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Resumen 

 

Se realizó un estudio de toxicidad del benzo[a]pireno (B[a]P) utilizando la microalga 

marina  Dunaliella tertiolecta como organismo de prueba y como herramienta de 

análisis el ensayo cometa, una técnica utilizada para evaluar daño al ADN que hasta 

la fecha no ha sido aplicada en células vegetales de origen marino, por lo que es 

necesario realizar adaptaciones para este fin. El objetivo de este trabajo fue el de 

evaluar la sensibilidad del ensayo cometa en la determinación de daño genómico por 

benzo[a]pireno sobre Dunaliella tertiolecta en función del tiempo y concentración 

del genotóxico. Con una densidad celular inicial de 10
6 

cél·mL
-1

, se realizaron 

pruebas en las que se expuso a la microalga a diferentes concentraciones de B[a]P 

(1.0, 3.2 y 3.8 μg·L
-1

),  haciendo varios experimentos, en cada uno de los cuales se 

utilizó sólo una concentración de B[a]P durante un intervalo de tiempos de 

incubación (0, 3, 6, 9 y 12 h). Posteriormente se realizó un experimento en el cual se 

aplicó un intervalo de concentraciones (4.0, 5.0 y 6.0 μg·L
-1

) durante 12 h. Después 

de cada prueba de toxicidad se cuantificaron las células dañadas. El daño genómico 

fue evaluado mediante ensayo cometa, utilizando el método de Erbes et al. (1997), 

aplicando modificaciones para establecer las condiciones óptimas de evaluación del 

daño en el ADN de células de origen marino. Las modificaciones al ensayo 

cometa se realizaron cambiando condiciones en cada corrida. Se varió la 

concentración de los componentes del buffer de lisis, el tiempo y temperatura de 

incubación, la forma de preparar las laminillas y las condiciones de corrimiento de 
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electroforesis. Para el experimento bajo un gradiente de concentraciones de B[a]P 

durante 12 h de exposición, se evaluó la viabilidad celular de las microalgas 

expuestas mediante microscopía de epifluorescencia después de teñir con 

Calcofluor White Stain. Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que es 

posible detectar daño al ADN mediante visualización de cometas en las microalgas 

sometidas a 3.2 μg·L
-1

 
y 3.8 μg·L

-1
 
de B[a]P durante 9 h de exposición. También 

fue posible observar que en el ADN de las microalgas sometidas a las 

concentraciones 4.0, 5.0 y 6.0 μg·L
-1

 
durante 12 h de exposición, se formaron 

conglomerados de moléculas de ADN. El análisis de viabilidad dio como 

resultado un valor de 40%. Se discute el efecto del B[a]P en la microalga y la 

utilización del ensayo cometa para la visualización de daño en el ADN de D. 

tertiolecta con lo que se concluye que el ensayo cometa, en general, muestra una 

mayor sensibilidad que la densidad celular para la detección de la toxicidad. Por otra 

parte, tomando como base la densidad y la viabilidad celular después de la 

exposición al hidrocarburo, se puede concluir que D. tertiolecta muestra capacidad 

para adaptarse y resistir al B[a]P, manteniendo su viabilidad aún después de estar en 

contacto con el hidrocarburo en un tiempo prolongado. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

El ambiente acuático es continuamente impactado con compuestos 

xenobióticos generados por actividades antropogénicas. El ser humano ha tratado 

de comprender los mecanismos fisiológicos, celulares y moleculares que 

determinan la toxicidad de algunos de estos agentes químico-orgánicos, como los 

hidrocarburos políciclicos aromáticos (HPAs), los cuales se encuentran en altas 

concentraciones en sistemas acuáticos (Vega y Reynaga, 1991; Kraybill, 1997). 

Los compuestos xenobióticos como los HPAs son constituyentes de los 

productos del petróleo y sus productos de refinación. Éstos son mezclas 

extremadamente complejas de compuestos orgánicos, de los cuales los hidrocarburos 

(parafinas, naftenos y aromáticos) son los más abundantes llegando a comprender 

más del 75 % del total de los componentes (Farrington et al., 1972). Los HPAs 

también pueden ser formados durante la combustión incompleta de materia orgánica 

como el carbón y el tabaco; así mismo, éstos son frecuentemente encontrados como 

contaminantes en los mares y áreas costeras, en ríos, suelos y sedimentos (Ueng et 

al., 1994; Oost et al., 2003). 

La contaminación ocasionada por HPAs es considerada como uno de los 

mayores problemas ambientales, principalmente por las propiedades mutagénicas y 

carcinogénicas de algunos de ellos, como antraceno, pireno y benzo[a]pireno (Figura 

1). Los HPAs son compuestos químicos que se componen de anillos aromáticos que 
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se han fusionado y no contiener heteroátomos ni llevan sustituyentes (Fetzer, 2000). 

Constituyen un grupo de contaminantes considerado de estudio prioritario debido 

a sus propiedades mutagénicas, tóxicas, y cancerígenas, características que en 

conjunto se denominan genotoxicidad. Las sustancias genotóxicas son aquéllas que 

pueden unirse directamente al ácido desoxirribunucleico (ADN) o actuar 

indirectamente mediante la afectación de las enzimas involucradas y causando, en 

consecuencia, alteraciones genéticas (Menzie et al., 1992). Estos compuestos son 

poco solubles en agua y poseen una alta lipofilicidad, con valores de coeficiente 

de partición octanol:agua (Kow) que va desde 3 hasta 7. Los HPAs de mayor 

importancia son aquéllos con un valor alto de Kow, ya que entran en la cadena 

alimenticia, acumulándose en todos los niveles tróficos debido a la lentitud de su 

degradación (Ashton et al., 2000). 

 

 
 

a  b  c 
 

 

Figura 1. Estructura molecular de tres hidrocarburos  policíclicos aromáticos 

(HPAs): a) Antraceno, b) Pireno y c) Benzo[a]pireno. 

 
 

 

Por su persistencia en el ambiente, así como por su genotoxicidad, se han 

estado llevando a cabo estudios para la biorremediación de los hidrocarburos, ya 

que este tipo de compuestos pueden ser removidos de los sitios contaminados 
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principalmente por la degradación microbiana (Guerra-Rivas et al., 2010; Rojas-

Leal, 2010). Sin embargo, estos compuestos sufren procesos tales como 

volatilización, fotooxidación, oxidaciones químicas, bioacumulación, adsorción y 

adhesión a la matriz del suelo (Hook et al., 2003). Actualmente se sabe que 

algunos organismos son capaces de metabolizar hidrocarburos; como ejemplos 

podemos citar a moluscos, peces, cianobacterias, algas eucariontas y un cierto 

número de hongos inferiores y superiores (Rafin et al., 2000; Venkatadri y Peters, 

1993). 

Con la utilización de organismos degradadores de hidrocarburos se puede 

llevar a cabo la eliminación de contaminantes en el ambiente por medio de una 

forma natural, siempre y cuando se tengan las vías metabólicas apropiadas. Por esta 

razón, para mejorar estas posibilidades se están desarrollando tecnologías basadas 

en la aplicación de los microorganismos con amplias capacidades biodegradadoras 

para su uso en la prevención y remediación de la contaminación (Russo et al., 2009). 

Dentro de los microorganismos utilizados para el estudio de los efectos de la 

exposición a contaminantes se encuentra el fitoplancton, un conjunto de organismos 

acuáticos autótrofos, que ofrecen  ventajas debido a su tamaño microscópico y su 

alta tasa de crecimiento. Así mismo, ofrece la posibilidad de tomar muestras tanto a 

nivel de población como a nivel de comunidad. Además, el fitoplancton permite 

estudiar los efectos de exposición contra agentes xenobióticos, con el fin de obtener 

una mejor comprensión de las consecuencias a largo plazo, entre las que se 

encuentran aquéllas ocasionadas por la genotoxicidad de sustancias a nivel de 
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población. 

En los últimos años, como respuesta a la creciente contaminación, tanto 

de suelo como del agua generada por derrames de hidrocarburos del petróleo, se han 

utilizado diversos sistemas biológicos ambientales encaminados a la limpieza y 

recuperación de áreas afectadas. La utilización de estos sistemas produce rupturas o 

cambios moleculares en el contaminante y/o sustancias de importancia ambiental 

en suelos, agua y aire (Torres et al., 2008). En este proceso de remoción de 

contaminantes, se aplican metodologías que permiten evaluar tanto los niveles de 

agentes xenobióticos, como el daño que ocasionan en los organismos, a través de 

estudios de monitoreo. En el caso de los estudios de monitoreo genotóxico, es 

importante contar con biomarcadores de gran sensibilidad y bajo costo que 

permitan aplicarse en diferentes tipos de muestras o poblaciones. Según Mc 

Carthy y Shugart (1990), los biomarcadores son “medidas en los niveles molecular, 

bioquímico o celular, tanto en poblaciones naturales provenientes de hábitats 

contaminados, como en organismos expuestos experimentalmente a contaminantes y 

que indican que el organismo ha estado expuesto a sustancias tóxicas y la 

magnitud de la respuesta del organismo al contaminante. Los biomarcadores son 

de una gran utilidad en el estudio de la eficiencia de la biorremediación, ya que 

pueden ligarse de forma inequívoca con sus precursores biológicos, lo que permite 

obtener información sobre el rendimiento de los distintos métodos de degradación 

de los residuos del petróleo. 

Entre de los organismos de interés para el estudio de los efectos de agentes 
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xenobióticos mediante el uso de biomarcadores se encuentra Dunaliella 

tertiolecta, una especie de microalga marina. El género Dunaliella pertenece a la 

clase Chlorophyceae, es del orden Volvocales y de la familia Polyblepharidaceae. 

Estas microalgas son utilizadas como bioindicadoras y además, para medir la 

contaminación de compuestos xenobióticos. Por ser unicelulares y carecer de pared 

celular rígida, fácilmente permiten la entrada del contaminante; pueden ser usadas 

en estudios de contaminación en diferentes ambientes marinos. Dunaliella es una 

microalga unicelular de 8-25 micras de longitud y de 5-15 micras de ancho; se 

desplaza en el agua por medio de dos flagelos situados en la parte anterior de la 

célula, contiene cloroplasto, piranoide, núcleo, mitocondria, pequeñas vacuolas y 

aparato de Golgi pero a diferencia de otras microalgas, Dunaliella carece de pared 

celular y está cubierta por una fina membrana elástica; la carencia de pared le 

permite cambiar su volumen según cambia la presión osmótica. Gracias al cambio 

de concentraciones de glicerol puede adaptarse a rangos amplios de salinidad 

(Tafreshi y Shariati., 2006). La resistencia de esta microalga en ambientes salinos 

bajos en nutrientes o con temperaturas de 15 a 50 
o
C, pH extremos y hábitats con una 

gran irradiancia solar, hace que esta microalga presente una ventaja para su 

aprovechamiento (Avron y Ben-Amotz, 1992). Para fines de este trabajo, las 

características que presenta esta especie son las de un organismo óptimo debido a 

su gran resistencia a medios ambientes difíciles, potencialmente apto para 

sobrevivir en sistemas contaminados. 

