las raices se extrajeron de los respirometros y
se registraron sus pesos frescos. Posteriormente las muestras se colocaron en un
horno de secado a una temperatura de 60 °C por 7 dias para posteriormente

registrar su peso seco. Los datos finales se expresaron en pmol Oz/gr/min.

6.1.3.3. Area foliar y namero de hojas

Para determinar este parametro, a cada planta se le cortaron las hojas y
cotiledones. Dichos 6rganos se colocaron en un medidor de area foliar (Li-3000 LI-
COR Inc. Lincoln NE) el cual, mediante la refracciéon de luz, determiné los cm? de
follaje por planta. Terminada esta medicion, las hojas, cotiledones y tallos de cada
planta se colocaron en bolsas de papel y se situaron en un horno de secado a una

temperatura de 60 °C por 7 dias para posteriormente registrar su peso seco.
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6.1.3.4. Biomasa foliar y radicular

La determinacion de la biomasa se llevd a cabo mediante una balanza analitica

considerando los valores de los pesos secos, tanto del area foliar como radicular.

6.1.3.5. Relacidn raiz/parte aérea

La relacion raiz/parte aérea se obtuvo dividiendo el peso seco de laraiz entre el

peso seco de la parte aérea para cada planta.

6.2. Efectos del ozono en la integridad nuclear de células radiculares de
algodon Pima

6.2.1. Cultivo de plantas de algodon

El cultivo de plantas de algoddn previo a la exposicion de ozono se realizé de la
misma manera que el experimento de metil-jasmonato. Debido a que en este
experimento se evaluo la integridad nuclear de células de raices finas y tiernas, en
las macetas, se utilizO como sustrato una mezcla especial para plantas que no

dafiara el apice de las raices.

6.2.2. Exposicion de plantas a ozono

Diez y ocho plantas se colocaron en 9 camaras de exposicion cerradas (dos
plantas por camara) donde se expusieron a concentraciones medias diarias de
ozono de 4, 59 y 114 ppb. La concentracion de 59 ppb represento el valor tipico
medio de un dia contaminado por ozono. Las concentraciones de 4 y 114 ppb
representaron el control negativo y positivo, respectivamente. El ozono fue
alimentado a las camaras mediante un generador de ozono (G22, Pacific Ozone

Technology) producido a partir de oxigeno (AS-12, AirSep). La concentracion de
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ozono dentro de la camara se monitored y regulé por medio de un monitor de ozono

(49C Termo Environmental Instruments) localizado en cada camara de exposicion.

6.2.3. Procesamiento de plantas

Esta etapa consisti6 en toma de muestras, tanto de hojas como de raices.
Primeramente se procesaron las hojas, para lo cual se escogi6 la mas joven que
estuviera completamente desarrollada. La hoja se colocé sobre una superficie de
corcho y mediante un perforador se extrajeron dos pequefias circunferencias de 0.7
cm didmetro cada una. Estas muestras se obtuvieron sin tocar la vena central de
las hojas y se colocaron en una caja Petri con 300 uL de Buffer Tris 0.4 M. Se
seccionaron mediante una navaja afilada hasta que se obtuvo una suspensién
verdosa. 90 pl de esta suspensién se colocaron en tubos Eppendorf y se mezclaron
con 90 pl de agarosa de bajo punto de fusién (LMP) previamente temperada a 37°C.

Las muestras se mantuvieron a 37° hasta la preparacion de las laminillas.

Para procesar las raices, el area radicular de cada planta, junto con la maceta,
se sumergieron en un recipiente con agua con la finalidad de separar el sustrato de
la raiz. Una vez limpia, la raiz se separ6 de la parte aéreay se situ6é en una bandeja
con agua y hielo. Las células radiculares se aislaron bajo condiciones de luz tenue
mediante diseccion, una por una, de las raices secundarias de cada planta. Para
este estudio solamente se utilizaron raices finas y tiernas completas. La diseccion
se realiz6 utilizando una navaja de rasurar afilada, pinzas sujetadoras y una caja
Petri con 300 pyL de Buffer Tris 0.4 M. Cada raiz se colocé dentro de la solucion
buffer para cortar y eliminar la parte obscura del apice (~1 mm). Una vez eliminada
la parte apical, se hicieron cortes finos y continuos en los siguientes 2 milimetros de
raiz con la finalidad de liberar las células en la solucion. La parte restante de la raiz
se desechd. Una vez agotadas todas las raices finas y tiernas, la suspension de

células (90 pl) se colocé en tubos Eppendorf y se mezcloé con 90 pl de agarosa de
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bajo punto de fusion (LMP) previamente temperada a 37°C. Las muestras se

mantuvieron a una temperatura de 37°C, hasta la preparacion de laminillas.

6.2.4. Electroforesis unicelular alcalina

Los efectos del ozono en la integridad nuclear de células foliares y radiculares
se determinaron empleando la técnica de electroforesis unicelular alcalina de

acuerdo al método de Singh y col. (1988)

Preparacion de laminillas. Las laminillas, se marcaron y prepararon un dia antes
de la extraccion de muestras. Para esto, en cada laminilla, se colocé una capa

delgada y homogénea de 110 ul de agarosa de punto de fusién normal (NMP).

Colocacién de las muestras en las laminillas. Se depositaron 90 ul de suspensién
por laminilla (dos laminillas por muestra). Después de solidificar, se colocé una

tercera capa de 110 pl de agarosa de bajo punto de fusién.

