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RESUMEN

Los niveles de exposicion diaria de radiofrecuencias y microondas (RF-MI) han aumentado
significativamente en las ultimas décadas para todos los seres vivos que habitan en la Tierra.
La exposicion a cualquier radiacion del espectro de RF-MI, tanto de manera individual o en
combinacién, aumenta la probabilidad de que existan efectos potencialmente nocivos. Estos
efectos pueden ser térmicos (aumento de la temperatura del material bioldgico) o atérmicos
(tales como cambios en la permeabilidad de la membrana celular y la tasa de crecimiento
celular, asi como la interferencia con iones y moléculas organicas), donde el nivel de peligro
depende de los niveles de potencia y frecuencia de las radiaciones, y de las propiedades

intrinsecas de los tejidos expuestos.

La legislacion mundial vigente esta enfocada en prevenir los dafios por los efectos térmicos de
estas radiaciones. Sin embargo, diversos estudios, desarrollados mayoritariamente en seres
humanos y animales, han demostrado que existe un potencial riesgo para la salud asociado a
los efectos atérmicos. Sobre esta base, el objetivo de este estudio fue analizar el efecto
atérmico de la radiacion wifi, proveniente de un router de uso domeéstico, sobre la
germinacién, el desarrollo vegetativo y los patrones de metilacion de Arabidopsis thaliana.
Los resultados muestran que la radiacién wifi no tiene influencia sobre el proceso de
germinacion. No obstante, cuando se exponen plantulas de 7 dias de edad a radiaciéon wifi
continua por 14 dias se observa mayor crecimiento de las hojas en detrimento de la raiz, y ese
patrén es independiente de la distancia a la fuente. Los patrones de metilacion evaluados en las
hojas de estas plantulas, cambian significativamente en comparacion con los controles,
disminuyendo la metilacion en el caso de las tratadas. Los cambios en los patrones de
metilacién, junto con la respuesta diferencial observada en la formacion de biomasa en
plantulas expuestas a radiacion, indicarian que estos campos electromagnéticos producen

efectos de tipo atérmicos sobre las plantas.



ABSTRACT

Daily exposure levels of radiofrequency-microwave (RF-MW) have increased significantly in
recent decades for all living things on Earth. Exposure to any radiation of the RF-MW
spectrum, such as microwaves, either individually or in combination, increases the likelihood
for potentially harmful effects. These effects may be thermal (temperature rise of the
biological material) or non-thermal (such as changes in the permeability of the cell membrane
and the rate of cell growth, and interference with ions and organic molecules), where the level
of danger depends on power level, and frequency of radiation, and the intrinsic properties of

the exposed tissue.

The global legislation is focused on preventing damage by thermal effects of this radiation,
however, several studies developed mainly in humans and animals have shown that there is a
potential health risk associated with non-thermal effects. On this basis, the aim of this study
was to analyze the non-thermal effect of wifi radiation from a household router on
germination, vegetative growth and methylation patterns of Arabidopsis thaliana. The results
show that the wifi radiation does not influence the germination process. However, when 7
days old seedlings were exposed to continuous wifi radiation for 14 days, increased leaf
growth at the expense of root is observed, and this pattern is independent of the distance to the
source. Methylation patterns evaluated in leaves of these seedlings changed significantly
compared to controls, decreasing the overall methylation in the case of treated plants. Changes
in methylation patterns, along with that observed in differential response of biomass formation
in seedlings exposed to RF-MW wifi radiation, indicates that these electromagnetic fields

produce non-thermal effects on plants.



INTRODUCCION

A partir del término de la segunda guerra mundial, el nivel de exposicion a las
Radiofrequencias-Microondas (RF-MI) ha aumentado draméticamente con el desarrollo y
masificacion de las tecnologias de las comunicaciones inalambricas (Hyland 2000, Zamanian
y Hardiman 2005). Las soluciones tecnoldgicas mas comunes dentro del rango de las
radiofrecuencias, incluyen radio AM y FM, estaciones de television y los teléfonos moviles;
mientras que los sistemas de radar e internet inalambrico como el wifi, emiten en el rango de
las microondas (Zamanian y Hardiman 2005). Este Gltimo corresponde a una marca registrada
por Wi-Fi Alliance y actualmente se le conoce como la contraccion de “Wireless Fidelity”
(http://www.wi-fi.org). Es una tecnologia de banda ancha inalambrica de corto alcance que
transmite entre 2.4 y 2.5 GHz y se ha posicionado como uno de las avances tecnolégicos mas
utilizados de los ultimos afios (Foster y Moulder 2013). En la actualidad, el wifi es la base de
casi todas las redes de area local inalambricas (WLAN, por sus siglas en inglés) presentes en
los hogares, oficinas y otros ambientes, donde practicamente todos los ordenadores portatiles y
teléfonos inteligentes vienen equipados con wifi (Avendafio et al. 2012, Foster y Moulder
2013).

El incremento excesivo en el medio ambiente de RF-MI, que ha llegado incluso a catalogarse
de “contaminacion electromagnética” (Balmori 2009), ha despertado el interés en el estudio de
sus efectos en los organismos vivos. La frecuencia de las RF-MI, en conjunto con la
intensidad de las mismas, puede provocar el calentamiento del material expuesto, debido a la
absorcion de energia por parte del contenido hidrico del tejido (Hyland 2000). ElI impacto
térmico se considera de “corto plazo”, y se mide a través de la Tasa de Absorcion Especifica
(SAR, por sus siglas en inglés), es decir, la cantidad de radiacion absorbida por kilogramos de
masa. La legislacion actual en la mayoria de los paises, se basa en estos efectos, la cual fija un
limite de 2 W/kg de SAR para la exposicion a RF-MI (Belyaev 2008). En la actualidad sin
embargo, la controversia se centra en los efectos atérmicos, los cuales provocan alteraciones

que no estan asociadas a un aumento de la temperatura (SAR < 2 W/kg), y para los cuales, no



existe regulacion o normativa, a excepcion de Rusia (Belyaev 2005, 2008). Algunas de las
alteraciones mas estudiadas se relacionan con cambios en la permeabilidad de la membrana
celular y la tasa de crecimiento celular, asi como la interferencia con iones y moléculas
organicas, como el ADN vy las proteinas (Hyland 2000, Shiroff 2008, BioinitiativeReport
2012). Estas respuestas estan ligadas generalmente a exposiciones prolongadas o “cronicas”,
que son dificiles de monitorear en el tiempo (Belyaev 2005).