Los daños que se producen por genotóxicos en el ADN pueden 
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potencialmente causar alteraciones a nivel de bases o nucléotidos del ADN 

produciéndole un daño exógeno al organismo expuesto al genotóxico (Tice et al., 

1999). El ADN es una macromolécula compuesta por bases nitrogenadas y forma 

parte de todas las células. Esta molécula de alto peso molecular contiene la 

información genética utilizada en el desarrollo así como en el funcionamiento de los 

organismos vivos. Al estar en contacto con un compuesto genotóxico, el ADN recibe 

lesiones que causan daños estructurales a la molécula,  lo que puede alterar en la 

célula de forma drástica, la forma de leer la información codificada en sus genes 

(Tice et al., 2000). 

Para evaluar la genotoxicidad existe una variedad de ensayos, uno de ellos 

es la electroforesis alcalina de células aisladas en gel de agarosa, conocido también 

como ensayo cometa, el cual es un método microscópico fluorescente rápido y 

muy sensible que permite examinar de forma individual el daño en el ADN. 

Durante la última década, el ensayo cometa se ha convertido en un método 

estándar para evaluar el daño del ADN, con aplicaciones en pruebas de 

genotoxicidad, biomonitoreo humano y ecotoxicología, así como en la 

investigación fundamental del daño en el ADN. El ensayo atrae adeptos por su 

sencillez, sensibilidad y versatilidad, velocidad y economía (Fairbairn et al., 1995). 

Este método puede ser realizado bajo condiciones neutras, detectando rupturas de 

doble cadena del ADN, o bajo condiciones alcalinas, detectando rupturas de simple 

cadena del ADN y sitios lábiles. Las ventajas de esta técnica incluyen: 1) La 

posibilidad de colectar los datos a nivel de células individuales, 2). La capacidad de 



 

 

 

 
 

7 

proporcionar información de la distribución intercelular del daño y de la 

reparación 3) El requerimiento mínimo de una muestra pequeña (se requieren sólo 

unas cuantas células para el análisis) y 4) En principio, el ensayo cometa puede ser 

aplicado en cualquier tipo de células eucariotas. Sin embargo, a pesar de que esta 

técnica presenta ventajas como método de detección para medir el daño en el ADN al 

estar expuesto a un compuesto xenobiótico, faltan estudios para tener un mejor 

conocimiento de esta técnica. Por otra parte, el método ha sido poco aplicado en 

estudios con especies vegetales de origen marino como es Dunaliella tertiolecta, 

por lo que es necesario ampliar su uso para encontrar las bondades de su utilización 

en este tipo de organismos. 
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II. ANTECEDENTES 

 

Los estudios más efectivos de biomonitoreo de HPAs que se han reportado 

son los que utilizan especies acuáticas como los moluscos, balanos y microalgas 

debido a que éstos pueden acumular residuos de estos contaminantes en 

concentraciones que exceden aquéllas que se encuentran en el ambiente (Philips, 

1980). 

El fitoplancton ha sido reconocido como una buena herramienta de 

trabajo debido a la sensibilidad que presenta a los cambios ambientales, por lo 

que este grupo de organismos ha sido ampliamente utilizado por décadas en 

estudios de monitoreo ambiental en países industrializados (Streble y Krauter, 

1987), principalmente para detectar metales pesados e hidrocarburos aromáticos. 

En especial, en ambientes marinos se ha incrementado el uso de las microalgas 

como bioindicadores de xenobióticos y forman parte de baterías de pruebas de 

toxicidad de instituciones oficiales que se dedican a la vigilancia de la salud 

ambiental (Torres et al., 2008). Las microalgas, organismos unicelulares, en su 

mayoría holoplantónicos y nanoplantónicos (Dawes, 1986), responden 

rápidamente a cambios ambientales y debido a que son la base de la cadena 

alimenticia acuática, por lo que un ligero cambio en ellas puede afectar niveles 

tróficos superiores (De Lorenzo et al., 2002). 

A pesar de la importancia de las microalgas en el estudio y la evaluación de 

diferentes contaminantes (Ferrera-Cerrato et al., 2006), es escasa la información 
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sobre aspectos relacionados con los cambios internos de los organismos 

fitoplanctónicos cuando se exponen a xenobióticos y el biomarcador más 

ampliamente utilizado es el crecimiento, sin embargo, se conoce poco sobre su 

capacidad para degradar y biotransformar xenobióticos, lo que sería de utilidad 

para establecer los límites de aplicación de estos organismos en estudios de 

efectos subletales. 

Existen reportes aislados que señalan la supervivencia de algunas especies 

fitoplanctónicas en ambientes contaminados, lo que sugiere algún tipo de 

capacidad para enfrentar la presencia de xenobióticos. De particular importancia 

son los estudios realizados por Guerra-Rivas (2003), quien estudió la capacidad 

degradativa de D. tertiolecta, mencionando que esta especie es capaz de 

bioconcentrar más del 95 % de antraceno circundante en un tiempo aproximado 

de dos horas cuando este HPA se encuentra en el medio en concentración 

aproximada de 5 μg·mL
-1.

 Por su parte, Reunova et al. (2007) indican que 

Dunaliella salina posee la habilidad de sobrevivir después de estar expuesta a un 

agente xenobiótico, lo que hace suponer que esta microalga genera cierta 

adaptación. Más recientemente, Rojas-Leal (2010), quien evaluó la actividad de 

la enzima NADPH citocromo P450 reductasa en la microalga D. tertiolecta tras 

ser expuesta al benzo[a]pireno (B[a]P), encontró que esta enzima puede ser 

inducida  ante la presencia del mismo; el incremento observado en la actividad 

enzimática sugiere que esta enzima forma parte inicial de una posible ruta 

metabólica para el B[a]P, por lo que se podría esperar la capacidad de esta 
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especie para biotransformar este tipo de compuestos. 

Una de las limitantes en los estudios de monitoreo en el ambiente marino es 

la escasez de metodologías que sean útiles en el análisis de biomarcadores de 

contaminación. Por esta razón, la validación de herramientas que permitan 

establecer relaciones causa-efecto entre un xenobiótico y un organismo, es un 

área prioritaria de desarrollo en este campo. En particular, es necesario desarrollar 

métodos que pongan de manifiesto el daño genómico, las que pondrán también 

de manifiesto el impacto potencial de las sustancias que son capaces de interferir 

con la reproducción y prevalencia de las especies. 

Entre los ensayos utilizados para detectar daño en el ADN, la 

microelectroforesis en gel (MGE por sus siglas en inglés) ha sido mencionada 

como una técnica importante para el monitoreo de genotoxicidad (McKelvey-

Martin et al., 1993). Esta técnica fue utilizada por primera vez por Rydberg y 

Johanson en 1978 para visualizar daño en ADN en una sola célula embebida 

en agarosa. Singh et al. (1988) modificaron esta técnica utilizando un pH 

elevado durante la electroforesis, llamándole ¨ensayo cometa¨, nombre con el 

que se le conoce actualmente. Durante el ensayo cometa en condiciones 

alcalinas, el ADN es desdoblado quedando las dos cadenas paralelamente 

colocadas. Posteriormente, una de las cadenas se rompe directamente al dañarse 

el ADN con sustancias o debido al tratamiento alcalino (sitios lábiles), lo cual 

causa la formación del cometa. Después de la tinción del ADN con un colorante 

fluorescente, el daño de la célula aparece como un cometa compuesto de una 
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cabeza y una cauda, la cual contiene fragmentos de ADN. La extensión del 

daño del ADN dependerá de la naturaleza y concentración del genotóxico 

aplicado durante el tratamiento. 

La aplicación del ensayo cometa en fitoplancton es escasa. Entre los 

estudios que hablan al respecto se encuentra el de Somshekhar et al. (2006), 

quienes evaluaron el daño por cadmio en la diatomea marina Chaetoceros 

tenuissimus. Aoyama et al. (2003) estudiaron el efecto de B[a]P, mitomicina C 

(citotóxico) y actinomicina D en el ADN de Euglena gracilis. Erbes et al. (1997) 

reportaron el efecto del peróxido de hidrógeno, el óxido de 4-nitroquinolina y N- 

nitrosodimetilamina en Chlamydomonas reinhardtii; mientras que en 

Chlamydomonas moewusii, Prado et al. (2009) estudiaron el daño ocasionado por 

el herbicida Paraquat (dicloruro de 1,1´-dimetil-4,4´bipiridilo). 

Las características del género Dunaliella como un buen indicador hacen 

de esta especie de microalga una de las mejores opciones en pruebas de toxicidad 

ambiental (Tafreshi y Shariati, 2009). La capacidad de D. tertiolecta de remover 

hidrocarburos del medio ha sido ya demostrada (Guerra-Rivas et al., 2010). Sin 

embargo, hace falta establecer relaciones causa-efecto entre agentes xenobióticos 

y el daño ocasionado en su material genético utilizando métodos sencillos, rápidos 

y económicos como es el ensayo cometa. 

Teniendo en cuenta todos los aspectos anteriormente señalados, en este 

trabajo se realizó un estudio para evaluar la sensibilidad de la microalga 
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Dunaliella tertiolecta frente al hidrocarburo benzo[a]pireno a nivel genómico 

mediante el ensayo cometa al estar expuesta a benzo[a]pireno a diferentes tiempos 

de exposición. Adicionalmente se realizó un análisis de viabilidad celular por 

medio de microscopía de epifluorescencia. 
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III. JUSTIFICACIÓN 

 

El ensayo cometa ha demostrado ser una herramienta eficaz utilizada 

como una técnica para el diagnóstico de daño genómico en células animales, 

por lo que, debido a que no se cuenta con métodos adecuados para la detección 

de efectos genómicos de los hidrocarburos policíclicos aromáticos en organismos 

marinos, se pretende evaluar ésta técnica para analizar los posibles efectos en la 

microalga Dunaliella tertiolecta. Por su capacidad de presentar cambios ante la 

presencia de xenobióticos, tanto en el crecimiento como en la viabilidad celular y 

actividad metabólica, D. tertiolecta es un organismo óptimo para el estudio de 

genotoxicidad. 

 

IV. HIPÓTESIS 

 

 

El ensayo cometa es una herramienta adecuada para establecer 

relaciones causa-efecto entre el agente genotóxico benzo[a]pireno y el daño 

ocasionado por éste al ADN de Dunaliella tertiolecta. 
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V. OBJETIVOS 

 

V.1. Objetivo general 

 

Evaluar la sensibilidad del ensayo cometa en la detección del efecto 

tóxico por benzo[a]pireno (B[a]P) sobre Dunaliella tertiolecta en función 

del tiempo de exposición y concentración del hidrocarburo. 