Electroforesis. Para la realizacion de esta etapa las laminillas, sin cubreobjetos, se
colocaron en cajas Coplin forradas de papel aluminio con 50 ml de solucién de lisis
fria ((NaCl 2.5M, EDTA 100mM, Tris 10mM; 1 % Triton X-100 y 10% DMSO, pH 10, 4°C).
Posteriormente se situaron en el refrigerador por un dia. Después de transcurrido
ese periodo, las laminillas se sacaron de la caja Coplin y se colocaron en una
camara de electroforesis. Posteriormente, se adicion6 cuidadosamente buffer de
electroforesis (NaOH, 300 mM, EDTA 1 mM) hasta que el nivel del liquido rebas6 ~2
mm de las laminillas. Después de 20 minutos de reposo (~4 °C), las laminillas se
sometieron a electroforesis (25 voltios, 300 mA) por 20 minutos. Terminada la
electroforesis, las laminillas se neutralizaron (3x, 5 min) con una solucion buffer
(Trizma 0.4 M, pH 7.5), se fijaron con metanol y se dejaron secar por 12 horas bajo

condiciones de obscuridad a temperatura ambiente.
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6.2.5. Observacion microscopicay analisis de imagenes.

Para la observacion microscopica, las laminillas se tefiieron con 70 pL de
bromuro de etidio (0.02 mg/l), se cubrieron con un cubreobjetos y se analizaron en
un microscopio de fluorescencia (Zeiss Instrumentos). La adquisicion de imagenes
se realiz6 empleando una camara AxioVision (Zeiss Instruments), considerando
solamente 50 células por laminilla. Para cada imagen se determiné la longitud de
cauda, momento de cauda y momento de cometa empleando el software Comet

(Delta Sistemi, 7.0).
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6.3. Analisis estadistico

Los datos del los efectos fisioldgicos y su modulacion por metil-jasmonato fueron

evaluados mediante la prueba de X? con un nivel de confianza del 95%.

Los valores promedio obtenidos de los parametros empleados para evaluar el
dafio en la integridad nuclear (longitud de cauda, momento de cauda y momento de
cometa) para las tres concentraciones de Osfueron comparados usando la prueba

de Wilcoxon para datos no paramétricos.

El arreglo experimental fue en parcelas divididas en un disefio de bloques al

azar.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Interaccién ozono - metil-jasmonato y sus efectos en pardmetros
fisiologicos de plantas de algodon Pima.

Fotosintesis

Para medir el efecto del ozono en los parametros fisioldégicos del algodon Pima,
primeramente se evalué la fotosintesis (como asimilacion de CO2) vy la
conductividad estomatal porque la medicion de esos parametros no implico el
sacrificio de las plantas. Con respecto al efecto en la fotosintesis (Fig. 1), se observo
que las plantas tratadas con Oz y Os-Me-Ja fueron afectadas significativamente en
la asimilacion de COz, siendo la combinacion de 114 ppb de Os y Me-Ja la que mas
efecto tuvo, -redujo la asimilacion de CO2 en méas del 50%. Esta respuesta de las
plantas de algodon al Oz concuerda con los estudios realizados en 2003 por Grantz
y Silva quienes observaron un decremento de cerca del 50% en la asimilacién de
COz2 en plantas de algodon expuestas a una concentracion de 143 ppb de Os. De
acuerdo con esos autores, el Os reduce el movimiento de fotosintatos hacia las
partes bajas de la planta afectando el crecimiento de raices y por consiguiente

restringiendo la captacion de nutrientes.

En lo que respecta al efecto del metil-jasmonato (Fig.1), no se observé que esa
hormona module los efectos del Os en la fotosintesis. A diferencia de esas
observaciones, estudios realizados en plantas de tabaco expuestas a altas
concentraciones de Os y tratadas con Me-Ja sugieren que la hormona modula los
efectos del ozono (Larus y Col, 2007). Esos investigadores observaron que el Me-
Ja, ya sea inducido 6 aplicado, reduce el dafio por necrosis en el follaje. En el
presente experimento se utilizaron cAmaras cerradas en las que se colocaron tanto
las plantas tratadas con Me-Ja como los testigos. Debido a la alta volatilidad del Me-
Ja algunos autores reportan que este compuesto puede tener efectos en plantas

aun cuando no sea aplicado directamente (Farmer y Ryan, 1990)
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Conductividad estomatal

En lo referente a la conductividad estomatal se observd un comportamiento
similar a lo observado para la fotosintesis (Fig.1). La capacidad de los estomas para
intercambiar agua se redujo hasta un 70% con la concentraciéon media de Os (59
ppb). En la concentracion alta (114 ppb) no se observd mayor dafio que la
observada en la concentracion inmediata anterior probada. Estos resultados
coinciden con las observaciones de Grantz y Yang (1996) donde concentraciones
ambientales de Os redujeron a valores cercanos al 50% la conductividad estomatal
de plantas de algodén Pima. De acuerdo a esos autores, esa disminucion de la
conductividad estomatal se debe a una medida de la planta para protegerse de la
pérdida de agua; sin embargo esto trae consigo reduccién de biomasa y por
consiguiente disminucion en el rendimiento. En lo que atafie a la modulacion del
Me-Ja sobre el efecto del O3, no se observé un efecto combinado, ni modulacion del

efecto del ozono.
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Fig. 1. Efecto del O3 e interaccion O3-Me-Ja en la fotosintesis y conductividad estomatal de

plantas de algodén Pima. Los valores representan la media y el error estandar para

cada concentracion estudiada.