Diversos estudios indican que los efectos atérmicos de estas radiaciones provocan alteraciones
de tipo genotoxicas que, dependiendo de factores tales como la ontogenia, tiempo de
exposicion, tipo de RF-MI, entre otros factores, pueden gatillar distintas respuestas. Una
disminucion del crecimiento principalmente en las raices, fue reportada por Singh et al. (2012)
y Sharma et al. (2009) en plantulas de Vigna radiata. La germinacién también se vio inhibida
en esta especie, en correlacion con el tiempo de exposicion (Sharma et al. 2009). En Allium
cepa, bajo campos electromagnéticos de 400 y 900 MHz, se obtuvo un rango normal de
germinacion, mientras que se observd un aumento en las aberraciones cromosémicas de
células radiculares (Tkalec et al. 2009). Un resultado similar se obtuvo en el analisis de Lens
culinaris bajo radiacién de 1800 MHz derivada de teléfonos mdviles, observando un aumento
del grado de c-mitosis en semillas en estado de dormancia (Akbal et al. 2012). Arboles
jévenes de Pinus sylvestris, creciendo bajo radiacién directa de una antena de radio (154-162
MHZz), experimentaron una disminucién en el crecimiento radial del fuste, un aumento de la
produccion de resina, crecimiento y envejecimiento prematuros, disminucién de la viabilidad
y una baja germinacion de las semillas con respecto a aquellos que crecian lejos de la fuente
de radiacion (Balodis et al. 1996, Selga y Selga 1996). En plantulas de soya (Glycine max) se
reportaron respuestas positivas y negativas de crecimiento de raices, epicotilo e hipocotilo
bajo campos electromagnéticos, dependiendo de la amplitud de las ondas, tiempo de

exposicion y tipo de radiacion (Halgamuge et al. 2015).

Variados reportes sugieren una fuerte relacion entre los desajustes fisiolégicos, morfoldgicos y
celulares con un aumento en la produccion de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO);
moléculas de sefializacion que constituyen un componente comin de las respuestas de las

plantas a diferentes tensiones (Shiroff 2008, Patakas et al. 2012). En la investigacion realizada



por Sharma et al. (2009) se observa una disminucion del crecimiento con el consiguiente
aumento de marcadores de estrés oxidativo (H,O, y malondialdehido) y de la actividad de
enzimas antioxidantes en plantulas de Vigna radiata bajo la exposicién de RF-MI. Asimismo
sucede con el proceso de rizogénesis de la misma especie, donde se registré una disminucion
en el crecimiento y cantidad de raices, en concordancia con un aumento en el contenido de
prolina, H,O, y malondialdehido (MDA) y en la actividad y cantidad de las enzimas
oxidativas; todo esto bajo la radiacion de un campo electromagnético de 900 MHz proveniente
de dos telefonos mdviles (Singh et al. 2012). En plantulas etioladas de Spirodela oligorrhiza
se produjo un aumento de alanina (sefializador de estrés) asociado a la formacion de ERO,
bajo la exposicién de campos electromagnéticos de alta frecuencia (Parola et al. 2005). En
plantas de Lemna minor las respuestas a las RF-MI varian segun la intensidad y la frecuencia
(400 y 900 MHz) de la radiacion aplicada, con una tendencia al incremento de marcadores
oxidativos (H,O, y peroxidacion lipidica) y la actividad de enzimas antioxidantes en plantas
tratadas (Tkalec et al. 2007). Estos resultados ponen de manifiesto la potencial genotoxicidad

de las RF-MI, cuyos efectos pueden repercutir en el funcionamiento general de los individuos.

Ademas de los efectos genotdxicos, se han registrado alteraciones a nivel de expresion de
genes, conocidos como efectos no-genotéxicos (Adlkofer 2008, Shiroff 2008). Estos estarian
revelando la existencia de una cascada de sefiales que induce la expresion diferencial de genes
bajo RF-MI. En individuos de Lycopersicon esculentum sometidos a radiacion
electromagnética de 900 MHz y de baja intensidad durante 10 minutos, se generd la
acumulacion réapida de tres transcritos asociados a respuestas a estrés por heridas, con perfiles
cinéticos muy similares a respuestas que se dan por otros estimulos (como fuego y dafio
mecanico) (Roux et al. 2006 y 2008). Asi mismo sucedi6 con el factor de transcripcion bZIP
(basic Leucine Zipper Domain) el cual se une al ADN y es parte esencial del funcionamiento
de varios procesos como desarrollo del cancer, sintesis de hormonas, funciones reproductivas,
entre otros; y que en plantas, se acumula rapidamente bajo condiciones de estrés (Vian et al.
2006, Beaubois et al. 2007). En cultivos de células en suspension de Arabidopsis thaliana,
expuestas por 24h a 1.9 GHz de RF, fue reportada la expresién diferencial de 10 genes, tres de
los cuales son inducidos bajo tratamientos luminicos (Engelmann et al. 2008). En plantas de S.
oligorrhiza se encontraron mayores cantidades de alanina, bajo radiacion de 60 y 100 Hz de



frecuencia (Ben-Izhak et al. 2003, Parola et al. 2005). Estas evidencias, sumado a aquellas que
indican un aumento de ERO, sugieren que las radiaciones pueden ser detectadas por la plantas

como un estresor, y que la respuesta se caracteriza por ser inespecifica, rapida y sistémica.