 

V.2. Objetivos Particulares 

 

 Determinar el daño genómico en Dunaliella tertiolecta sometida a 

B[a]P en una serie de tiempos de exposición, usando el ensayo cometa 

para la evaluación de alteraciones en el ADN. 

 

 Determinar el daño genómico en Dunaliella tertiolecta expuesta a un 

gradiente de concentración de B[a]P usando el ensayo cometa para la 

evaluación de alteraciones en el ADN.
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VI. METODOLOGÍA 

 

VI.1 Diseño experimental 

 

Se realizaron experimentos de exposición de la microalga Dunaliella 

tertiolecta a diferentes concentraciones del hidrocarburo benzo[a]pireno (B[a]P) 

durante tiempos definidos. Una vez concluido el tiempo de exposición, mediante 

centrifugación y decantación, el sobrenadante fue eliminado y las células fueron 

contadas con ayuda de una cámara de Neubauer. Posterior a la exposición, se 

exploraron las células con el fin de detectar daño al ADN utilizando el ensayo 

cometa en condiciones alcalinas. Adicionalmente, se evaluó la integridad celular 

mediante el uso de microscopía de epifluorescencia, después de exponer a D. 

tertiolecta a las concentraciones más altasde B[a]P. Previo a los experimentos de 

exposición, se realizó la experimentación necesaria para optimizar el ensayo 

cometa adaptado a la exploración de daño genómico en microalgas. 

 

VI.2. Obtención y mantenimiento de Dunaliella tertiolecta 

 

La cepa de D. tertiolecta fue obtenida del cepario de microalgas del 

Departamento de Acuicultura del Centro de Investigación Científica y de 

Educación Superior de Ensenada (CICESE). El cultivo se desarrolló en el 

laboratorio de Farmacología Marina, ubicado en la Facultad de Ciencias Marinas 
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de la Universidad Autónoma de Baja California. 

Para mantener la cepa y producir la biomasa necesaria para 

experimentación, se realizaron transferencias periódicas hasta matraces 

Erlenmeyer de 500 mL. Las condiciones del cultivo en el laboratorio de 

Farmacología Marina fueron las siguientes: cuarto húmedo con iluminación 

continua de 12 lámparas de luz fluorescente de 40 Watts y temperatura controlada 

a 20±1 ºC. El cultivo fue monitoreado diariamente en su crecimiento mediante 

recuentos celulares con cámara de Neubauer previa fijación de las células con 

lugol. La observación para el conteo de células se llevó a cabo con ayuda de un 

microscopio de luz visible. 
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VI.3. Ensayo preliminar para la determinación de la velocidad y 

tiempo de centrifugación de la microalga 

 

Se realizó experimentación preliminar con el fin de encontrar las 

condiciones óptimas de centrifugación, para establecer la mejor velocidad que no 

altera la integridad de la membrana de Dunaliella tertiolecta. 

En tubos de ensayo se colocaron alícuotas de 8 mL de suspensión de células 

de Dunaliella tertiolecta, con una densidad de 1x10
6
 cél·mL

-1
. Se probaron 25 

condiciones, en un ensayo de 5x5, combinando 5 tiempos de centrifugación (5, 8, 

10, 12, y 15 minutos), con un gradiente de velocidades (1000, 1,500, 2,000, 2,500 

y 3,500 rpm). Cada condición se probó por duplicado. Después de centrifugar a 

las velocidades indicadas durante los tiempos correspondientes, se decantó el 

sobrenadante y las células sedimentadas se suspendieron en 8 mL de agua de mar 

filtrada. Posteriormente se realizó observación microscópica y conteos celulares, 

como se indicó anteriormente y se revisaron si existían irregularidades en la 

membrana celular de las microalgas. 

 

VI.4. Exposición de la microalga Dunaliella tertiolecta a B[a]P 

VI.4.1. Preparación de la concentración estándar de benzo[a]pireno 

 

Se preparó una solución estándar del hidrocarburo (B[a]P), el cual se 

disolvió en 10 mL de acetonitrilo para lograr una disolución completa. A partir de 
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esta solución estándar se tomaron los volúmenes necesarios para obtener las 

concentraciones 1.0, 3.2, 3.8, 4.0, 5.0 y 6.0 μg·L
-1

 a usarse en cada tratamiento. Se 

aplicó la siguiente fórmula para obtener la concentración deseada: 

 

En donde:  

 

Cf = Concentración deseada en el tubo de exposición 

 

Vf = Volumen final en el tubo de exposición. En todos los casos 

fue de 8 mL. 

 

Ci = Concentración de la solución estándar de B[a]P 

 

Vi = Volumen necesario de solución estándar de  B[a]P para tener 

la concentración deseada en el tubo de exposición 

 

VI.4.2. Ensayo de exposición de Dunaliella tertiolecta a benzo[a]pireno 

 

En las pruebas de toxicidad se realizaron tres experimentos probando una 

concentración de B[a]P a la vez. En el primer experimento se utilizó una 
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concentración de 1.0 μg·L
-1

, un control de microalga en agua de mar (control) y un 

control de microalga en agua de mar con solvente (control solvente) con 

tiempos de exposición de (0, 6, 9 y 12 h). En un segundo experimento se expuso a 

la microalga a una concentración de 3.2 μg·L
-1

 y se utilizó un control y un control 

solvente durante un tiempo de 0, 3, 6, 9 y 12 h. En el tercer experimento se sometió 

a D. tertiolecta a una concentración de 3.8 μg·L
-1 

utilizando nuevamente un control 

y un control solvente. Los tiempos de exposición fueron de 0, 3, 6, 9 y 12 h. Con 

base en los resultados obtenidos en los tres primeros experimentos se realizó un 

cuarto experimento con el fin de someter a la microalga a un gradiente de 

concentraciones a un  tiempo fijo. En esta última prueba de toxicidad, se aplicó 

a la microalga durante 12 h las siguientes concentraciones del hidrocarburo: 4.0, 

5.0 y 6.0 μg·L
-1

. Se manejaron tres controles: microalga en agua de mar (control 

agua de mar); microalga en agua de mar con solvente (control solvente) y 

microalga en agua de mar con peróxido de hidrógeno (H2O2,). Todos los 

experimentos fueron realizados por triplicado. 

Para cada experimento previamente descrito, se utilizaron 8 mL del cultivo 

de microalgas, los cuales fueron centrifugados en tubos cónicos a 1,500 rpm por 

10 min (condiciones seleccionadas previamente) en una centrífuga clínica y el 

sobrenadante fue decantando. Las células fueron suspendidas en agua de mar 

filtrada y esterilizada, aforando hasta tener una densidad de 10
6
 células·mL

-1
. 

Todos los ensayos de exposición se llevaron a cabo de acuerdo al método de 

Guerra-Rivas (2003), haciendo los ajustes necesarios en el volumen de la 
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suspensión de microalgas y los componentes adicionales, para los requerimientos 

de concentración de cada componente.  

Los tubos de ensaye con las concentraciones correspondientes de 

hidrocarburo, se colocaron en una gradilla de metal. A cada tubo se le insertó 

una pipeta Pasteur para el suministro de aire con un suave burbujeo, de tal manera 

que las células permanecieran en suspensión y en contacto continuo con el 

hidrocarburo.  

Una vez concluido el tiempo de exposición de cada experimento, se realizó 

observación microscópica y conteos celulares, como está previamente descrito. 

Así mismo se revisaron las microalgas para ver si existían irregularidades en la 

membrana celular. 

 

VI.5. Análisis de viabilidad de Dunaliella tertiolecta 

 

Una vez expuestas las microalgas al benzo[a]pireno, se tomaron 

muestras de cada tratamiento para analizar su viabilidad, para lo cual se siguió 

el protocolo de Markelova et al. (2000) de la manera siguiente. Se preparó una 

solución de Calcofluor White Stain al 0.04%, de la cual se agregó 1 ml a cada 

tubo con la muestra de microalgas, éstos se cubrieron completamente con papel 

aluminio, dejándolos en incubación por 30 minutos en un cuarto obscuro. Pasado 

este tiempo, se centrifugaron los tubos a 3, 300 rpm para eliminar los residuos del 

fluorocromo. Posteriormente se observaron bajo el microscopio de 
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epifluorescencia usando el filtro de luz UV. Para estimar la viabilidad celular se 

calculó el porcentaje de células que presentaban daño con respecto a las no 

dañadas. Se consideraron células con daño aquéllas que presentaban inmovilidad. 

 

VI.6. Análisis estadístico 

 

Se aplicó la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad de los datos 

obtenidos en los conteos celulares despues de la exposición y se analizó la 

homogeneidad de varianza de las observaciones por medio de la prueba de 

Bartlett. Para evaluar si existían diferencias entre los tiempos de exposición de 

cada concentración de benzo[a]pireno sobre Dunaliella tertiolecta, se realizó un 

análisis de varianza de una vía (ANOVA). Posteriormente se realizó una 

comparación de las medias mediante la prueba de Tukey. En los casos en los que 

no se cumplió el supuesto de normalidad, los datos fueron analizados mediante 

la prueba de Kruskall-Wallis para determinar diferencias significativas. En todas 

las pruebas se utilizó el paquete estadístico Sigma Plot. 

 

VI.7. Ensayo cometa 

 

En su versión estándar el ensayo cometa se lleva a cabo en condiciones 

alcalinas, de acuerdo con el método inicialmente descrito por Singh et al. 

(1988), con ligeras modificaciones. Con el fin de lograr condiciones óptimas, se 
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realizaron las modificaciones descritas enseguida. 

 

VI.7.1. Preparación de laminillas 

 

Los portaobjetos fueron desengrasados con metanol, lavados 

exhaustivamente con agua y secados en la estufa. Posteriormente, se aplicó una 

primera capa de agarosa de punto de fusión normal (PFN, Laboratorios CONDA). 

A continuación se colocó una segunda capa aplicando una mezcla de suspensión 

algal y agarosa de bajo punto de fusión (BPF, Laboratorios CONDA). Cada 

alícuota de 30 μL de suspensión algal contenía aproximadamente 300,000 células, 

las cuales fueron mezcladas con la solución de agarosa en agua destilada, 

mantenida a 37 
o 

C. Esta mezcla celular se depositó sobre los portaobjetos 

previamente cubiertos con la agarosa BPF y debidamente rotulados. 