Respiracion radicular

En lo que a respiracion radicular respecta, no se observd efecto alguno en la
respiracion radicular de las plantas tratadas con Oz 0 Oz-Me-Ja, ya que aun cuando
el Os disminuyd la asimilacion de Oz en las raices, dicha afectacion no es

significativa (Fig. 2).
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Fig. 2. Efecto del O3 e interaccion O3 —Me-Ja en larespiracion radicular de plantas de algodon

Pima. Los valores representan la media y el error estdndar para cada concentracion

estudiada.
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Area foliar y nimero de hojas por planta

Se observo que la concentracion media de Os (58 ppb) afect6 el desarrollo foliar
en un 16% y la concentracion alta de O3z (114 ppb) lo redujo en un 30%. Por su
parte, el Me-Ja tiende a modular el efecto del Oz en su concentracion media. Esta
observacion podria indicar que el Me-Ja protege a la planta en esta concentracion
de Os, sin embargo este efecto no es significativo. A diferencia de esas
observaciones, no se percibié la misma tendencia del efecto del Me-Ja en la
concentracion alta de Os. Lo anterior debido a que esa combinacién afecto el
desarrollo foliar en un 38%. Estos resultados no muestran modulacion del Me-Ja
en el efecto que el Os ejerce en el area foliar de las plantas (Fig. 3), sin embargo
refuerzan las observaciones de Grantz y Yang (1996) en el sentido de que el Os
afecta significativamente este pardmetro fisioldgico (reportaron un decremento del
83%). Tal y como lo exponen estos autores, dicha afectacion tiene efectos
secundarios en la fotosintesis, ya que a menor area foliar menor asimilacion de COz

por parte de la planta.

Debido a que son parametros muy relacionados, el nimero de hojas por planta
(Fig. 3) tuvo un comportamiento similar al area foliar, -de forma proporcional, las
concentraciones media y alta de O3 disminuyeron el numero de hojas por planta-. A
diferencia del &rea foliar, y como se observa en la figura 3, esta afectacion solo fue
significativa en la concentracion alta de Os. De acuerdo con Grantz y Farrar (1999),
esta respuesta es consecuencia del efecto que el Oz ejerce en la transferencia de
azucares del citoplasma al floema, que afecta en general a todos los parametros de
crecimiento. Como efecto colateral, y debido a la disminucién de superficie foliar, la
capacidad de asimilacion de CO:2 de la planta se ve afectada debilitandola y

haciéndola susceptible a factores de estrés ambiental y a factores de competencia.

En lo que respecta a la interaccion Os—Me-Ja se observé una tendencia de la
hormona a modular los efectos adversos de la concentracién media de Os, sin
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embargo este efecto no fue significativo. La aplicacion de Me-Ja en la concentracion

alta de O3 no mostrdo modulacion alguna.
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Biomasa foliar y radicular

La figura 4 muestra el efecto del Os e interaccion Os — Me-Ja en la biomasa de
hojas verdes; asi como en la biomasa radicular. En la gréafica superior se observa
que a medida que la concentracion de Os incrementa, la biomasa foliar decrece.
Esta observacion esta directamente relacionada y concuerda con el efecto del O3
en area foliar y nimero de hojas por planta. En los que respecta al Me-Ja no se
observé que ejerza un efecto modulador sobre las diferentes concentraciones de Os

estudiadas.

En la misma figura (gréfica inferior) se muestra el efecto del O3 e interaccion
Os - Me-Ja en la biomasa radicular. Al igual que el efecto en la biomasa foliar, se
aprecio una disminucién en el crecimiento de las raices a medida que aumento la
concentracion de Os. De acuerdo con Grantz y Farrar (1999) la cantidad de
carbohidratos (CHO) disponibles para exportar hacia los tejidos bajos (raices) se
reduce por acciones directas e indirectas del Os. El efecto de esta repercusion es
de vital importancia ya que limita la captacion de nutrientes y agua por parte de las
raices, ademas de favorecer el acame de las plantas. Como se aprecia en la misma

gréfica, el Me-Ja no modulé los efectos negativos del Os en el crecimiento radicular.
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Fig. 4. Efecto del O3 e interaccion O3 — Me-Ja en la biomasa de hojas verdes y biomasa
radicular de plantas de algodon Pima. Los valores representan la media y el error
estandar para cada concentracion estudiada.
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7.2. Efecto del ozono en la integridad nuclear de células de algodén Pima.

Integridad nuclear en hojas de algodon expuestas a O3

El efecto del Os en la integridad nuclear se evaluo inicialmente en células foliares.
En lafigura 5 (A 'y B), se muestra el porcentaje de células en cada uno de 5 rangos
de porcentaje de fragmentacion nuclear (porcentaje de ADN en cauda) para cada
una de las concentraciones de Os. Se puede apreciar que en la concentracion de 4
ppb de Oz el 0.86% de las células no tuvieron dafio alguno (0% de fragmentacion
nuclear), el 77.91% de las células se ubicaron en el rango de 0-25% de
fragmentacién nuclear, el 10.78% se situaron en el rango del 25 al 50%, el 9.25%
en el rango del 50-75% y 1.20% del total de las células en esta concentracion se
situaron en el rango del 75-100% de fragmentacion nuclear. En la concentracion de
59 ppb de Os se observo la misma tendencia, pero a diferencia de la concentracion
de 4 ppb, se encontré un mayor porcentaje de células en los rangos del 25-50%,
50-75% y 75-100%. Para valores de fragmentacion menores al 75%, la
concentracion alta de Os (113 ppb) presentd la misma tendencia que las
concentraciones anteriores y los valores de fragmentacion fueron sélo ligeramente
superiores a la concentracién de 59 ppb. En la concentracion de 113 ppb de Oz sélo
0.33% de las células exhibieron porcentajes de fragmentacion mayores al 75%.
Esos resultados se pueden apreciar graficamente en la figura 5B. Estas
observaciones nos muestran que aun cuando las plantas de algodon no fueron
expuestas a 0zono, sus células presentaron fragmentacion nuclear. Lo anterior
puede deberse a que en todo organismo las células se degeneran como
consecuencia de los factores metabdlicos del organismo. De la misma manera se
puede apreciar una mayor fragmentacién nuclear a partir de la concentracién de 59
ppb de Os. Sin embargo al comparar la concentracién de 59y 114 ppb de Oz no se
observa una marcada diferencia. Estos datos nos sugieren gue la planta de algodén
implementa un mecanismo de defensa para impedir un mayor dafo por Os. Este