Junto con las alteraciones en el desarrollo, el aumento de las ERO y los cambios en la
expresion génica, también se han descubierto alteraciones epigenéticas que podrian estar
relacionadas o siendo gatilladas por las RF-MI. La epigenética estudia los cambios estables, a
menudo heredables, que influencian la expresion génica, y que no involucran un cambio en la
secuencia de ADN (e.g. mutaciones). Opera a nivel de la cromatina, alterando su grado de
compactacién, que a su vez estd controlado esencialmente por cuatro mecanismos:
modificaciones postraduccionales de histonas, conformacidn y accesibilidad de la cromatina,
modificacion del ADN (e.g. metilacion de citosinas) y ARNs no codificantes regulatorios
(Fingerman et al. 2012). Dentro de los mecanismos epigenéticos, la modificacion del ADN es
el més estudiado, ya que representa el resultado de la interaccion cooperativa de los
mecanismos de regulacion epigenética (Meyer 2011). La formacion de ERO producto de la
exposicion a las RF-MI no sélo podria estar causando un dafio genotoxico, sino que también
podria estar influenciando los patrones epigenéticos celulares, especificamente, la metilaciones
del ADN. La union de las diferentes ERO con las guaninas del ADN, altera el sitio de union
de las metilasas, inhibiendo la metilacion de las citosinas aledafias, resultado que en humanos,
coincide con la hipometilacién asociada al desarrollo de cancer (Weitzman et al. 1994). Esta
situacion, induce cambios en el patron de metilacion del ADN (Shiroff 2008) y por ende,
cambios en la expresion génica (Cerda y Weitzman 1997). En seres humanos existe una gran
cantidad de estudios que registran expresion diferencial de genes asociados a cambios en la
conformacién de la cromatina bajo el estimulo de RF-MI (Belyaev et al. 2005, Adlkofer
2008), mientras que en plantas, hasta la fecha s6lo un estudio ha demostrado alteraciones en la
metilacion global del genoma. Los resultados obtenidos por Minasbekyan y Abovyan (2013)
en plantulas de trigo (Triticum aestivum) indican un aumento en la metilacion de las 5-
metilcitosinas (5-mC) bajo la exposicion de radiacién RF-MI de 45 y 46 GHz, mientras que
disminuye bajo frecuencias de 49 GHz, 50 GHz y 50.3 GHz. En la segunda generacion, estos

niveles fueron parcialmente conservados y heredados. Esto sugiere que la metilacion del ADN



podria ser uno de los mecanismos por el cual se explica la expresion de genes diferenciales y

la transmision ontogénica de estas alteraciones.

Considerando los antecedentes antes expuestos, esta investigacion propone la utilizacion de
plantas de Arabidopsis thaliana como modelo de estudio para indagar los efectos atérmicos de
la exposicion continua a radiacion wifi emitida por un router de uso doméstico. No existe a la
fecha ningun estudio en plantas en donde se mida la interaccion con este tipo de radiacion,
considerando el uso extendido que tiene este dispositivo en la vida diaria. Arabidopsis, por su
condicion de organismo modelo, ha sido ampliamente estudiada en variadas disciplinas de las
ciencias bioldgicas, como también, su comportamiento ante distintas condiciones ambientales
y estresores. Asi, encontramos estudios de respuestas a estrés por frio (Thomashow 1999;
Ishitani et al. 1997, Monroy et al. 1993), sequia (Knight et al. 1998), calor (Evrard et al. 2012,
Silva-Correia et al. 2014), UV (Lois 1994, Jordan et al. 1998, John et al. 2001), estrés salino
(Xiong y Zhu 2002), entre otros. El acceso a diferentes ecotipos, y la posibilidad de generar
mutantes en esta especie, permite estudiar tolerancia o sensibilidad, en relacion a diferencias
genéticas (Larkindale et al. 2005, Tsugane et al. 1999, Huang et al. 2005) y epigenéticas,
(Cervera et al. 2002, Bardini et al. 2003, Zicheng y Yanxia 2009, Li et al. 2015). Ademas,
gracias a la gran cantidad de informacion sobre esta especie, actualmente es posible analizar
las respuestas a estrés a nivel de trascriptoma (Zeller et al. 2009), proteémica (Bae et al.
2003, Rocco et al. 2013) y metabolomica (Kaplan et al. 2004, Kim et al. 2007). En resumen,
entender las respuestas de Arabidopsis hacia las ondas wifi abre las posibilidades hacia una
amplia linea de investigacion futura, pero previamente es necesario responder la siguiente

pregunta:



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La radiacion wifi (RF-MI) generada por un router de uso doméstico produce algun tipo de

alteracion en Arabidopsis thaliana?

HIPOTESIS DE TRABAJO

La radiacion wifi (RF-MI) proveniente de un router de uso doméstico tiene efectos atérmicos,
alterando la germinacion, el desarrollo vegetativo y patrones de metilacién de plantulas de

Arabidopsis thaliana.

OBJETIVOS

El objetivo general fue evaluar los efectos atérmicos de la radiacion wifi, proveniente de un
router de uso doméstico, sobre la germinacion, el desarrollo vegetativo y los patrones de

metilacion de Arabidopsis thaliana.

Los objetivos especificos son:
e Determinar el efecto de la radiacion wifi, proveniente de un router de uso doméstico,
sobre el porcentaje y velocidad de germinacion de A. thaliana.
e Analizar el efecto de distintas potencias de radiacion wifi, proveniente de un router de
uso doméstico, sobre la biomasa foliar y radicular de plantulas de A. thaliana.
e Examinar los patrones de metilacion de ADN gendémico de hojas de plantulas de A.
thaliana, bajo la exposicién de radiacion wifi de distinta potencia, proveniente de un

router de uso doméstico.



MATERIALES Y METODOS

1. Siembra de A. thaliana en cultivo hidroponico.

Semillas de A. thaliana ecotipo Columbia, fueron esterilizadas superficialmente, utilizando
una solucién al 10% de hipoclorito durante 10 min y lavadas cinco veces en agua estéril. Una
vez realizado este procedimiento, se removio el agua y las semillas fueron llevadas a
estratificacion a 4°C en oscuridad por 72 h. Luego, se procedid segun la indicaciones de
Alatorre-Cobos et al. (2014). Brevemente, las semillas fueron depositadas sobre un soporte
fabricado con malla antiafidos 16/10 (Protekta), en recipientes de 1 L de capacidad y sellados
con parafilm. Se le practicé una pequefia abertura a la tapa del recipiente para asegurar el
traspaso se oxigeno, la cual se sell6 con tela microporo (3M). EI medio de cultivo hidropdnico
utilizado fue Hoagland, optimizado para A. thaliana, siguiendo las indicaciones de Conn et al.
(2013). Todo el procedimiento fue realizado con materiales esterilizados y bajo camara de

flujo laminar.

Las plantas de A. thaliana se mantuvieron en sala de crecimiento con las siguientes
condiciones: uso de tubos fluorescentes T8 de 36W, luz dia (GE), humedad relativa del 65%,
temperatura dia de 23°C, temperatura noche de 19°C y un fotoperiodo de 16/8 h

(luz/oscuridad).

2. Ensayo de germinacion

El ensayo de germinacion (GT) consistio en sembrar 100 semillas por cada réplica (4 en total),
las cuales fueron monitoreadas durante 14 dias desde la siembra, bajo radiacion wifi (Fig. 1).
Se contabilizaron las semillas germinadas diariamente, considerando “germinadas” aquellas

plantulas cuyos cotiledones fueran visibles.
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Al finalizar el ensayo GT, se comenz6 con el control (GC) cuyas condiciones fueron las
mismas que GT, con la excepcion de que el router se apagd durante todo el ensayo (Fig. 1).