Inmediatamente se cubrieron con un cubreobjetos de 24 mm x 60 mm y se 

dejaron solidificar a 4 
o
 C por 30 min. Transcurrido este tiempo, se retiraron los 

cubreobjetos procurando no dañar las capas. Posteriormente, se depositó una 

tercera capa cubriendo nuevamente con un cubreobjetos de la misma medida y se 

dejó solidificar también por 15 min a 4 
o 

C. A continuación, se retiraron los 

cubreobjetos y las laminillas fueron sumergidas en el tampón de lisis. Se 

realizaron cuatro experimentos modificando la concentración de agarosa en la 

solución utilizada para cada capa de la laminilla. En los tres primeros 

experimentos se colocaron 3 capas de agarosa (Anexos Tabla V). 
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VI.7.2. Lisis de membranas celulares 

 

La lisis se llevó a cabo por inmersión de las laminillas en una solución 

buffer. Las laminillas fueron sumergidas durante 30 minutos a 15 
o 

C. Se 

realizaron experimentos variando la composición del buffer, el tiempo de 

incubación y la temperatura, modificando una variable por experimento (Anexos 

Tabla VI). 

 

VI.7.3. Desnaturalización y electroforesis 

 

Después de la lisis, las laminillas se colocaron en una celda de 

electroforesis. Ésta fue llenada con buffer de electroforesis de manera que las 

laminillas quedaron completamente sumergidas en él y se incubaron por 30 

minutos a 4 
o 

C. Transcurrido este tiempo, se inició la electroforesis a un voltaje de 

25V y 300 mA. En esta etapa se variaron los tiempos de incubación 

(desnaturalización de ADN) y el tiempo de la electroforesis modificando una 

variable por experimento. 
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VI.7.4. Neutralización 

 

Una vez finalizada la electroforesis, los portaobjetos se retiraron con 

cuidado de la celda y se colocaron en cajas de plástico para realizar lavados con 

tampón de neutralización (3 veces durante 5 minutos). Este tampón se preparó 

con  solución buffer de Tris 0.4 M a pH 7.5 para neutralizar la alcalinidad del 

buffer  de electroforesis y eliminar posibles restos de detergentes que pudieran 

interferir en el proceso de tinción y en la visualización (McKelvey-Martin et al., 

1993). Después de la neutralización, las laminillas fueron deshidratadas 

colocando en la superficie de cada una 1 mL de metanol durante 3 min. Las 

laminillas fueron guardadas en cajas oscuras para evitar la luz directa y a 

temperatura ambiente. 

 

 

 

VI.7.5. Tinción y visualización 

 

Las laminillas se tiñeron justo antes del análisis microscópico. Para esto, se 

depositaron 70 μL de colorante a una concentración de 5.0 μg·mL
-1

 sobre cada una 

de las laminillas y se cubrieron con cubreobjetos de 24 x 60 mm. La 

visualización se realizó utilizando un microscopio de epifluorescencia Olympus 

BX50, equipado con un filtro de excitación de 540-550 nm, una lámpara de 
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mercurio de 100 W y un filtro de barreras de 590 nm, conectado a una cámara 

Nikon Ltd. La imagen de cada célula se capturó empleando el programa Imagen 

Pro Plus 5.0 y la visualización se realizó utilizando un objetivo 100x. Se 

contaron tanto células viables como no viables para tener un estimado del 

porcentaje de daño, aproximadamente 100 células por campo fueron contadas en 

cada laminilla. Durante todo el procedimiento se evitó la luz directa, sobre todo 

desde la lisis de las células hasta su visualización. Se trabajó con luz roja tenue 

para evitar daño adicional en el ADN. Se utilizó bromuro de etidio en una 

primera etapa, el cual posteriormente fue sustituido por DAPI (diclorhidrato de 

4´6-diamidino-2fenilindol. 
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VII. RESULTADOS 

 

VII.1. Ensayo preliminar de velocidad y tiempo de centrifugación 

 

Después de 5 minutos de centrifugación a una velocidad de 1,000 a 1,500 

rpm, la mayoría de las células presentaban movimiento y la membrana no 

mostraba daño. Sin embargo, no se había formado bien el pellet y cuando se 

decantó el sobrenadante, hubo pérdida de células. Para los tiempos de 8 y 10 

minutos de centrifugación se observó ruptura en la membrana al utilizarse las 

velocidades más altas, 2,500 y 3,500 rpm. En cambio, para las velocidades menores 

como 1,500 y 2,000 rpm no se visualizaron alteraciones en las membranas y el 

pellet formado durante la centrifugación contenía gran parte de la densidad celular 

inicial. Para 12 y 15 minutos de centrifugación se presentaron rupturas en la 

mayoría de las células en las diferentes velocidades.  Las células fueron observadas 

bajo microscopio para observar los cambios en la integridad de la membrana. Por lo 

tanto, se concluyó que las condiciones óptimas de centrifugación a las cuales no se 

ve afectada la integridad de la membrana celular son: un tiempo de 10 minutos con 

una velocidad de 1,500 rpm; condiciones a las que se obtiene un pellet con la 

mayoría de la densidad celular inicial. 
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VII.2. Exposición de Dunaliella tertiolecta a 1.0 μg·L
-1 

de B[a]P 

VII.2.1. Prueba de toxicidad 

 

Los resultados del primer experimento realizado, en donde se expuso a la 

microalga a 1.0 μg·L
-1

 de B[a]P en una serie de tiempos de 0, 6, 9 y 12 h, se 

presentan en la Figura 2. El máximo efecto del B[a]P sobre la microalga se 

observó al tiempo 0 h, mientras que el efecto de daño para el control agua de 

mar y control solvente se observó a las 6 h. Después de las 6 h de exposición al 

B[a]P, se observó una disminución en el efecto sobre la microalga, tendencia que 

se mantuvo hasta el tiempo d e  12 h. Con respecto a las relaciones entre los 

efectos de los tres tratamientos, se observó que a las 6 h los controles de agua de 

mar y solvente ejercieron un mayor daño que el hidrocarburo, pero a las 9 y 12 h 

no se encontraron diferencias significativas en el efecto de los tratamientos 

(P<0.050). 
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Figura 2. Efecto del benzo[a]pireno sobre Dunaliella tertiolecta expuesta a la 

concentración de 1.0 μg·L
-1

 en condiciones controladas. El ensayo se 

realizó con aireación, luz continua y temperatura 15 
o
C. Se tomó como 

criterio de efecto el número de células de D. tertiolecta que aparecieron 

inmóviles después de la exposición. Las barras representan el error 

estándar de n = 3. Control agua de mar = Microalgas en agua de mar; 

Control solvente (acetonitrilo) = Microalgas con acetonitrilo (En 

concentración ≤1 %). a = Significativamente diferente al control agua de 

mar, b = Significativamente diferente al control solvente, c = 

Significativamente diferente al hidrocarburo. 
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VII.2.1.2. Ensayo cometa para D. tertiolecta expuesta a 1.0 g·L
-1

 de B[a]P 

 

Las condiciones utilizadas en el ensayo cometa en relación a la 

preparación de laminillas, realización de la lisis de membrana celular, corrimiento 

de la electroforesis así como  tinción,  se muestran en la Tabla I. En este 

experimento, al examinar las laminillas no se observaron cometas o ADN teñido. 

 

Tabla I. Condiciones del ensayo cometa aplicadas a Dunaliella tertiolecta expuesta 

a benzo[a]pireno 1.0 μg·L
-1

 en una serie de tiempos de 0, 6, 9 y 12 h. 
 

Laminilla Primera capa: 250 μL de agarosa de punto de fusión normal (0.5%).  

Segunda capa: 250 μL de agarosa de bajo punto de fusión (0.05%) con 

300,000 células de D. tertiolecta. 

Tercera capa: 180 μL de agarosa de punto bajo de fusión  (0.05 %) 

Lisis NaCl 2.5 M, Na2EDTA 100 nM, Tris 10 M, pH 10, Triton X-100 al 

1%, SDS al  1%. Durante 1h,  4 
o
C 

 EDTA 300 mM, NaOH 1mM, pH 10, 1h, 4
o
C 

Electroforesis 25 V y 300 mA por 1h 

Tinción 70 μL de DAPI al 1μg·mL
-1

 

 

 

VII.3. Exposición de Dunaliella tertiolecta a 3.2 g·L
-1

 de B[a]P 

VII.3.1. Prueba de toxicidad 

 

Al exponer a Dunaliella tertiolecta a la concentración de 3.2 g·L
-1

 de 

hidrocarburo durante una serie de tiempos de exposición (0, 3, 6, 9 y 12 h) se 

encontraron los resultados que se muestran en la Figura 3. El máximo daño celular 
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ocasionado por B[a]P ocurrió a las 3 h, mientras que para el control solvente el 

efecto máximo por el acetonitrilo se observó en el tiempo 0 h. El mayor número 

de células dañadas en el control agua de mar fue encontrado hasta las 12 horas 

de exposición. Para el tiempo 6 h se observó una disminución en el efecto del 

B[a]P así como para el control solvente; mientras que en el control agua de mar 

se mostró un incremento en el daño celular. Después de 9 h de exposición al 

hidrocarburo se observó un aumento del efecto del hidrocarburo sobre la 

microalga, mostrando una tendencia al aumento que se mantuvo hasta las 12 h de 

exposición. Con respecto a las relaciones entre todos los tratamientos, tanto 

controles como tóxico se encontró que al tiempo 0 y 3 h el hidrocarburo presentó 

un mayor daño que ambos controles. En el tiempo 0, no existieron diferencias 

significativas  entre el efecto del control solvente y el del B[a]P; mientras que en 

el tiempo 3 h el daño del genotóxico fue significativamente mayor que el de ambos 

controles. La tendencia al aumento del efecto de daño celular de los tres 

tratamientos se inició a las 6 h de exposición y a las 12 h no se observó diferencia 

significativa entre los tres tratamientos (P0.050). 
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Figura 3. Efecto del benzo[a]pireno sobre Dunaliella tertiolecta expuesta a la 

concentración de 3.2 μg·L
-1

 en condiciones controladas. El ensayo se 

realizó con aireación, luz continua y temperatura constante de 15 
o 

C. Se 

tomó como criterio de efecto el número de células de D. tertiolecta que 

aparecieron inmóviles después de la exposición. Las barras representan el 

error estándar de n = 3. Control agua de mar = Microalgas en agua de 

mar; control solvente (acetonitrilo) = Microalgas con acetonitrilo 

(Concentración ≤1 %). a =Significativamente diferente del control agua 

de mar,  b = Significativamente diferente del control solvente. 
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VII.3.2. Ensayo cometa para D. tertiolecta expuesta a 3.2 g·L
-1

 de B[a]P 

 

Las condiciones que se utilizaron para llevar a cabo el ensayo cometa  

fueron las que se muestran en la Tabla II. En este experimento, donde se realizó un 

conteo de aproximadamente 100 células de D. tertiolecta expuesta a 3.2 μg·L 
-1

 

durante 9 horas, se observó para el control de microalgas en agua de mar, moléculas 

de ADN intactas (Figura 4A). Para el control solvente, que contenía microalgas con 

acetonitrilo en concentración ≤ 1 %, se observaron caudas incipientes en el extremo 

de la molécula de ADN (Figura 4B). Para el caso del tratamiento con el hidrocarburo 

a las 9 h de exposición, se visualizó la formación de cometas se estimó el porcentaje 

de daño donde de 100 moléculas, aproximadamente 20% presentaban daño en su 

membrana y de éstas en un número menor se visualizó la formación de cometas 

(Figuras 4C y 4D). Para las algas expuestas a 0, 3 y 6 h al B[a]P, las laminillas no 

mostraron ninguna formación parecida a la estructura de un cometa. 