puede ser la regulacién de intercambio de gases a través de los estomas para

39



impedir un mayor pase de Os hacia el interior de la planta, o algin otro mecanismo

de defensa metabdlico o fisiologico.
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INTERVALOS DE % DE ADN EN CAUDA A

A B C D E
(0%) (0-25%) (25-50%) (50-75%) (75-100%)
Concentracion de Oz (ppb) % de células en intervalo
4 0.86 77.91 10.79 9.25 1.20
59 0.50 62.83 18.17 17.00 1.50
114 0.33 62.17 19.33 17.83 0.33
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Fig. 5. Porcentaje de células en cinco rangos de fragmentacion nuclear (porcentaje de ADN en cauda) para cada una de las

concentraciones de Oz en hojas de algodén Pima (Cuadro “A”, Grafica “B”)
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Integridad nuclear en raices finas y tiernas de algodén expuestas a Oz

Haciendo referencia al efecto del Os en la integridad nuclear de células radiculares, en la
figura 6 (A y B) se muestran los porcentajes de células de acuerdo a rangos de
fragmentacion nuclear (porcentaje de ADN en cauda) para cada una de las concentraciones
de Os. Se puede apreciar que en la concentracion baja de Oz (4 ppb) el 0.7% de las células
no tuvieron dafio alguno (0% de fragmentacion nuclear). El 99.07% del total de las células
se situaron en el rango del 0-25% y el 0.23% se ubicO en el rango de 25-50% de
fragmentacidon nuclear. En lo que respecta a la concentracion media (59 ppb) se puede
observar que -al igual que la concentracién baja- el mayor porcentaje de células se ubica
en el rango del 0-25% de fragmentacién nuclear; sin embargo el porcentaje de células en
este rango es 16 puntos porcentuales menor que en la concentracion baja. Esta misma
diferencia se observa en el rango de 25-50% donde ahora la concentracion media tiene
mayor porcentaje de células. En los que respecta a la concentracion alta de Os (114 ppb)
se puede apreciar que, al igual que en la concentracion baja y media de Os, tiene el mayor
porcentaje de células en el rango de 0-25% de fragmentacién nuclear. Comparandola con
la concentracion baja de Os se observa que tiene 5% mas células en el rango del 25-50%
de fragmentacion nuclear, sin embargo en el mismo rango es 10 puntos porcentuales menor
respecto a la concentracion media. En estas tres concentraciones practicamente no hubo
fragmentacién nuclear en los rangos de 50-75% y 75-100%. Esos resultados se pueden

apreciar graficamente en la figura 6B.

Con estos datos se puede apreciar que aun cuando las plantas de algodén no son expuestas
a Ogs, las células radiculares muestran en grado menor fragmentacién nuclear. Al igual que
en el experimento con las células foliares, estos datos nos sugieren que en todo organismo
las células se degeneran como consecuencia de los factores metabdlicos del organismo, lo
cual se ve reflejado en la integridad nuclear de sus células. También se puede observar que

es en la concentracion de 59 ppb de Os cuando se aprecia mayor fragmentacion nuclear;
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sin embargo, no hay gran diferencia con el testigo ya que solo un muy bajo porcentaje de
células se ubica en el rango de 25-50% de fragmentacion nuclear y practicamente 0% de
las células presenta altos porcentajes de fragmentacion nuclear. En la concentracion de 114
ppb de Os se puede apreciar una respuesta por parte de la planta que impide un mayor dafio
celular. Estos datos coinciden con los del experimento con las células foliares; y al igual que
en ése, esta respuesta se le puede atribuir a mecanismos de defensa por parte de la planta

aun no identificados.

En el caso de las células radiculares el efecto Os es secundario, una vez que el
contaminante no entra a través de las raices. Estudios realizados en plantas de algodén por
Grantz y Col. (2003) exponen que el O3 aumenta la respiracion de las células de raices
finas. Cambios metabdlicos como éste pueden derivar en debilitar la planta haciendo sus

células mas susceptibles a la fragmentacién nuclear.
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Fig. 6. Porcentaje de células en cinco rangos de fragmentacion nuclear (porcentaje de ADN en cauda) para cada una de las

concentraciones de Oz en raices de algodén Pima (Cuadro “A”, Grafica “B”)
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Para evaluar el efecto del Os en la integridad nuclear se tomaron en cuenta los
parametros de longitud de cauda y momento de cauda. El primer parametro
representa la longitud de la fragmentacion nuclear sin embargo no considera la
cantidad de material genético en cauda, el cual estd representado por la
fluorescencia. El segundo parametro (momento de cauda) considera, en un solo
valor, tanto la longitud de la fragmentacion nuclear como la cantidad de material
genético. Debido a esto es considerado un parametro apropiado para evaluar dafio

genético a nivel celular.