Se calcularon distintos pardmetros que ayudan a caracterizar el proceso de germinacion de
cualquier semilla, en base a literatura (FAO 1991). Uno de los pardmetros mas utilizados es el
porcentaje de germinacion o germinacion total que indica la capacidad de germinacion de una
muestra analizada y la dormancia asociada a éstas. Otro de los pardmetros utilizados es el
“valor de germinacion”, que calculado segiin Czabator (1962), indica la velocidad del proceso

de germinacion de la muestra analizada.

GT-GC
R1
R2 Router
R3
R4
H_I

Zcm

Figura 1: Disefio experimental del ensayo de germinacion. GT corresponde al tratamiento con
radiacion wifi, mientras que GC corresponde al control (sin radiacion wifi).

3. Ensayo de crecimiento

Los ensayos de crecimiento fueron realizados al terminar el ensayo de germinacion.
Consistieron en tres réplicas por sector (Fig. 2), cada una con alrededor de 180 semillas. En el
caso de los tratamientos T1, T2 y T3 (cada uno indica la distancia al router siendo T1 el mas
cercano y T3 el mas lejano), se aplicé la radiacion wifi por 24 h diarias, siete dias después de

la siembra, hasta completar 21 dias de crecimiento. Para los controles C1, C2 y C3 (al igual
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que los tratamientos, cada uno indica la distancia al router), ejecutados después de terminar los
tratamientos, se consideraron las mismas condiciones y sectores, pero con el router apagado.
Luego del plazo establecido, se tomaron tres submuestras de cada réplica (hoja y raiz), una de
las cuales fue utilizada para el andlisis de la biomasa, y las dos restantes (sélo hoja) para el

andlisis de los patrones de metilacion.

T3-C3 T2-C2 T1-C1
R1 R1 R1
R2 R2 R2 Router
R3 R3 R3
_'_l
| 2cm ]
|
75 cm
| )
|
175 m

Figura 2: Disefio experimental de ensayo de crecimiento. T1, T2 y T3 corresponden a los
tratamientos dependientes de la distancia. C1, C2, C3 corresponden a los controles (sin router)
utilizados para contrastar los tratamientos.

4. Analisis de la biomasa

Se procedio a tomar el peso fresco por separado del conjunto de raices y hojas que componian
una submuestra (tanto de las plantulas tratadas como control), proveniente del ensayo de
crecimiento, utilizando una balanza analitica (Boeco). Luego, las muestras fueron llevadas a

secar en estufa con una temperatura de 40°C, hasta alcanzar peso constante (peso seco).
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5. Fuente de radiacién wifi.

Para los tratamientos de ambos ensayos, se utilizd un router doméstico (D-Link) que emite en
la banda de los 2.4 GHz de frecuencia. Se tomaron tres mediciones diarias de la potencia
(dbm) durante la duracion de ambos ensayos antes descritos con ayuda del script wifiData.sh
confeccionado por el profesor Jorge Pezoa (2010), de la facultad de Ingenieria en
Telecomunicaciones (Universidad de Concepcion). Al final de cada ensayo, se promediaron

todas las mediciones y se expreso el valor en densidad de potencia (n"W/cm?) (Tabla 1).

Tabla 1. Radiacion promedio utilizada en los ensayos de germinacion (GT) y crecimiento (T1,
T2 y T3), en distintas unidades de medida.

Promedio potencia (dbm)  Densidad de potencia (nW/cm®)

Ensayo GT -22,9 (£2,5) 2,12
Ensayo T1 -23,2 (x2,9) 1,99
Ensayo T2 -36,2 (£1,5) 0,099
Ensayo T3 -42,2 (£1,9) 0,024

6. Seguimiento de la temperatura durante los ensayos.

Se realizaron mediciones de la temperatura (HOBO Pro V2, Onset) cada una hora, durante la
realizacion de ambos ensayos, con el fin de comparar e identificar la existencia de diferencias

significativas que pudieran dar lugar a efectos biol6gicos no deseados.
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7. Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN gendmico, se tomaron 20 mg aproximadamente de tejido foliar de
las dos submuestras de cada réplica, tratamiento y control respectivamente, del ensayo de
crecimiento. Se procedid a realizar la molienda empleando el equipo FastPrep
Homogenization System (Precellys, Bertin Technologies) siguiendo posteriormente las
indicaciones del DNeasy Plant Mini kit (QIAGEN). Para confirmar la integridad del ADN
obtenido, éste se observO en un gel de agarosa al 1%, mientras que para medir la

concentracion, se utilizo el software GelQuantNet (BiochemLabSolutions).

8. MSAP (Methylation Sensitive Amplified Polimorfism)

Para realizar el ensayo MSAP se utilizaron los pardmetros previamente establecidos por
Cervera et al. (2002) y por Hasbun et al. (2012) con algunas modificaciones. Las muestras de

ADNGg utilizadas corresponden a tejido foliar del ensayo de crecimiento.

8.1 Digestion/ligacion:

Se tomaron 5.5 pl de alicuotas de ADN gendmico diluido (1:5) de cada muestra y se llevd a
cabo la etapa de digestion y ligacion en una sola reaccién de 11 pl totales (50 mg NaCl, 1mg
BSA). Se utilizaron las enzimas EcoRI, Hpall y Mspl (New England Biolabs) para digerir el
ADN, y la enzima T4 ligasa (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM MgCI2, 10 mM DTT, 1 mM
ATP) para unir los adaptadores (2 pmol/ul, Tabla 2) a los sitios de restriccion de los
fragmentos digeridos, con las siguientes condiciones: 37°C por 2h, 16°C por 1h y 65°C por 20
min. Finalmente los productos se diluyeron 1:5 con buffer LowTE [ImM Tris-HCI, 0.1 mM
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) pH 8] y almacenado a -20°C para su posterior

utilizacion.

8.2. Pre-amplificacion selectiva:

La preamplificacion sin nucleétidos selectivos (Tabla 2) se llevé a cabo en un volumen total
de 25 pl donde 5 pl corresponden a ADN digerido mezclado con 0.2 UM de partidores E+0 y
H-M+0, 0.5U de Taq DNA polimerasa (Invitrogen), 1X de buffer Tag DNA polimerasa, 0.1
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mM dNTPs y 1.5 mM MgCI2. Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 72°C por 4 min,
94°C por 30 s, 28 ciclos de 94°C por 20 s, 56°C por 1 min, 72°C por 2 min y un ciclo final de
extension de 60°C por 30 min. Los productos de PCR fueron diluidos 1:10 en buffer LowTE y

almacenado a -20°C para su posterior utilizacion.