 

Tabla II. Condiciones del ensayo cometa aplicadas a Dunaliella tertiolecta 

expuesta a benzo[a]pireno en concentración 3.2 μg·L
-1

 en una serie de 

tiempos de 0, 3, 6, 9 y 12 h. 
Laminilla Primera capa: 400 μL de agarosa de punto de fusión normal (0.5%). 

Segunda capa: 400 μL de agarosa de bajo punto de fusión (0.5%) con 

300,000 células de D. tertiolecta. Tercera capa: 220 μL de agarosa de 

punto bajo de fusión  (0.05%) 

Lisis NaCl 2.5 M, Na2EDTA 100 nM, Tris 10 M, pH 10, Triton X-100 al 

1%,  SDS al 1%. Durante 1h, 4 
o
C 

 EDTA 300 mM, NaOH 1mM, pH 10, 30 min, 4
o
C 

Electroforesis 25 V 300 mA por 1h 

Tinción 70 μL de DAPI al 5 μg·mL
-1
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Figura 4. Fotografías de Dunaliella tertiolecta después de 9 h de exposición a 

benzo[a]pireno en concentración de 3.2 μg·L
-1. 

Las fotografías fueron 

tomadas después de aplicar el ensayo cometa. A) Microalga en agua de mar, 

B) Microalga con acetonitrilo (concentración ≤ 1 %); C) y D) Microalga con 

3.2 μg·L
-1

 de B[a]P. Colorante: DAPI (diclorhidrato de 4´6- diamidino-2 

fenilindol). La observación se realizó utilizando microscopio de 

epifluorescencia  con objetivo 100x y filtro UV. Las condiciones en que se 

realizó el ensayo cometa se muestran en la Tabla II. 
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VII.4. Exposición de Dunaliella tertiolecta a 3.8 g·L
-1

 de B[a]P 

VII.4.1. Prueba de toxicidad 

Por exposición de la microalga a la concentración de 3.8 g·L
-1

 de B[a]P se 

encontraron los resultados que se muestran en la Figura 5. El efecto máximo del 

B[a]P se observó al tiempo 3 h; para el control solvente se visualizó e n  tiempo 

d e  0 h. El mayor efecto en la microalga ocasionado por el control agua de mar se 

encontró a las 12 h. Los valores de número de células dañadas por el B[a]P a la 

concentración de 3.8 μg·L
-1

, fueron aparentemente más elevados que los valores 

observados en las microalgas expuestas a 3.2 μg·L
-1

. La tendencia del efecto en 

ambas exposiciones fue similar: una vez iniciada la exposición, se observó un 

incremento en el daño a las 3 h para luego mostrar una disminución en el tiempo de 

6 h y una tendencia a aumentar desde este tiempo hasta las 12 h. De la misma manera 

que en la exposición a 3.2 μg·L
-1

, D. tertiolecta no mostró daños significativamente 

diferentes por BaP a los ocasionados por ambos controles después de un tiempo de 

exposición de 6 y 9 h. Un aspecto sobresaliente en los resultados de este 

experimento, es que la exposición al B[a]P durante 12 h fue la única en la que no 

se encontró diferencia significativa entre el el daño por el tóxico y ninguno de los 

controles. En todos los demás tiempos de exposición a 3.8 μg·L
-1

, se observaron 

diferencias entre el efecto del B[a]P y el control agua de mar (P 0.05). 
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Figura 5. Efecto del benzo[a]pireno sobre Dunaliella tertiolecta expuesta a la 

concentración de 3.8 μg·L
-1

 en condiciones controladas. El ensayo se realizó 

con aireación, luz continua y temperatura 15 
o
C. Se tomó como criterio de 

efecto el número de células de D. tertiolecta que aparecieron inmóviles 

después de la exposición. Las barras representan el error estándar de n= 3. 

Control agua de mar = Microalgas en agua de mar; control solvente 

(acetonitrilo) = Microalgas con acetonitrilo en concentración ≤1 %. a = 

Significativamente diferente del control agua de mar, b = Significativamente 

diferente del control solvente. 
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VII.4.2. Ensayo cometa para D. tertiolecta expuesta a 3.8 g·L
-1

 de B[a]P 

 

Después de varios experimentos preliminares con variaciones en la 

elaboración de las laminillas, el buffer de lisis y el corrimiento de la electroforesis, se 

establecieron las condiciones más adecuadas en relación a estos parámetros. En el 

ensayo cometa realizado para las microalgas expuestas a esta concentración de 

hidrocarburo, se mejoró la visualización de moléculas de ADN incrementando el 

número de capas de agarosa (Tabla III). En todos los ensayos observados se limitó 

un campo de 100 moléculas de ADN. Para los tiempos de exposición al B[a]P de 0, 

3 y 6 h se observaron formaciones similares a cometas en la mayoría de las 

moléculas contadas, pero con poca claridad. Para la exposición de 9 h, se observó un  

39% de moléculas de ADN en forma de cometas tanto en los tratamientos con 

solvente como con el hidrocarburo. En éste último se visualizó la formación clara 

de cometas, lo cual no se observó  en el caso del solvente (Figura 6). 

 

Tabla III. Condiciones del ensayo cometa aplicadas a Dunaliella tertiolecta 

expuesta a benzo[a]pireno en concentración 3.8 μg·L
-1

 en una serie de 

tiemos de 0, 3, 6, 9 y 12 h. 
 

Laminilla Primera capa: 500 μL de agarosa de punto de fusión normal (0.65  %). 

Segunda capa: 500 μL de agarosa de bajo punto de fusión (0.65 %) con 

300,000 células de D. tertiolecta. Tercera capa: 220 μL de agarosa de punto 

bajo de fusión (0.65 %) 

Lisis NaCl 2.5 M, Na2EDTA 100 nM, Tris 10 M, pH 10, Triton X-100 al  1%, 

SDS al 1%. Durante 30 min, 4 
o
C 

 EDTA 300 mM, NaOH 1mM, pH 10, 30 min, 4 
o
C 

Electroforesis 25 V 300 mA por 30 min 

Tinción 70 μL de DAPI al 5 μg·mL
-1
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Figura 6. Fotografías de Dunaliella tertiolecta después de 9 h de exposición a 

benzo[a]pireno en concentración de 3.8 μg·L
-1

.A) Microalga en agua de mar, B) 

Microalga con 3.8 μg·L
-1

 de B[a]P. Colorante: DAPI (diclorhidrato de 4´6- 

diamidino-2 fenilindol). La observación se realizó utilizando un microscopio de 

epifluorescencia con objetivo 100x y filtro UV. Las condiciones en que se realizó 

el ensayo cometa se muestran en la Tabla III. 
 

 

 
 
 

VII.5. Exposición de Dunaliella tertiolecta a un gradiente de concentración de 

B[a]P 

 

VII.5.1. Prueba de toxicidad 

 

Tomando en cuenta los resultados de los ensayos previos, se eligieron tres 

concentraciones de B[a]P: 4.0, 5.0 y 6.0 μg·L
-1

 así como tres controles: control 

(microalga con agua de mar), control positivo (peróxido de hidrógeno, H202) y 

control solvente (acetonitrilo), siendo en total seis tratamientos. Se tomó como 
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tiempo de exposición el más alto de los probados previamente, el cual fue de 12 h 

como se muestra en la Figura 7. El máximo efecto del B[a]P ocurrió al utilizar las 

concentraciones 5.0 y 6.0 μg·L
-1

. Mientras que para los controles utilizados el 

peróxido de hidrógeno tienen un mayor efecto en la microalga que el resto de los 

controles. Con respecto a las relaciones entre el número de células dañadas por los 

tratamientos, se encontraron diferencias significativas entre los efectos de las tres 

concentraciones de B[a]P. A la concentración de 4.0, 5.0 y 6.0 μg·L
-1

 se observaron 

diferencias significativas en el daño celular de D. tertiolecta con respecto al 

ocasionado por los controles. Entre el efecto de B[a]P a 5.0 μg·L
-1

 y el efecto de 

B[a]P a 6 μg·L
-1

 no se visualizó diferencia (P<0.050). 
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Figura 7. Efecto del benzo[a]pireno sobre Dunaliella tertiolecta expuesta a      

4.0, 5.0 y 6.0 g·L-1 durante 12 h en condiciones controladas. El 

ensayo se realizó con aireación, luz continua y temperatura 15 oC. Se 

tomó como criterio de efecto el número de células de D. tertiolecta que 

aparecieron inmóviles después de la exposición. Las barras representan la 

desviación estándar de n = 3. Control = Microalgas en agua de mar. 

Solvente = Microalgas en agua de mar con acetonitrilo en concentración 

≤1 % H202 = Microalgas con peróxido de hidrógeno 0.50 mM. a = 

Significativamente diferente del control, b = Significativamente diferente 

del solvente, c = Significativamente diferente del H202, d = 

Significativamente diferente del B[a]P 4µg·L-1. 
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VII.5.2. Ensayo cometa para D. tertiolecta expuesta a un gradiente de 

concentración de B[a]P 

 

Con base en la información previamente obtenida en los experimentos 

realizados, se hicieron variantes: desde la preparación de laminillas, la lisis y 

el buffer hasta las condiciones de la electroforesis y finalmente se establecieron 

como condiciones óptimas las que aparecen en la Tabla IV. 

 

Tabla IV. Condiciones del ensayo cometa aplicadas a Dunaliella tertiolecta 

expuesta a un gradiente de concentraciones de benzo[a]pireno durante 

12 h. 
 

 

Laminilla En la laminilla se agrega una capa muy delgada de agarosa de punto de 

fusión normal, (0.65%). Luego se agregan las capas como se describe: 

Primera capa: 500 μL de agarosa de punto de fusión normal (0.65 %). 