Los resultados del efecto del Oz en la integridad nuclear de células foliares se
muestran en la figura 7 expresados como longitud de cauda (Figura 7A) y momento
de cauda (Figura 7B). Para ambos casos (Figura 7A y B), se puede observar que
las concentraciones media y alta de Oz tienen un efecto negativo sobre las células
foliares ya que, como se aprecia en la figura, el dafio celular medio (expresado
como longitud de cauda) es, en ambos casos, aproximadamente 40% mayor que
en la concentracion baja. Esos datos no siguen una distribucion normal por lo que
se usé la prueba no paramétrica de Wilcoxon para comparar la media de las tres

concentraciones estudiadas.

Al comparar el efecto de la concentracién baja (4 ppb) y el de la concentracion
media (59 ppb) se observoé una diferencia altamente significativa (p<0.005). Al
comparar el efecto de la concentracion baja y el de la concentracion alta (114) se
observa el mismo grado de significancia. No se observé diferencia significativa al

comparar las concentraciones media y alta.

Otro parametro evaluado fue el momento de cometa cuyos resultados se
muestran en la figura 8. Este parametro considera el producto de la fluorescencia
en la cauda del cometa (fluorescencia en la cauda) y la longitud de la cauda medida
desde el borde final de la cabeza. Al igual que el momento de cauda, el momento
de cometa es ampliamente usado para evaluar dafio genético a nivel celular.
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Los resultados que se observan (fig. 8) son muy similares al efecto del Os en el
momento de cauda. Las concentraciones media y alta tienen un efecto negativo
sobre las células foliares ~37% mayor que la concentracion baja. De acuerdo al
analisis no paramétrico (Wilcoxon), al comparar el efecto de la concentracion baja
(4 ppb) con el de la concentracién media (59 ppb) se observé que hay una diferencia
altamente significativa (p<0.005). EI mismo grado de significancia se observo al
comparar el efecto de la concentracion baja con el de la concentracion alta. Al
comparar la concentracion media con la concentracion alta no se observa diferencia

significativa (p>0.05).

Tanto los resultados en momento de cauda como en momento de cometa nos
sugieren que el dafio en la integridad nuclear ocurre a partir de la concentracién
media, sin embargo por alguna respuesta fisioloégica, aun no identificada, no se
acrecienta en la concentracién alta de Os. Concentraciones de =59 ppb son muy
comunes en ciudades industrializadas, asi como en areas rurales y contribuyen a la

disminucién de rendimientos en especies vegetales de interés agricola e industrial.
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El efecto del Os en la integridad nuclear de células radiculares expresado como
longitud de cauda y momento de cauda se ilustra en la figura 9. Tomando en cuenta
que los datos obtenidos no siguen una distribucion normal y de acuerdo a la prueba
de Wilcoxon donde las comparaciones entre las tres concentraciones son
estadisticamente diferentes (p<0.005), se puede teorizar que la concentracién
media de Os es la que mayor dafio causa a las células radiculares. Con referencia
a la concentracion baja, la concentracion media incrementa 10 veces la longitud de
cauday 23 veces el valor de momento de cauda. En este experimento no se observo
un efecto mayor a medida que la concentracion de Oz aumentd. Por el contrario, el
efecto de la concentracion media fue 2 veces mayor en longitud de cauda y 2.3
veces mayor en el valor de momento de cauda que los obtenidos con la

concentracion alta.

En lo que respecta al pardmetro de momento de cometa (figura 10), se puede
observar que practicamente los valores son iguales con respecto al momento de

cauda.

Al igual que el efecto en el &rea foliar, en este experimento la concentracion
media es la que mayor dafio celular causé. Lo anterior nos indica que el efecto del
Os a nivel celular no sigue una relacién dosis respuesta, a diferencia de lo que se

encontré a nivel de parametros fisioldgicos.

Es posible que a nivel celular, la planta presente mecanismos de defensa para
contrarrestar los efectos del Os. Esa respuesta defensiva puede deberse a la
regulacion del paso del Os por parte de los estomas o a otro mecanismo de defensa

no identificado. A nivel fisiologico, si se observa una relacion dosis-respuesta.
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8. Conclusiones

1. La fisiologia de plantas de algodon Pima es afectada en exposiciones a 59

ppb de Oz y esta afectacion se incrementa en exposiciones a 114 ppb de Os.

2. Bajo las condiciones experimentales de la presente investigacion, el metil-
jasmonato no modula los efectos negativos del Os en plantas de algodon

Pima.

3. Para futuras pruebas con metil-jasmonato es recomendable considerar un

arreglo espacial donde se considere la volatilidad del compuesto

4. La integridad nuclear de células foliares y radiculares de plantas de algodén
Pima es mayormente afectada en exposiciones a 59 ppb Os. Por alguna
respuesta por parte de la planta, la exposicién a 114 ppb de O3 no acentla

el dafo celular.

52



9. REFERENCIAS

Aardenne, J. A., Carmichael, G. R., Levy, H., Streets, D. G., y Hordijk, L. (1999)
Anthropogenic. Emissions in Asia in the period 1990-2020. Atmos. Environ. 33
(4), 633-646.