8.3. Amplificacidn selectiva

Finalmente, se ejecutd una amplificacion selectiva con tres combinaciones de partidores de
tres nucledtidos selectivos (Tabla 2). ElI volumen total de la reaccion fue de 12,5 pL
conteniendo los siguiente: 2.5 pL de producto diluido de la pre-amplificacion, 0.1 uM partidor
EcoRI (marcado con fluoroforo), 0.5 puM partidor Hpall/Mspl, 0.5 U Tag DNA platinum
(Invitrogen), 1X de buffer Taq platimun, 0.1 mM dNTPs y 1.5 mM MqgCl,. Las siguientes
condiciones de PCR fueron usadas: 94°C por 2 min, 30 ciclos de 94°C por 20 s, 60°C por 1

min y 72°C por 2 min y un ciclo final de extension de 60°C por 30 min.

Tabla 2: Adaptadores y partidores utilizados en el procedimiento MSAP.

Nombre Secuencia (5°- 3°)
Adaptadores EcoRl CTCGTAGACTGCGTACC
AATTGGTACGCAGTCTAC
Hpall/Mspl GATCATGAGTCCTGCT
CGAGCAGGACTCATGA
Partidores pre- E+0 GACTGCGTACCAATTC
amplificacion selectiva H-M +0 ATCATGAGTCCTGCTCGG
Partidores amplificacién E+ACA/H-M+CTG GACTGCGTACCAATTCACA/
selectiva ATCATGAGTCCTGCTCGGCTG

E+ACG/H-M+CCG GACTGCGTACCAATTCACG/
ATCATGAGTCCTGCTCGGCCG

E+AGT/H-M+CCG GACTGCGTACCAATTCAGT/
ATCATGAGTCCTGCTCGGCCG
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Las amplificaciones selectivas resultantes se separaron por electroforesis capilar en el
secuenciador automéatico ABI PRISM 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems) y los
datos obtenidos se analizaron con el software GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems). Con el
fin de analizar el estado de metilacion en las muestras, las bandas polimorficas fueron
asignadas como 1 (presente) o 0 (ausente) para posteriormente generar la matriz binaria. Una
vez obtenida la matriz, se procedié a realizar un andlisis con el programa estadistico R
(version 3.2.2), utilizando el paquete msap (Pérez-Figueroa 2013). Con este analisis se
obtuvieron los “loci no metilados” (LNM) y los “loci susceptible a metilacion” (LSM), junto

con los PCoA, AMOVA y dendrogramas respectivos.

9. Andlisis estadistico

Se realiz6 un anélisis de varianza (ANOVA) simple para el ensayo de germinacién, y un
ANOVA de dos vias para el ensayo de biomasa, empleando el programa estadistico SAS 9.0.
Adicionalmente, se realizd6 un ANOVA simple para establecer diferencias significativas entre

las temperaturas registradas para los tratamientos y controles de ambos ensayos.
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RESULTADOS

1. Anélisis de la temperatura durante los ensayos.

Los resultados indican, para el ensayo de germinacion (Tabla 3, Fig. 3.), que no hay
diferencias significativas (P<0,05) entre las temperaturas registradas para el caso del
tratamiento (TG) y control (CG).

Tabla 3. Temperatura promedio de la sala de crecimiento donde se realiz6 el ensayo de
germinacion y crecimiento.

Ensayo de germinacion Ensayo de crecimiento
Temperatura (°C) Temperatura (°C)
TG 21,63a T1-T2-T3 21,57a
CG 21,77a C1-C2-C3 21,87b

TG=periodo tratamiento del ensayo de germinacién, CG= periodo control del ensayo de
germinacién, T1-T2-T3= periodo tratamiento del ensayo de crecimiento, C1-C2-C3= periodo
control del ensayo de crecimiento. Distintas letras mindsculas indican diferencias
significativas entre tratamientos (ANOVA, P<0,05).

Si bien el comportamiento no es del todo homogéneo, el rango de temperaturas se mantiene
dentro del 6ptimo para el crecimiento de la especie (Weigel y Glasebrook 2002, Rivero-
Lepinckas et al., 2006). En el caso del ensayo de crecimiento, se observa un comportamiento
similar al detallado anteriormente, sin embargo, el test estadistico arroja diferencias

significativas (Tabla 3, Fig. 4). A pesar de este dato, el rango y la tendencia de temperaturas
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sigue siendo el dptimo, por lo que se descarta que estas variaciones pudieran causar respuestas

diferenciales en plantulas tratadas y controles.
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Figura 3. Temperatura registrada durante ensayo de germinacion. TG=tratamiento.
CG=control. El encendido de las luces es a las 8:00 h y el apagado es las 00:00 h.
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Figura 4. Temperatura registrada durante ensayo de crecimiento. TC=tratamientos.
CC=controles. El encendido de las luces es a las 8:00 h y el apagado es las 00:00 h.

2. Efecto de la radiacion wifi sobre la germinacion.

La curva pronunciada sobre los primeros dias (Fig. 5) revela el comportamiento tipico de esta
especie, con una casi nula latencia, alta velocidad y tasa de germinacion en los primeros dias
después de la siembra, para decaer rapidamente los dias posteriores (Rivero-Lepinckas et al.,
2006). El andlisis estadistico indica que no existen diferencias significativas para las
caracteristicas evaluadas (Tabla 4). Las condiciones de temperatura no variaron
significativamente durante TG y CG (Fig. 3, Tabla 3), lo que valida el analisis estadistico para

ambos casos.
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Figura 5: Valor o velocidad de germinacion promedio de TG y CG de semillas de A. thaliana,
monitoreado durante 14 dias después de la siembra.

Tabla 4: Principales caracteristicas asociadas a la germinacién, analizadas en semillas de A.
thaliana ecotipo Columbia bajo radiacion wifi.

Ensayo Germinacion  Valor de

total (%) germinacion
(velocidad)
TG 62,25 65,95
CG 70,75 65,81

TG=tratamiento, CG=control. No hubo diferencias significativas para las caracteristicas
analizadas (ANOVA, P<0,05).