Segunda capa: 500 μL de agarosa de bajo punto de fusión (0.65 %) con 

300,000 células de D. tertiolecta. Tercera capa: 220 μL de agarosa de 

punto bajo de fusión  (0.65 %) 

Lisis NaOH 300 mM, Na2EDTA 100 nM, pH 10   SDS 0.1%, 30 min, 15 
o
C 

EDTA 300 mM, NaOH1mM, pH 13, 20 min, 4 
o
C 

Electroforesis 25 V 300 mA por 30 min 

Tinción 70 μL de DAPI al 5 μg mL
-1

 
 
 

Para cada tratamiento un campo de aproximadamen 100 células fueron 

contadas. En el control de agua de mar no se observó daño en la molécula del 

ADN. Como efecto del solvente (acetonitrilo) se observó la formación de un halo 

alrededor de las moléculas en aproximadamente 40 células sin llegar a la formación 

de un cometa. Para el caso del peróxido de hidrógeno, se observó en la mayoría de 

las células contabilizadas la formación de cometas claramente definidos. Los 
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efectos ocasionados en el ADN de las células sometidas a 4.0, 5.0 y 6.0 μg·L
-1

 de 

B[a]P incluyeron la formación de agrupaciones de moléculas y la aparición de 

halos alrededor de la molécula, además de una tendencia a formar cometa, en 

particular en las células que estuvieron sometidas a la más alta concentración 

(Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Fotografías de Dunaliella tertiolecta después de 12 h de exposición a un 

gradiente de concentraciones de benzo[a]pireno. A) Microalga en agua de mar, 

B) Microalga con solvente, C) Microalga con H2O2, D) Microalga con B[a]P     

4.0 μg·L
-1

, E) Microalga con B[a]P 5.0 μg·L
–1

, F) Microalga con B[a]P              

6.0 μg·L
–1

. Colorante: DAPI (diclorhidrato de 4´6- diamidino-2 fenilindol). La 

observación se realizó utilizando un microscopio de epifluorescencia con 

objetivo 100x y filtro UV. Las condiciones en que se realizó el ensayo cometa 

se muestran en la Tabla IV. 
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VII.6. Análisis de viabilidad celular de Dunaliella tertiolecta expuesta a un 

gradiente de concentración de B[a]P 

Tanto en las microalgas sin tratamiento (control) como en las que fueron 

tratadas con el  acetonitrilo, se observó una coloración roja sobre las células, 

distribuida de manera homogénea en toda la superficie celular (Figuras 9A y 9B). 

Para el tratamiento con el peróxido de hidrógeno, se observa una coloración azul, 

en especial en el lugar de inserción de los flagelos (Figura 9C). Las microalgas 

expuestas a B[a]P en concentración de 4.0 μg·L
-1

, mostraron una coloración 

completamente roja pero también se observan células con una coloración azul 

cubriendo parcialmente la superficie celular (Figura 9D). La mayor intensidad en la 

coloración se encontró en las células expuestas a 5.0 y 6.0 μg·L
-1

 de B[a]P (Figuras 

9E y 9F), en las que se observó una coloración azul intensa distribuida total y 

homogéneamente en la superficie de la célula, aunque también se observaron 

células teñidas de rojo. El cálculo del porcentaje de viabilidad celular dio un 

resultado del 40%. 
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Figura 9. Fotografias de Dunaliella tertiolecta con fluorocromo para observar 

viabilidad celular . A) Microalga en agua de mar), B) Microalga con solvente, 

C) Microalga con H2O2, D) Microalga con B[a]P  4.0 μg L
-1

 , E) Microalga con 

B[a]P 5.0 μg L
–1

, F) Microalga con B[a]P 6.0 μg L
–1

. Colorante: Calcofluor 

White Stain. La observación se realizó utilizando microscopio de 

epifluorescencia con objetivo 100x y filtro UV. Las condiciones en que se 

realizaron en el ensayo cometa se muestran en la Tabla IV. 
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VIII. DISCUSIÓN 

 

Una de las variables para medir toxicidad en fitoplacton es la densidad 

celular, utilizada para hacer comparaciones entre cultivos expuestos a 

contaminantes y cultivos que se encuentran sin la adición de un contaminante o 

sustancia tóxica, la cual ha sido utilizada ampliamente como una aproximación 

para conocer el estado fisiológico del fitoplancton (Cullen y Davis, 2003). Existen 

diferentes reportes donde se aplica la densidad celular como una medida de 

toxicidad, en los que la acción del tóxico es cuantificada dependiendo del cambio 

de la tasa de crecimiento en cultivos expuestos (Olivieira et al., 2007). La utilidad 

de este parámetro ha sido demostrada por varios autores, ya que es una medición 

sencilla, rápida y fácil de realizar; por otra parte, es un parámetro sensible que 

puede poner de manifiesto la capacidad de los organismos para sobrevivir cuando el 

daño es reversible y permite la recuperación, como es el caso de algunos efectos 

subletales (Siron et al., 1991). Otra situación que puede ser detectada es la 

habilidad de un organismo para inducir la producción de enzimas de 

biotransformación o para desarrollar mecanismos de defensa a nivel celular 

(Nikookarr et al., 2005; Rojas-Leal, 2010). De lo anterior se desprende que el 

conteo celular puede ser de utilidad en la evaluación del desempeño de métodos no 

usados previamente en aplicaciones toxicológicas, o bien, en el seguimiento del 

daño que algunas sustancias ocasionan a nivel celular o bioquímico. Tal es el 
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caso de la evaluación de agentes genotóxicos, para los cuales hacen falta 

aplicaciones novedosas que permitan establecer el daño a nivel genómico. Un 

ejemplo de este tipo de sustancias es el benzo[a]pireno, un compuesto no polar 

cuyas características hidrofóbicas facilitan su entrada al organismo ya que posee 

una alta solubilidad en las membranas, siendo el ADN un solvente para este 

hidrocarburo (IARC, 1972). 

Para evaluar un efecto subletal es necesario que el daño causado por el 

tóxico genere una respuesta intensa y observable, pero no letal; y de preferencia, 

que se genere un biomarcador utilizable para evaluar los posibles efectos (Guerra-

Rivas et al., 2010). Un efecto de este tipo es el ocasionado por el B[a]P, para el cual 

el conocimiento de su mecanismo de acción es crucial en la consideración de 

biomarcadores. Se sabe que la molécula de B[a]P es capaz de ocasionar daño al 

ADN enlazándose al receptor de hidrocarburo de aril, siendo  transportado hacia el 

núcleo, activando la transcripción de segmentos particulares en la molécula del 

ADN y creando en ésta una serie de sitios lábiles a sustancia alcalinas que generan 

genotoxicidad (Denison y Naggy, 2003).  

Para las microalgas, se ha encontrado que pueden desarrollar mecanismos de 

resistencia al estar expuestas a sustancias genotóxicas. Si bien puede observarse 

una completa inhibición del crecimiento, este efecto puede ser seguido de una 

recuperación gradual del crecimiento celular (Zbigniew y Wojciech, 2006). Cabe 

recalcar que en los análisis de toxicidad que se han realizado para algunos 

hidrocarburos, se ha reportado que éstos han demostrado  ser  no  del todo tóxicos 
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para algunas microalgas (Fletcher, 1987), mientras que otros hidrocarburos pueden 

llegar a ser muy tóxicos (Kauss y Hutchinson, 1975; Corner et al., 1976). Esto es en 

función tanto de la especie de microalga analizada, como del tipo del hidrocarburo a 

evaluar, pero también de las condiciones experimentales. 

En el presente trabajo, se encontró que al primer contacto de D. tertiolecta 

con el hidrocarburo a una concentración de 1.0 μg L
-1

 mostró un daño a las células, 

el cual ocasionó una notoria disminución en la densidad celular (tiempo 0 h, 

Figura 3), efecto que puede ser considerado como producto de la acción del B[a]P 

al irrumpir en la membrana celular. Por otra parte, el efecto del solvente no es 

significativo y el daño celular que se ocasiona no rebasa el que es generado por la 

manipulación propia del experimento, como lo muestra el control de microalgas 

en agua de mar en el mismo intervalo de tiempo. Esta primera aparición de daño 

celular, se revierte a medida que se permite el paso del tiempo, como se observa 

en la exposición durante 6 h, en donde el daño del B[a]P es menor que el que 

ocasiona el solvente. La falta de efecto en la fase final de la exposición, en el 

intervalo de 6 a 12 horas, se caracteriza por una semejanza en los valores de 

densidad entre las tres mediciones en cada intervalo de tiempo, alcanzando al final 

del experimento la observación general de que a la concentración de 1.0 μg·L
-1

 en el 

medio, B[a]P no ejerce efecto sobre D. tertiolecta. Más aún, este primer 

experimento sugiere que a pesar de que el tiempo de exposición aumenta, la 

microalga puede soportar este nivel de hidrocarburo, ya que el daño es mínimo, o 

bien, D. tertiolecta es capaz de inducir un mecanismo general de resistencia al 
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mismo. Es decir, la respuesta de la microalga al B[a]P puede deberse a una 

aclimatación o adaptación del microrganismo a un cierto contaminante, 

determinada por la rapidez con la que el xenobiótico puede ser eliminado de su 

sistema. Estas adaptaciones pueden expresarse en mecanismos o procesos 

bioquímicos interrelacionados, como pueden ser  algunos cambios genéticos 

para adquirir capacidades metabólicas (Spain et al., 1983). 

En el caso de D. tertiolecta expuesta a 3.2 μg·L
-1

 de B[a]P, se presentó una 

tendencia diferente a la observada en la concentración de 1.0 μg·L
-1

. Sin embargo, 

para esta concentración de 3.2 μg·L
-1

, al tiempo 0 h se reportó también un efecto del 

solvente, como lo muestra la diferencia significativa con respecto al tiempo 0 del 

control con microalgas en agua de mar (Tiempo 0 h, Figura 4). En este intervalo, 

que incluye el efecto de la manipulación y el primer contacto con los agentes 

xenobióticos agregados (solvente y B[a]P), se muestra que existe una sinergia entre 

ambos al estar en contacto con la microalga. Sin embargo, esta sinergia desaparece 

a partir de un tiempo de exposición de 3 h, en donde sólo se observó un efecto 

significativo para el B[a]P. En comparación con el efecto del primer contacto, en 

donde tanto solvente como hidrocarburo ejercen efecto, durante la exposición 

ampliada a 3 h, el efecto de 3.2 μg·L
-1

 de B[a]P es exclusivo para el B[a]P, y a partir 

de ese intervalo se repite el patrón de efecto que ejerce el B[a]P a la concentración de 

1.0 μg·L
-1

. Por otra parte, este experimento a concentración de 3.2 μg·L
-1

  sugiere 

la posibilidad de que durante un tiempo de exposición breve, el B[a]P a este 

nivel es retrasado en su efecto y es hasta periodos más extendidos de exposición 
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cuando se denota la reversión de efectos que  mencionan Volloton et al. (2008), 

quienes afirman que la reversión de efecto es posible si se activan enzimas como 

el citocromo P450. Además, queda claro que la introducción de un agente 

xenobiótico a través de la membrana celular se facilita si la concentración es 

mayor, en este caso para B[a]P, si comparamos el experimento al utilizar (1.0 μg·L
-

1
) y el presente (3.2 μg·L

-1
). De acuerdo con los aspectos fundamentales de la 

toxicología, cualquier agente xenobiótico se verá facilitado en su difusión a través de 

la membrana si ésta cuenta con un buen gradiente de concentración, ya que obedece 

la ley de Fick, siempre y cuando su actividad química no se vea rebasada, lo cual no 

ocurre a bajas concentraciones. Si se suma a este hecho el alto coeficiente de 

partición del B[a]P, se puede explicar el rápido efecto (tiempo 0 y tiempo 3 h) 

y la rápida eliminación de la molécula de B[a]P del sistema celular. Es decir, tanto 

la primera fase como la última en el comportamiento del B[a]P sobre D. 

tertiolecta y la respuesta que ésta manifiesta hacia el hidrocarburo, pueden ser 

explicados mediante la aplicación de la ley de Fick y el alto coeficiente de partición 

del tóxico. 