Baier, M., Kandlbinder, A., Golldack, D. y Dietz, K,J. (2005) Oxidative stress and
ozone: perception, stress and response. Plant, Cell and Environment 28, 1012-
1020

Barbo, D. N., Chappelka, A.H., Somers, G. L., Miller-Goodman, M. S., y Stolte K.
(1998) Diversity of an early successional plant community as influenced by
ozone. New Phytol. 138, 653-662.

Beine, H. J., Jaffe, D. A., Herring, J.A., Kelley, J. A., Krognes, T. y Stordal, F. (1997)
High Latitude Springtime Photochemistry Part I: NOx, PAN and Ozone
Relationships. J .Atm. Chemistry 27, 127-153.

Bell, M. L., McDermott A., Zeger, S. L., Samet, J. M., y Dominici, F. (2004) Ozone
and short-term mortality in 95 US urban communities, 1987-2000. JAMA. 292,
2372-2378.

Bielenberg, D. G., Lynch, J. P., y Pell, E. J. (2001) A decline in nitrogen availability
affects plant responses to ozone. New Phytol. 151, 413-425.

Brown, K. A., Roberts, T. M., y Blank, L. W. (1987) Interaction between ozone and
cold sensitivity in Norway spruce: a factor contributing to the forest decline in
central Europe? New Phytol. 105, 149-155.

Bungener, P., Nussbaum, S., Grub, A., y Fuhrer, J. (1999) Growth response of
grassland species to ozone in relation to soil moisture condition and plant
strategy. New Phytol. 142, 283—-293.

Burkey, K. O., Millar, J. E., y Fiscos, E. L. (2005) Assessment of ambient ozone
effects on vegetation using snap bean as a bioindicator species. J. Environ. Qual.
34,1081-1086.

Carter, W. P. L., Winer, A. M., y Pitts J. N. (1981) Effects of peroxyacetyl nitrate on
the initiation of photochemical smog, Environ. Sci. Technol. 15 (7), 831-834.

Castell, N., Mantilla, E., y Millan, M. M. (2007) Analysis of tropospheric ozone
concentration on a Western Mediterranean site: Castellon (Spain). Environ.
Monit. Assess. 136.

Chen, P. C., Lai, Y. M., Chan, C. C., Hwang, J. S., Yang, C.Y., y Wang, J.D. (1999)
Short-term effect of ozone on the pulmonary function of children in primary
school. Environ Health Perspect. 107, 921-925.

53


http://www.ingentaconnect.com/content/els/13522310

Clifford, P. W., Ronald, P. C., y Paul, J. L. (1995) Relationship between Summertime
Ambient Ozone Levels and Emergency Department Visits for Asthma in Central
New Jersey. Environ. Health Perspect. 103 (2), 97-102.

Creilson, J. K., Fishman, J. y Wozniak, A. E. (2003) Intercontinental transport of
tropospheric ozone: A study of its seasonal variability across the North Atlantic
utilizing tropospheric ozone residuals and its relationship to the North Atlantic
Oscillation, Atmos. Chem. Phys. 3, 2053-2066.

Davis, L. W. (2006) The Effect of Driving Restrictions on Air Quality in Mexico City,”
J. of Political Econ. forthcoming.

EEA. (2007) Air Pollution in Europe. EEA Report No. 2/2007
EPA. (1999) Ozone and your health. EPA-452/F-99-003.

EPA. (2007) NOx budget trading program. 2006 Program compliance and
environmental results.

Farell, A. E. (2005) Learning to See the Invisible: Discovery and Measurement of
Ozone. Environ. Monit. and Assess. 106, 1-3(22), 59-80.

Farmer, E. E y Ryan, C. A. (1990) Interplant communication: Air born methyl
jasmonate induces synthesis of proteinase inhibitors in plant leaves. Proc. Natl.
Acad Sci. USA. 87, 7713-7716

Fiscus, E. L., Booker, F. L., y Burkey, K. O. (2005) Crop responses to ozone: uptake,
modes of action, carbon assimilation and partitioning. Plant Cell and Environ. 28,
997-1011.

Fusco, D., Forastiere, F., Michelozzi, P., Spadea, T., Ostro, B., Arca, M., y Perucci,
C.A. (2001) Air pollution and hospital admissions for respiratory conditions in
Rome, Italy. Eur Respir J. 17, 1143-1150.

Garty, J., Levin, T., Cohen, Y., y Lehr, H. (2002) Biomonitoring air pollution with
desert lichen. Ramalina maciformis. Physiol. Plantarum 115 (2), 267-275.

Giovanelli, G., Georgiadis, T., Fortezza, F., y Strocchi, V. (1985) Transport of
photochemical ozone along the western Adriatic shore near a petrochemical
plant. Il Nuovo Cimento. 8 (6), 727-742.

Goldberg, M. S., Burnett, R. T., Brook, J., Bailar, J.C., Valois, M. F., y Vincent, R.
(2001) Associations between daily cause-specific mortality and concentrations of
ground-level ozone in Montreal, Quebec. Am J. Epidemiol. 154, 817-826.

Gong, H. Jr., Wong, R., Sarma, R. J., Linn, W. S., Sullivan, E. D., y Shamoo D. A.,
Anderson, K. y Prasad, S, B. (1998) Cardiovascular effects of ozone exposure in
human volunteers. Am J Respir. Crit. Care Med. 158, 538-546.

54



Grantz, D. A., y Farrar, J. F. (1999) Acute exposure to ozone inhibits rapid carbon
translocation from source leaves of Pima cotton. J. of Exp. Bot. 50, 1253-1262.