20

3. La radiacion wifi altera el crecimiento vegetativo en A. thaliana.

A diferencia de lo obtenido en el proceso de germinacion, la biomasa lograda después de 14
dias de radiacion wifi, tanto en hojas como raices, difiere de la obtenida en las plantulas
control (Fig. 6, 7 y 8). Los resultados indican una tendencia al aumento de la biomasa foliar,
un 40,4% mas en promedio, y a su vez una disminucion de alrededor de un 80,9% de la
biomasa radicular, bajo la influencia del campo electromagnético generado por la radiacion
wifi, independiente de la distancia a la fuente (Fig. 8 a y b). Sin embargo, se aprecian
diferencias en la produccién de biomasa radicular entre las distancias establecidas (Fig. 8 c)
para las plantulas control, que pueden haberse debido a variaciones locales de temperatura y

luz en la sala de crecimiento.
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Figura 6. Vista aérea de hojas de A. thaliana en medio hidroponico a los 21 dias de
crecimiento. Plantas control C1, C2 y C3 ubicadas en la columna izquierda. Plantas tratadas
T1, T2 y T3 ubicadas en la columna derecha.
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Figura 7. Vista frontal de raices de A. thaliana en medio hidréponico a los 21 dias de
crecimiento. Plantas control C1, C2 y C3 ubicadas en la columna izquierda. Plantas tratadas
T1, T2 y T3 ubicadas en la columna derecha.
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Figura 8. Biomasa obtenida luego de 21 dias de crecimiento para A. thaliana. a) Proporcion
del peso seco hoja:raiz de A. thaliana. b) Peso seco de la parte aérea de A. thaliana. ¢) Peso
seco de la zona radicular de A. thaliana. T1, T2 y T3 corresponden al treatamiento con
radiacion wifi continua desde el dia 7. C1, C2 y C3 corresponden a los controles. Letras
distintas indican diferencias significativas (ANOVA, P<0,05).
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4. Andlisis de los patrones de metilacion del ADN gendmico.

Los patrones de metilacién fueron analizados en tejido foliar proveniente del ensayo de
crecimiento con la técnica MSAP. Esta técnica se basa en la deteccion de la metilacion segin

la sensibilidad de los isoesquizomeros Hpall y Mspl (Tabla 5, Fig. 9). El perfil de las bandas

polimérficas I1-1, I, IV-II, IV-I y IV-III corresponden a casos de demetilacion para el
sitio CCGG mientras que los perfiles -1V, I-I1, I-I11, I-1V y -1V indican un incremento en
la metilacion. Los patrones I1-111'y HI-I1 sugieren una metilacién o demetilacion de una de las

cadenas de ADN, sin variacion para el nivel general de metilacion.

Tabla 5. Sensibilidad de Hpall y Mspl y las bandas de restriccion resultantes.

Sitio de restriccion Hpall Mspl Estado de metilacion Clasificacion
CCGG + + Demetilado I
GGCC
CCGG - + Metilacion en la citosina interna I
GGCC
CCGG + - Hemimetilacién 11|
GGCC
CCGG - - Hipermetilacion o sitio mutado v
GGCC

“+” y “-” hacen referencia a presencia y ausencia, respectivamente.
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2
L L J L IL

Figura 9. Representacion grafica de la clasificacion de las bandas epigenéticas segln el estado
de metilacion encontradas en las diferentes combinaciones utilizadas en este estudio.
I=demetilado, Il=metilacion en la citosina interna, Ill=hemimetilacion, V= Hipermetilacion.
T1, T2, T3 corresponden al tratamiento con radiacion wifi. C1, C2 y C3 corresponden a los
controles.

Con los partidores utilizados en el procedimiento MSAP se obtuvo un polimorfismo total del
71%. (Tabla 6), con demetilaciones e hipermetilaciones de sitios de manera simultanea; una
fuerte diferenciacion entre las plantulas tratadas v/s las plantulas control y una tendencia a la

disminucion de la diversidad epigenética para el caso de la poblacion tratada, independiente de
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las distancias evaluadas (Fig. 10 y 11), lo que se concuerda con el andlisis estadistico de
acumulacion de biomasa foliar. El detalle entregado por el andlisis de R indica claramente que
las poblaciones T1, T2 y T3 son practicamente iguales en cuanto a los porcentajes de loci
LSM encontrados (Tabla 6).

Tabla 6. Resumen de los loci suceptibles a metilacion (LSM) y no metilados (LNM)
obtenidos del analisis realizado en R, con el paquete msap.

E+ACA/H- E+ACG/H- E+AGT/H- Porcentaje Indice AMOVA

M+CTG M+CCG M+CCG polimorfismo de (P<0.0001)
Shannon
LSM 20 35 31 71% 0,625 0.8006
LNM 17 7 10 3% - -
Detalle de las bandas polimérficas
C1 C2 C3 T1 T2 T3
HPA+/MSP+ 27% 30% 34% 40% 40% 41%
HPA+/MSP- 21% 25% 22% 18% 18% 18%
HPA-/MSP+ 0,6% 0,6% 0,8% 10% 10% 10%
HPA-/MSP-  45% 40% 36% 33% 33% 33%

Marcadores 120

totales
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Figura 10: Analisis de componentes principales (PCoA) de la matriz LSM obtenida en R. C1,
C2y C3 corresponden a los controles. T1, T2, T3 corresponden a los tratamientos.
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Figura 11. Dendrograma de la matriz LSM obtenida con R. C1, C2 y C3 corresponden a los
controles. T1, T2, T3 corresponden a los tratamientos.

El andlisis minucioso de los loci encontrados, revel6 que hubieron varios del tipo 1V, con los
que el programa msap no pudo lidiar, por lo que se realizé un andlisis detallado del perfil de
bandas manualmente, donde se utilizaron solo los LSM que seguian un patron especifico, para
determinar el cambio de los sitios con respecto a su estado de metilacion. Se aprecia una leve
disminucion de la metilacion global para sitios CCGG, el que representa un 21,67% de los
sitios totales (Tabla 7), en el cual el aporte principal fue la gran cantidad de bandas que

cambiaron su estado de IV a | (14 en total).
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Tabla 7. Perfil de las bandas polimorficas segun cambio en el estado de metilacion de ADNg
de hojas de A. thaliana tratadas con radiacion wifi y control.