Con respecto a la concentración de 3.8 µg·L
-1

, a pesar de la diversidad 

aparente de efectos del solvente y de B[a]P sobre D. tertiolecta, un análisis 

cuidadoso de los resultados arroja concordancia con el experimento y las 

observaciones anteriores. Como se observa (Figura 6), el B[a]P ejerce un efecto 

constante y al menos hasta las 9 h de exposición, causa daño celular significativo 

en comparación con los demás tratamientos, alcanzando su máximo efecto a las 3 
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h de exposición. A la vez, el control solvente muestra alternancia en el  efecto, 

siendo significativamente mayor al primer contacto, pierde efecto a las 3 h y 6 h 

de exposición; recupera su significancia a las 9 h, y vuelve a perderse a las 12 h 

de exposición. Con base en lo anteriormente mencionado, es explicable esta serie de 

fenómenos si consideramos la ley de Fick: se sigue facilitando la entrada por 

gradiente de concentración, y además, por su coeficiente de partición. Al mismo 

tiempo, aún es posible para D. tertiolecta eliminar al B[a]P y finalmente, logra 

adaptarse a la presencia del mismo a las 12 h. Más aún, si se toma en cuenta el 

experimento siguiente, en donde el análisis estadístico mostró que la 

concentración necesaria de B[a]P para causar daño celular en períodos largos de 

exposición es de por lo menos 5 μg·L
-1

, se refuerza el hecho de que, a 4 μg·L
-1 

y 

a un tiempo extendido de exposición, D. tertiolecta es capaz de resistir mediante 

algún mecanismo la acción del B[a]P. Esto concuerda con lo reportado por 

Guerra-Rivas et al. (2010) para otro HPA, quienes señalan que D. tertiolecta 

responde al fenantreno mediante la bioconcentración, que consiste en la 

introducción del HPA a su sistema, siendo posible que lo bioconcentre y remueva  

un 95 % del mismo  en un tiempo aproximado de dos horas. Otros autores 

(Wang et al., 2002), reportaron que en especies de microalgas que fueron 

expuestas a bajas concentraciones de antraceno (1.5 a 6.0 µg·L
-1

) se presenta 

crecimiento, así como altos contenidos de proteínas, clorofila a y carotenos, los 

que  aumentaron de acuerdo con la densidad celular. 
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La técnica del ensayo cometa es utilizada cada vez más en pruebas de 

genotoxicidad, ya que con ella se pueden descubrir los diferentes tipos de daño de 

ADN, ya sea roturas simples o de doble cadena del ADN, así como sitios álcali-

lábiles, o bien entrecruzamientos de ADN-ADN y ADN-proteína (Singh et 

al.,1988). En este trabajo se evaluó la sensibilidad del ensayo cometa para medir 

genotoxicidad en células vegetales, así como la viabilidad de D. tertiolecta 

después de exponerse al benzo[a]pireno. Los resultados obtenidos indican que 

existen diferencias en los efectos con B[a]P en comparación con el control 

negativo (microalga con agua de mar); también se observó que el nivel de daño se 

incrementó a medida que aumentaba la concentración del B[a]P o bien, el tiempo 

de exposición. Además, se encontró que existe un incremento en la migración de la 

cola del cometa para los experimentos en los que se utilizaron concentraciones arriba 

de 3.2 µg·L
-1

 de B[a]P después de 9 horas de estar en contacto con el hidrocarburo 

(Figuras 4, 6 y 9). Las imágenes de cometa obtenidas en el presente estudio 

mostraron una apariencia muy parecida a la que encontró Singh et al. (1988) en 

linfocitos humanos bajo el efecto de Rayos X. De la misma manera, Somshekhar 

et al. (2006) encontraron cometas que mostraron el daño sobre ADN en la 

diatomea marina Chaetoceros tenuissimus. En ambos trabajos se demostró que la 

velocidad de migración es directamente proporcional al daño ocasionado en la 

cadena de ADN, independientemente de la naturaleza del agente genotóxico, 

químico o físico. Por lo anterior, era de esperarse que mientras no ocurriera la muerte 

celular a 3.2 µg·L-
1 

de B[a]P, sólo resultaría afectada la posición final de la 
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molécula de ADN pero no se modificaría la forma del cometa, ya que el daño 

ocasionado por estas concentraciones de B[a]P es similar al de los agentes 

mencionados y probablemente sea sólo una cadena la que fue afectada (Tice et 

al., 2000). Por otra parte, pudiera existir la sospecha de que existió fragmentación 

nuclear por apoptosis, ya que este proceso también ocasiona la formación de 

cometas. Sin embargo, esta conclusión es descartable debido a que el tamaño y 

forma de los cometas obtenidos no corresponden a cometas que han sufrido 

apoptosis, ya que ésta ocasiona un cometa tipo “headgehog”, término que describe 

a un cometa con una cabeza muy pequeña y una cauda muy larga en forma de 

abanico, lo cual no es el caso de los obtenidos  en el presente trabajo (Rundell 

et al., 2003). 

Con base en los resultados obtenidos a las concentraciones de 3.2 µg.L
-1

 así 

como en 3.8 µg·L
-1

 se realizó un último experimento donde se probaron 3 controles 

y concentraciones más elevadas de B[a]P, las que fueron 4.0, 5.0 y 6.0 µg·L
-1

. En 

este experimento, la mayoría de las moléculs observadas presentaban un fenómeno 

diferente a lo observado a concentraciones más bajas: la aparición de 

conglomerados de moléculas en conjuntos de 2, 3 o 4 moléculas de ADN (Figura 

9D). Esta unión, o fusión de moléculas de ADN unidas entre sí fueron descubiertas 

por Holliday desde hace más de cuarenta años (1964) y descritas en la última 

década con mayor precisión (Hays et al., 2006; Liberi y Foiani, 2010). De acuerdo 

con estos autores, los entrecruzamientos se deben a procesos de reparación de ADN 

que un organismo realiza para preservar información genética. Aplicando estos 
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hallazgos,  podemos hipotetizar que D. tertiolecta, al exponerse a altas 

concentraciones de B[a]P sufrió rupturas en la cadena de ADN, dejando 

expuestos nuevos sitios de síntesis y creando la posibilidad de entrecruzamientos 

entre moléculas a través de nuevas interacciones ADN-ADN. Como resultado, 

podrían generarse sitios de crecimiento de núcleos de ADN que en conjunto 

formarían racimos o conglomerados.  

Como se esperaba, el peróxido de hidrógeno 0.05 mM (control positivo) 

indujo un aumento en la migración de ADN mientras que el solvente 

(acetonitrilo) sólo causó un daño leve (Figura 9 C). Como se sabe, el peróxido de 

hidrógeno es uno de los más potentes agentes químicos que causan daño en el 

ADN debido a su capacidad para generar radicales libres (Heaton et al., 2002). 

Por esta razón, se consideró conveniente utilizarlo como control positivo y 

monitorear con ello el daño producido a la molécula. Por lo tanto, la aparición de 

cometas en el tratamiento con H2O2 garantiza la calidad de los resultados 

obtenidos. Trabajos como el de Erbes (1997) hacen uso de este tipo de monitoreo 

para evaluar la sensibilidad del ensayo cometa en la detección de daño al ADN 

para Chlamydomonas reinhardtii. En su estudio, Erbes (1997) sometió a esta 

microalga durante dos horas al peróxido de hidrógeno en la oscuridad y detectó 

daño en la integridad del ADN (Erbes et al., 1997). 

Con respecto al análisis de viabilidad de D. tertiolecta a altas 

concentraciones mediante el uso de los fluorocromos, se observó un cambio en su 

morfología debido a la exposición al benzo[a]pireno, presentando un aumento en 
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el volumen de las células, así como la inmovilización de las mismas. Este efecto ha  

sido reconocido como una estrategia celular para contrarrestar el estrés sufrido por 

la exposición, como lo afirman Bolaños y García (1992) por medio de las 

observaciones mediante fotografías obtenidas con el microscopio de 

epifluorescencia similares a las que se reportan en este trabajo. A pesar de este 

mecanismo de defensa, el deterioro en las células es evidente, de manera similar 

a lo observado por estos autores. 

El colorante Calcofluor White Stain tiñe las paredes celulares de plantas 

superiores, así como la pared de hongos y algas, debido a su alta afinidad por las 

estructuras  con alto contenido de polisacáridos. Estudios realizados por Fischer 

et al. (1985) demuestran que este fluorocromo solamente tiñe las paredes de 

células vivas, por lo cual sugieren que dicho compuesto puede ser aplicado para la 

diferenciación entre células vivas y muertas. Sin embargo, en el presente trabajo, 

se observó una diferencia de intensidad de las células teñidas, con lo que se puede 

decir que la coloración depende del grado de daño ocasionado por el contacto con 

el B[a]P. Esto concuerda con otros estudios, como los realizados por Markelova 

et al. (2000) con Chlorella, Coelastrum nephrochoris y Haematococcus, en los que 

concluyeron que la intensidad de la fluorescencia depende del tamaño de la célula 

y está evidentemente relacionado con los cambios en la composición química de 

las estructuras de los polisacáridos. Según estos autores, este fluorocromo puede 

ser usado no solamente para diferenciar células vivas de las muertas sino también 

para predecir el estado fisiológico de las algas unicelulares debido a que ambas se 
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tiñen por igual, y el nivel de teñido va directamente relacionado con el nivel de 

daño ocasionado por el tóxico. 