Grantz, D. A., y Shrestha, A. (2006). Ozone reduces crop yields and alters
competition with weeds such as yellow nutsedge. California Agriculture 59, 137-
143.

Grantz, D. A,, Silva, V., Toyota, M. y Ott, N. (2003). Ozone increases root respiration
but decreases leaf CO2 assimilation in cotton and melon. J. of Exp. Bot. Vol. 54,
391, 2375-2384.

Grantz, D. A., y Yang, S. (2000). Ozone impacts on allometry and root hydraulic
conductance are not mediated by source limitation nor developmental age. J. of
Exp. Bot. Vol. 51, 346, 919-927.

Grantz, D. A.,y Yang, S. (1996) Effect of Oz on hydraulic architecture in pima cotton.
Plant Physiol 112, 1649-1657.

Gryparis, A., Forsberg, B., Katsouyanni, K., Analtis, A., Touloumi, G., Schwartz, J.,
Samoli, E., Medina, S., Anderson, H. R., Niciu, E. M., Wichmann, H. E., Kriz, B.,
Kosnik, M., Skorkovsky, J., Vonk, M. y Dortbudak, Z. (2004) Acute effects of
ozone on mortality from the "Air pollution and health: a European approach"
Project. Am J Respir Crit Care Med. 170, 1080-1087.

Guzy, M. R., y Heath, R. L. (1993) Responses to ozone of varieties of common bean
(Phaseolus vulgaris L.). New Phytol. 124, 617-625.

Haines, B. L., Jernstedt, J. A., y Neufeld, H. S. (1985) Direct foliar effects of
simulated acid rain Il. Leaf surface characteristics. New Phytol. 99, 407-416.

Hong, S., Candelone, J., Patterson, C., y Boutron, C. (1994) Greenland Ice
Evidence of Hemispheric Lead Pollution Two Millennia Ago by Greek and Roman
Civilizations. Science 265 (5180), 1841 — 1843.

Karnosky, D. F., Pregitzer, K. S., Zak, D. R., Kubiske, M. E., Hendrey, G. R,,
Weinstein, D., y Nosal, M. (2005) Scaling Ozone Responses of Forest Trees to
the Ecosystem Level in a Changing Climate. J. of Plant Cell and Environ. 28 (8),
965-981.

Kumar, P., y Mohan, D. (2002) Photochemical smog mechanism, ill-effects and
1744. control, TIDEE 1(3), 445-456.

Kunzli, N. y Tager, I. B. (2005) Air pollution: from lung to heart. Swiss Med Wkly. 10
(135), 697-702.

Larus, B., Orvar, Mc Pherson, J. y Ellis, B., E. (1997). Proactivating wounding

response in Tobacco prior to high level ozone exposure prevents necrotic injury.
The Plant Journal 11 (2) 203-212.

55



Lewis, S. A., Corden, J. M., Forster, G. E., y Newlands M. (2000). Combined effects
of aerobiological pollutants, chemical pollutants and meteorological conditions on
asthma admissions and A & E attendances in Derbyshire UK, 1993-96. Clin Exp
Allergy. 30(12), 1724-1732.

Lyons, T. M., y Barnes, J. D. (1998). Influence of plant age on ozone. resistance in
Plantago major. New Phytol. 138, 83-89.

Mann, J. K., Tager, |.B., Lurmann, F., Segal, M., Quesenberry, C. P., Lugg, M. M.,
Shan, J. y Van Den Eeden, S, K. (2002) Air pollution and hospital admissions for
ischemic heart disease in persons with congestive heart failure or arrhythmia.
Environ Health Perspect. 110, 1247-52.

McKee, I. F., y Long, S. P. (2001). Plant growth regulators control ozone damage to
wheat yield. New Phytol. 152, 41-51.

Medina-Ramon, M., Zanobetti, A., y Schwartz, J. (2006). The Effect of Ozone and
PM10 on Hospital Admissions for Pneumonia and Chronic Obstructive
Pulmonary Disease: A National Multicity Study. Am.J. of Epidem. 163 (6)

Monks, P. S. (2000). A review of the observations and origins of the spring. Atm.
Environ. 34, 3545-3561.

Mudway, I. S. y Kelly F. J. (2004). An Investigation of Inhaled Ozone Dose and the
Magnitude of Airway Inflammation in Healthy Adults. Am. J. Respir. Crit. Care
Med.169, 1089-1095.

Murphy, J. J., Mark, A. D., Donald, R. M., y Kim, H. J. (1999). The Cost of Crop
Damage Caused by Ozone Air Pollution from Motor Vehicles. J. of Environ.
Manage. 55, 273-289.

NASA (2006) Earth observing system. Aura. NASA Earth Science Enterprise.
Brochure.

Nouchi, H, y Toyama, S. (1988) Effects of Oz and peroxyacetylnitrate on polar lipids
and fatty acids in leaves of morning glory and kidney bean. Plant Physiol. 87,
638-646.

Olszyk, D., Bytnerowicz, A., Kats, G., et al. (1993) Cotton yield losses and ambient
ozone concentrations in California’s San Joaquin Valley. J Environ Qual. 22,
602-11.

Romieu, I., Meneses, F., Ramirez, M., Ruiz, S., Perez-Padilla, R., Sienra, J. J.,
Gerber, M., Grievink, L., Dekker, R., Walda, I. y Brunekreef, B. (1998) Antioxidant
supplementation and respiratory functions among workers exposed to high levels
of ozone. Am J Respir Crit Care Med. 158, 226-232.