Disminucién de la C->T | Aumento de C>T
metilacion metilacion
-1 1 -1 0
=111 0 11 3
-1 2 -1V 11
V-l 14 -1V 0
(AVAR || 2 - 0
V-1l 7 -1V 10
Total 26 Total 24
Porcentaje 21,67% | Porcentaje 20%
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DISCUSION

El presente estudio tuvo como propdsito evaluar el efecto atérmico de la radiacion wifi, sobre
la germinacion, el desarrollo vegetativo y los patrones de metilacion de plantulas de A.
thaliana. Con el fin de develar si estos efectos tienen un impacto a nivel macro, se realizé un
analisis de la germinacion y la acumulacion de biomasa ya que estos parametros han sido
ampliamente utilizados como indicadores sensibles a la contaminacion medioambiental
(Kummerova y Kmentovd 2004, Liu et al. 2005), mientras que se aplicé la técnica MSAP
para analizar los cambios en los patrones de metilacion de ADN gendmico foliar. A

continuacion, se discutiran los principales hallazgos de esta investigacion.

El proceso de germinacion de semillas de A. thaliana expuestas a 14 dias de radiacion wifi se
mantuvo sin variaciones significativas, indicando que la radiacién emitida por el router no
genera un efecto sobre las mismas (Tabla 4, Fig. 5). Un caso similar fue reportado en la
germinacién de semillas de A. cepa expuestas a RF-MI de 0,4 y 0,9 GHz, con densidades de
potencia variables de entre 0,3 y 38,2 W/m?, la cual no mostré diferencias significativas entre
las distintas frecuencias e intensidades mencionadas (Tkalec et al., 2009), lo que implica que
el proceso de germinacion podria no estar siendo influenciado completamente por la densidad
de potencia, sino que responde también a otros factores como la cercania a la fuente (Selga y
Selga 1996), tiempo de exposicion (Sharma et al., 2009), estado de latencia (Akbal et al.,
2012), entre otros. Incluso es posible que la densidad de potencia emitida por el router (Tabla
1) sea muy baja para tener alguna influencia sobre la germinacion, dado que en la mayoria de
los reportes cientificos aqui mencionados se han utilizado intensidades mas altas. La
inconsistencia de todos estos resultados explica en parte la falta de interés en las posibles
aplicaciones agricolas que a partir de los afios 20 se vislumbré con el uso de estas radiaciones
como pre-tratamiento de semillas (Smith et al. 1993, Namba et al. 1995, Davies 1996,
Pietruszewski 2011, Teixeira da Silva y Dobranszki 2015).
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La exposicion a los campos electromagnéticos del wifi presenta caracteristicas similares a la
exposicion a antenas y teléfonos moviles. Mientras méas cercano a la fuente, méas intensidad de
radiacion emitida, y por ende mayor dosis de radiacion recibida (BiolnitiativeReport 2012).
Por esta razon se establecieron tres distancias con respecto a la fuente, para analizar si las
diferencias de densidad de potencia tenian algun efecto sobre la biomasa (Fig. 2). Los
resultados mostraron que no hay diferencias significativas que indiquen respuestas
diferenciales en la acumulacion de biomasa para las tres distancias elegidas, contrario a la
hipétesis establecida y como se ha reportado en literatura (Balodis et al. 1996, Selga y Selga
1996, Schmutz et al. 1996). Esto podria deberse a que las distancias establecidas pueden no
haber sido lo suficientemente “lejanas” como para generar una respuesta diferencial, teniendo
en cuenta que la superficie de cobertura de un router ronda los 90 m (BiolnitiativeReport
2012). Sin embargo, y al contrario de la germinacién, la acumulacién de biomasa se vio
alterada producto de la exposicion a los campos electromagnéticos, observandose un aumento
de la masa foliar (Fig. 6 y 8 b), versus una disminucién notable en la acumulacion de biomasa
radicular (Fig. 7 y 8 c). Esta disminucion significativa en la zona radical, concuerda con lo
observado por otros investigadores y ha resultado ser una de las respuestas mas recurrentes a
la exposicion de RF-MI (Sharma et al. 2009, Akbal et al. 2012, Singh et al. 2012); un
resultado interesante considerando que el sistema de raices esta catalogado como el drgano
receptor de la mayoria de las sefiales externas, siendo etiquetado incluso como el “cerebro” de
la planta, debido a la gran sensibilidad y procesamiento de la informacion recibida (Barlow
2006). Teniendo en cuenta este simil, no es de extrafiar que tal y como sucede con el cerebro
humano, las raices sean uno de los érganos mas afectados por la exposicién a los campos
electromagnéticos. Por otro lado, las diferencias obtenidas en la proporcién de hoja:raiz de las
plantas tratadas (Fig. 8 a), han resultado inesperadas considerando que la tendencia reportada
es la disminucién general del crecimiento en los primeros estadios (Tkalec et al. 2005, Sharma
et al. 2009, Akbal et al. 2012, Singh et al. 2012). Sin embargo, un fendmeno similar fue
observado por Halgamuge et al. (2015), quienes obtuvieron comportamientos distintos para el
crecimiento del epicotilo, hipocotilo y raices dependiendo de la intensidad, modulacion de la
sefial y tiempo de exposicion en plantulas de soya (Glycine max). Estas diferencias podrian
indicar una respuesta de morfogénesis inducida por estrés (Stress-Induced Morphogenesis

Responses 0 en sus siglas en inglés SIMRS), que se componen de una mezcla de inhibicion de
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la elongacién, estimulacion localizada de la division celular y cambios complejos en la
diferenciacion celular, dados por la presencia de estrés abidtico (Potters et al. 2007, Patakas
2012). Se cree que el mecanismo por el cual ocurren estas diferenciaciones esta asociado a
gradientes de moléculas sefializadoras o “morfogenes” que inducen cambios en los patrones de
crecimiento celular que finalmente influyen en el crecimiento general (Sugimoto-Shirasu y
Roberts 2003, Rauch y Millonas 2004, Prusinkiewicz y Rolland-Lagan 2006). En otras
palabras, los cambios en la morfologia de las plantas en respuesta a diferentes estreses
abioticos son la consecuencia Ultima de modificaciones en la divisidn y/o tasa de expansion de
las células. Esta hipotesis encaja con las observaciones realizadas por diversos autores
(Pakhomov et al. 1998, Tafforeau et al. 2002, Tkalec et al. 2009, Akbal et al. 2012) los cuales
han sugerido que las RF-MI podrian estar produciendo efectos negativos sobre la funcion del
huso mitético, alterando las tasas de division celular, cuyos efectos podrian no verse reflejado
necesariamente en el fenotipo, y que el mayor dafio se estaria produciendo en células
embrionales, tal como se ha documentado en seres humanos y animales (Ruediger 2009).
Dado que la exposicion de las plantulas de A. thaliana en la presente investigacion fue cuando
estaban en pleno crecimiento (7 dias después de la siembra), es posible, bajo las hipotesis
antes planteada, que se haya producido una alteracién en la division celular producto de una
modificacion a nivel del huso mitético y que ambos 6rganos hayan respondido de manera
diferencial. Si bien este estudio no incluy6 un analisis citogenético o similar que pueda dar
confirmacion a estas interrogantes, no se descarta que la radiacién wifi proveniente de un
router doméstico pueda tener un efecto genotoxico sobre las plantas dada la similitud en las
respuestas encontradas con respecto a la literatura actual.