Para D. tertiolecta, se observó que la tinción se llevó a cabo en el punto 

de inserción de los órganos de movilidad (flagelos) al cuerpo celular. Esto es de 

esperarse si el colorante se enlaza a sitios celulares de alto contenido de 

polisacáridos. Sin embargo, la tinción no se observa con alta definición en toda 

la célula debido a la carencia de pared celular en D. tertiolecta. Por otra parte, a 

pesar de un aparente deterioro, la célula se observa completa para los casos de 

controles, tanto el de agua de mar como el de acetonitrilo y el de peróxido. En 

cambio, se observan anomalías en la morfología de la membrana, indicando 

penetración del B[a]P a todas las concentraciones probadas en este experimento (4, 5 

y 6 µg·L
-1

) y a este tiempo de exposición de 12 h. Estas observaciones concuerdan 

con el resultado de la medición de densidad celular, en la prueba de toxicidad ante 

el gradiente de concentración, en los que se puede observar que a estas 

concentraciones de B[a]P existe daño significativo. 

Existen reportes similares a este trabajo que en conjunto sugieren que las 

microalgas no sólo pueden sobrevivir en presencia de hidrocarburos, sino que 

aparentemente desarrollan mecanismos por los cuales pueden adaptarse a los 

mismos. Lei et al. (2002) demostraron la eficiencia para la remoción de pireno a 

bajas concentraciones en varias microalgas, entre ellas Chlamydomonas sp., 

Chlorella vulgaris y Selenastrum capricornutum. Para Isochrysis galbana, Wang et 

al. (2002) reportaron crecimiento en presencia de antraceno a concentraciones entre 
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1.5 y 6.0 µg·L
-1

, las cuales son muy parecidas a las utilizadas en el presente trabajo. 

Por su parte, Guerra-Rivas et al. (2010) encontraron que D. tertiolecta al ser 

expuesta a concentraciones entre 1.3 - 5.0 µg·mL
-1

 de antraceno fue capaz de 

bioconcentrar más del 95% del medio circundante del hidrocarburo. Velázquez-

Pech (2010) demostró la recuperación de la eficiencia fotosintética de D. tertiolecta 

después de haber sido expuesta a concentraciones entre 6.0 y 15.0 μg·mL
-1

. A pesar 

de la concentración de B[a]P usada en el presente estudio, que resulta ser baja en 

comparación con la utilizada por Velázquez-Pech (2010) en su trabajo sobre 

efectos de B[a]P en el sistema fotosintético, en ambos trabajos hay concordancia. 

Tanto en el sistema fotosintético como en el ADN estudiado en el presente trabajo, 

existe la coincidencia en afirmar la capacidad de la microalga para resistir altas 

concentraciones en tiempos cortos; o bien, bajas concentraciones en períodos 

prolongados. Por otra parte, Yan et al. (2002) mencionan que a la concentración de 1 

μg·L
-1

 bajo luz blanca, Chlorella prothecoides realiza degradación del antraceno en 

un 29 al 30%. Los resultados de ambos trabajos y los del presente estudio sugieren 

que D. teriolecta posee mecanismos de resistencia, lo que la hace ser un buen 

bioindicador para sustancias genotóxicas. 

Para el análisis de viabilidad celular, se realizaron conteos de células con 

el fin de tener una estimación del daño producido por la exposición al B[a]P. En 

los resultados de este estudio se estima un porcentaje del 40% de viabilidad celular, 

el cual está relacionado con la observación de las fotografías donde se mostraron 

células dañadas y sin daño. En los resultados obtenidos se verificó lo propuesto en 
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el trabajo de Markelova et al. (2000), quienes afirman que estos fluorocromos no 

deben ser usados solamente para diferenciar células vivas de las muertas debido a 

que ambas se tiñen por igual, y el nivel de teñido va directamente relacionado con 

el nivel de daño ocasionado por el tóxico. Con esta base, es posible hipotetizar 

que, si bien ocurre un efecto por causa del B[a]P, éste no necesariamente es 

cuantal, sino que puede ser gradual, o bien es reparado de tal forma que 

simultáneamente ocurre el daño y la reparación y la resultante es un daño parcial. 

Otra posibilidad que los resultados en el presente  experimento sugieren es la 

ocurrencia de una resistencia al tóxico inducida por el B[a]P en D. tertiolecta 

relacionada con mecanismos fisiológicos o mutacionales llevados a cabo por la 

propia célula. En relación a esto, Carrera-Martínez et al. (2010) reportaron una 

rápida evolución en D. tertiolecta que ocurre como resultado de una mutación 

preselectiva al ser expuesta al petróleo obtenido de una derrama en el mar. Dichos 

autores encontraron que esta especie es capaz de generar cepas resistentes al 

petróleo mediante mutaciones que llevan a cabo de manera espontánea antes de 

entrar en contacto directo con el agente causal a una velocidad de 2.76 x 10
-5

 

mutantes por división celular llegando a alcanzar en el equilibrio 6 células 

resistentes al petróleo (mutantes) por cada 1000 células de tipo salvaje. De acuerdo 

con los autores mencionados, con estas cifras la población microalgal asegura una 

adaptación a un ambiente contaminado por una catástrofe ambiental. Por otra parte, 

Carrera Martínez et al. (2010) mencionan que la diatomea Skeletonema costatum 

es capaz de recuperar en 5 h su eficiencia fotosintética perdida por efecto del 
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petróleo. Con base en la discusión previa, es posible afirmar que D. tertiolecta es 

capaz de resistir ambientes contaminados por petróleo, sus derivados o bien 

alguno de sus componentes como el B[a]P, al menos en el intervalo de 

concentraciones utilizadas en este trabajo. 

Los datos obtenidos en el presente estudio mostraron que D. tertiolecta es 

capaz de presentar adaptaciones a agentes genotóxicos, ya que después de 

exponerse al hidrocarburo bajo una serie de concentraciones y tiempos de 

exposición, esta microalga fué capaz de adaptarse aún después de haber sido 

expuesta a la concentración más alta probada en este trabajo. Lo anterior 

demuestra que D. tertiolecta es capaz de resistir y mantener su viabilidad después 

de estar en contacto con benzo[a]pireno en un tiempo prolongado. 
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 IX. CONCLUSIONES 

 

1.- El B[a]P, a una concentración de 1.0 µg·L
-1

 ejerce un efecto significativo 

sobre las células de Dunaliella tertiolecta al contacto inmediato, efecto tóxico 

detectado por la medición de densidad celular, pero no mediante el ensayo 

cometa. 

 

2.- El ensayo cometa, adaptado a la microalga marina D. tertiolecta, mostró que: 

a) El efecto tóxico que ejerce el B[a]P a una concentración de 3.2 µg·L
-1

 sobre 

D. tertiolecta durante 6 horas de exposición mediante conteso celulares es 

detectado por el ensayo cometa a las 9 horas de exposición. 

 

b) El B[a]P, a una concentración de 3.8 µg·L
-1

 ejerce un efecto de daño 

genómico sobre las células de Dunaliella. tertiolecta al ser expuestas 

durante 9 horas, detección del efecto tóxico mediante el uso de la densidad 

celular como criterio de toxicidad. 

 

c) Las células de D. tertiolecta resultan con daño a nivel genómico al ser 

expuestas a una concentración de benzo[a]pireno de 4.0 µg·L
-1

 durante 12 

horas, lo que no fue detectado con el uso de la densidad celular como criterio 

de toxicidad. 
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d) Las células de Dunaliella tertiolecta resultan con daño a nivel genómico al ser 

expuestas a concentraciones de benzo[a]pireno de 5.0 y 6.0 µg L
-1

 por un 

tiempo de 12 horas, lo que concuerda con el uso de la densidad celular como 

criterio de toxicidad. 

 

3.- La adaptación del protocolo del ensayo cometa para su aplicación en células 

vegetales realizada en el presente trabajo puede ser una herramienta útil en la 

detección de daño genómico en D. tertiolecta. 
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ANEXOS 

 

Tabla V. Variantes realizadas en la preparación de las laminillas utilizadas para el ensayo cometa en células de Dunaliella tertiolecta 

después de la exposición al hidrocarburo policíclico aromático benzo[a]pireno. 
 

Preparación de 
Laminillas 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

En la laminilla esmerilada se 

agrega una capa de 250 μL de 

agarosa punto normal fusion, 

seguida de esta se agrega una 

segunda capa 250 μL la cual 

contiene las células de D. 

tertiolecta, al final se agrega una 

tercera capa 180μL de agarosa 

punto bajo de fusión como 

protección. 

En la laminilla esmerilada se 

agrega una capa de 400 μL de 

agarosa punto normal fusión, 

seguida de ésta se agrega una 

segunda capa 400 μL punto bajo 

de fusión la cual contiene las 

células de D. tertiolecta, al final 

una tercera capa 220μL de 

agarosa punto bajo de fusión 

como protección. 

En la laminilla esmerilada se 

agrega una capa de 500 μL de 

agarosa punto normal fusión, 

seguida de esta se agrega una 

segunda capa de agarosa punto 

bajo de fusión 500 μL la cual 

contiene las células de D. 

tertiolecta, al final una tercera 

capa de agarosa punto bajo de 

fusión 320μL como protección. 

En la laminillas se agrega una capa muy 

delgada de agarosa punto normal fusión 

esto es para ayudar a visualizar major las 

células ya que son de un tamaño muy 

pequeño y se dificulta su visualización, 

posterios a esto se agregan las capas como 

anteriormente se describen solamente 

cambiando la cantidad de agarosa a 

utilizar. 
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Tabla VI. Variantes realizadas en la lisis en células de Dunaliella tertiolecta después de haber sido expuestas al hidrocarburo policíclico 

aromático benzo[a]pireno. 
 

 
 

Lisis 
 

 
 

NaCl 2.5 M, 

Na2EDTA 100 

nM, Tris 10 M, 

pH 

10,Triton X-100 

1%, SDS 1% 

1h,  4 
o
C 

Volumen 1L 

NaCl 2.5 M, Na2EDTA 

100 nM, Tris 10 M, pH 

10Triton X-100 1.1%, 

1.3%, 1.5%, 1.7%, 2% 

SDS 1.1%, 1.3%, 1.5%, 

1.7%, 2% 

2h, 3h, 4h, 4 
o
C 

Volumen 1L 

NaCl 2.5 M, 

Na2EDTA 100 nM, 

Tris 10 M, pH 10 

Triton X-100 1.5%, 

1.7% 

SDS 1.5%, 1.7% 

2h, 4 
o
C 

Volumen 1L 

NaCl 2.5 M, 

Na2EDTA 100 nM, 

Tris 10M, pH 10 

Triton X-100 1.7% 

SDS 1.7% 

2h, 4 
o
C 

Volumen 1L 

NaOH 300 mM, 

Na2EDTA 100nM, 

pH 10 

SDS .1% 

5, 10, 15 y 20 min, 

15
o
C 

Volumen 1L 

NaOH 300 mM, 

Na2EDTA 100 nM, 

pH 10 

SDS .1% 

20 min, 15
o
C 

Volumen 1L 
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