Saitanis, C. J., y Karandinos, M. G. (2002) Effects of ozone on tobacco (Nicotiana
tabacum. L.) varieties. J. Agron. Crop Sci. 188, 51-58.

56



Samet, J. M., Hatch, G. E., Horstman, D., Steck-Scott, S., Arab, L., Bromberg, P. A.,
Levine, M., McDonnell, W. F., y Devlin, R. B. (2001) Effect of antioxidant
supplementation on ozone-induced lung injury in human subjects. Am J Respir Crit
Care Med 164, 819-825.

Sanchez-ccoyllo, O. R., Martins, L. D., Ynoue, R. Y.y Andrade, M. F. (2007) The
impact on tropospheric ozone formation on the implementation of a program for
mobile emissions control: a case study in S&o Paulo, Brazil. Environmental Fluid
Mechanics 7, 95-119.

Shimizu, H., y Feng, Y. W. (2007) Ozone and/or Water Stresses Could have
Influenced the Betula ermanii Cham. Forest Decline Observed at Oku-Nikko, Japan
Environ. Monit. and Assess. 128 (1-3), 109-1109.

Singh, N. P., McCoy, M. T., Tice, R. R. et al. (1988) A simple technique for
quantitation of low levels of DNA damage in individual cells. Exp. Cell Res., 175,
184-191.

Stieb, D. M., Burnett, R. T., Beveridge, R. C., y Brook JR. (1996) Association
between ozone and asthma emergency department visits in Saint John, New
Brunswick, Canada. Environ Health Perspect. 104(12), 1354—-1360.

UNEP. 2002. Global Environment Outlook 3. Past, present and future prospectives.
Earthscan Publications, London.

Uwe, V., e Ingeborg, H. M. (2001) Influence of different meteorological parameters
on the development of an ozone gradient between the soil surface and a level of 250
cm. Meteorologische Zeitschrift.10(4), 277-281.

Weisel, C. P., Cody, R. P., y Lioy, PJ. (1995). Relationship between summertime
ambient ozone levels and emergency department visits for asthma in central New
Jersey. Environ Health Perspect. 103 (2), 97-102.

Weiss, D., Shotyk, W., Appleby, P.G., Kramers, J. D., y Cheburkin, A. K. (1999)
Atmospheric Pb Deposition since the Industrial Revolution Recorded by Five Swiss
Peat Profiles: Enrichment Factors, Fluxes, Isotopic Composition, and Sources.
Environ. Sci. Technol. 33 (9), 1340-1352.

WHO (2003) Health aspects with particle matter, ozone and nitrogen dioxide. Report
on a WHO Working Group. Bonn, Alemania. 13-15.

WHO (2004) Health aspects of air pollution. Results from the WHO project
“Systematic review of health aspects of air pollution in Europe”.

57


http://www.ingentaconnect.com/content/schweiz/mz;jsessionid=2r7hlqd20qsbf.victoria

10. APENDICE

Antes de la obtencion de los resultados de integridad nuclear de células
radiculares y foliares presentados en la esta tesis, se realizaron 5 experimentos,
todos con el fin de corroborar los resultados de un primer experimento donde se
observo un efecto del Os en la integridad nuclear de células radiculares. Los
resultados de estos experimentos no se tomaron en cuenta para esta tesis debido
a que no fueron consistentes. Lo anterior lo atribuimos a que el manejo que se les
dio a las plantas de algodon, antes y en el momento de procesar las células, fue
diferente al del primer experimento. Por esta razén se realizé un sexto experimento
en el cual se replico la técnica utilizada en el primer experimento. A continuacién se

presenta un resumen de los seis experimentos:

Experimento 1. Considerando el parametro de longitud de cauda en células
radiculares, se observa que la concentracion media (59 ppb) causa 13% mas
fragmentacién nuclear que la concentracion baja (4 ppb). Sin embargo, la
concentracion alta (114 ppb) no sigue la misma tendencia y causa 2.5% menos

fragmentacién que la concentracion media.

Experimento 2. En todas las concentraciones, incluyendo el testigo, no se observo
una marcada diferencia en la fragmentacion nuclear. El promedio en las tres

concentraciones fue de ~40 um de longitud.

Experimento 3. En este experimento, las concentraciones media y alta de Os
causaron mayor fragmentacién nuclear que la concentracién baja de Os. Esta
diferencia fue de un 20%, sin embargo no fue estadisticamente diferente. La longitud
promedio de caudas en la concentracion baja fue de 5.8 um, mientras que en la

concentracion media y alta fue de 7.3 um

Experimento 4. Considerando la longitud de cauda, en este experimento se
observaron diferencias de aproximadamente 0.5 um en la medida que la

concentracion fue mayor. Sin embargo esta diferencia sélo representé una
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diferencia estadistica significativa. Los valores promedio de longitud de cauda

anduvieron entre los 5y 6 um de longitud

Experimento 5. En este experimento, la concentracion alta de Os fue la que causo6
menor fragmentacion nuclear con valores de cauda promedio de 8 um de longitud.
Las concentraciones baja y media tuvieron caudas con valores promedio de 13 um

de longitud.

Experimento 6. Al igual que en el experimento 5, se observo que la concentracion
alta de Os fue la que menor fragmentacion nuclear causé con valores promedio de
longitud de cauda de 19 um. En promedio las células expuestas a la concentracion
baja tuvieron un valor promedio de 21 um de longitud de cauda, mientras que las
expuestas a la concentracion media tuvieron un valor promedio de 24 um de longitud

de cauda. No hubo diferencias estadisticas significativas.
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