Un largo namero de estudios han comprobado que las respuestas a las presiones del medio
ambiente estdn reguladas por variaciones en el epigenoma que representan un importante
mecanismo de adaptacion (Chinnusamy et al. 2006, Boyko et al. 2010, Mirouze y Paszkowski
2011, Zhongai et al. 2015). En literatura se pueden encontrar reportes que han demostrado
expresion genética diferencial bajo el estimulo de RF-MI (Ben-Izhak et al. 2003, Parola et al.
2005, Roux et al. 2006 y 2008, Vian et al. 2006, Beaubois et al. 2007, Engelmann et al. 2008),
que bien podrian estar relacionados con variaciones epigenéticas. En base a toda esta

informacion, surge la cuestion si los campos electromagnéticos tienen el potencial de causar
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cambios en el epigenoma, especificamente sobre los patrones de metilacion del ADN. La
técnica MSAP ha sido ampliamente utilizada para estudiar los patrones de metilacién de
variadas especies bajo condiciones de estrés (Bardini et al. 2003, Zicheng y Yanxia 2009,
Zhong et al. 2009, Wang et al. 2011, Karan et al. 2012, Li et al. 2015). Con esta técnica es
posible generar marcadores cualitativos que permiten comparar dos condiciones bioldgicas,
sin necesidad de conocer la secuencia genética, y ademas sirve como base para la generacion

de marcadores cualitativos, asociables a condiciones bioldgicas especificas (Rand et al. 2013).

Los resultados encontrados en el presente estudio sugieren que las radiaciones wifi
provenientes de un router doméstico tienen un impacto en el estado de metilacion, generando
un polimorfismo epigenético del 71% (Tabla 6). El polimorfismo epigenético dado por la
metilacién en sitios CCGG de A. thaliana, ha sido previamente estudiado por Cervera et al.
(2002), quienes utilizando la misma técnica obtuvieron menos de 1% de polimorfismo entre
plantas de un mismo ecotipo, lo que indica que los campos electromagnéticos emitidos por el
router influyen de manera significativa sobre los patrones de metilacion del ADN. El analisis
de la metilacion general obtenido en este estudio, muestra una tendencia a la disminucion de la
metilacion para las plantulas tratadas (Tabla 7), independiente de la distancia, y por ende, de la
intensidad de la radiacion. Segun Xu et al. (2004) el aumento de bandas tipo | y Il indica una
demetilacion de la citosina externa, mientras que la aparicion y desaparicion de bandas tipo 111
involucra la alteracién tanto citosinas internas como externas. Las bandas tipo 1V se asocian a
mutaciones en el sitio de corte, pero dado que las RF-MI no inducen cambios genéticos, la
aparicion de estas bandas indica una hipermetilacion de los sitios. El aumento en la
demetilacion encontrada para las plantulas tratadas con wifi, esta representada en su mayoria
por el cambio de sitios totalmente metilados (1) a completamente demetilados (tipo 1), lo
gue podria estar indicando una activacion de genes como consecuencia de la exposicién a la
radiacion, o una posible modificacion en la conformacion de la cromatina producto de la
alteracion en la metilacion, que a su vez podria haber liberado transposones que alteraron la
tasa de crecimiento celular y e incidieron en la acumulacion de biomasa foliar. Estos
resultados son concordantes con las evidencias de genotoxicidad y aberraciones cromosémicas
discutido anteriormente, e incluso se ajusta con la hipotesis de los cambios celulares que

acomparian las respuestas SIMRs.
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El dnico estudio a la fecha que ha medido la metilacion en plantas bajo RF-MlI es el llevado a
cabo por Minasbekyan y Abovyan (2013), quienes observaron un aumento de metilacion de
hasta un 14% bajo frecuencias de 45 y 46 GHz (entre 18 y 20 veces mas en comparacion con
lo que emite un router wifi), y una disminucién para frecuencias mas altas (49, 50 y 50,3
GHz), en plantulas de trigo (Triticum Aestivum), lo que indica una dependencia de la
frecuencia en este caso. El andlisis de las plantulas de la segunda generacion muestra un
traspaso parcial de la metilacion de las plantas madres, lo que sugiere fuertemente que la
influencia de las RF-MI puede permanecer por toda la generacion, y traspasarse a la siguiente.
La radiacion wifi en el presente estudio fue aplicada durante las primeras fases del
crecimiento, sin analizar la segunda generacion. Sin embargo en seres humanos, la exposicion
a las RF-MI desde muy jovenes se asocia a una acumulacién de efectos dafiinos que podrian
afectar la vida adulta del individuo y a la potencial progenie (Adlkofer 2008), por lo que no se
descarta que los patrones de metilacion encontrados en esta investigacion puedan ser
heredables. Considerando la gran dependencia del recurso forestal y agricola sobre la
economia de la region del Biobio (la regién posee mas del 40% de las plantaciones y la
superficie destinada a la agricultura es una de las mayores del pais), es de suma importancia
indagar los efectos de las RF-MI tanto a nivel transgeneracional, como en las posibles

alteraciones productivas que se podrian manifestar.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en la presente investigacion sobre las posibles alteraciones
atérmicas en la germinacion, crecimiento vegetativo y patrones de metilacion de A. thaliana,
causadas por la exposicion a radiacion wifi proveniente de un router doméstico, se concluye lo

siguiente:

I. Los campos electromagnéticos de wifi generados por un router de uso doméstico no afectan

el proceso de germinacion de A. thaliana.

Il. Las ondas wifi inducen cambios en la acumulacion de biomasa, independiente de la
densidad de potencia o distancia a la fuente, generandose una respuesta diferenciada para cada

organo (raices y hojas).

I11. Los patrones de metilacién de ADN gendémico de hojas de A. thaliana son afectados por la
radiacion wifi, independiente de la densidad de potencia o distancia a la fuente y que se

correlacionan con los cambios evidenciados en la acumulacion de biomasa foliar.
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