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RESUMEN

Los sistemas radicales de las plantas pue-
den facilitar la biodegradacion de los hidro-
carburos aromaticos policiclicos (HAP ST.
Estos pueden ser bioconcentrados en las rai-
ces ya que tienden a ser lipofilicos e
hidrofébicos, y con ello éste puede ser el
primer paso en un proceso de remocién con
el empleo de plantas. Estos contaminantes
una vez inmovilizados en las raices pueden
sufrir cambios estructurales a compuestos
menos complejos o hasta derivados mas sim-
ples, como un mecanismo importante para
su detoxificacion. El presente estudio consi-
der¢ la evaluacion de la actividad enzimética
de fenoloxidasas de una especie de pantano
Cyperus elegans de los sistemas radicales
de plantas in toto y de cultivo de raices (in
vitro) expuestos a fenantreno, un hidrocar-

buro aromatico policiclico considerado
como uno de los HAP sTas toxicos en el
ambiente, con la finalidad de analizar
fisiolégicamente estos sistemas radicales
como posibles herramientas Gtiles en la re-
mocién y transformacion de contaminantes
organicos. No obstante que la remocién de
fenantreno por el sistema radical de C.
elegans fue de 32%, se presentd un incre-
mento en la actividad de enzimas radicales
inducido por la presencia de éste; las que
pudieran estar relacionadas con la separa-
cién de un compuesto que pudiera ser pro-
ducto de la transformacion del fenantreno,
lo que sugiere que estos sistemas radicales
constituyan una fuente de fenoloxidasas
que participen directamente en la transfor-
macion de compuestos organicos, en parti-
cular con aromaticos policiclicos.
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ABSTRACT

The radical systems may concentrate
polycyclic aromatic hydrocarbons, because
these compounds are highly lipophilic and
hydrophobic, and with it, it can take place
the first step involved in a removal process
assisted by plants. These contaminants
once immobilized on roots can change their
structures to simple compounds as an
important mechanism for their detoxifica-
tion. This study evaluated the fenoloxidases
activity of the radical system of a swamp
species Cyperus elegans, from in toto and
in vitro root cultures exposed to
phenanthrene, a polycyclic aromatic
hydrocarbon highly toxic for environment,
for the physiological analysis of these
radical systems as a useful tools for the
removal and transformation of organic
contaminants. Although the remotion of
phenanthrene by the radical systems of C.
elegans was 32%, an increase of the activity
of the radical enzymes was induced by the
presence of this contaminant and it
suggests that these radical systems would
be possible sources of phenoloxidases and
might participate directly on the transforma-
tion of organic compounds, particularly with
polycyclic aromatics.

Key words: cyperaceae, phenoloxidases,
phytoremediation.

INTRODUCCION

El sistema radical puede bioconcentrar
hidrocarburos aromaticos policiclicos, ya
que estos compuestos son altamente
lipofilicos e hidrofdbicos y con ellos se
puede efectuar el primer paso que implica
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un proceso de remocién asistido con
plantas, lo que ayuda a su biodegradacion
con la participacién de enzimas intra y
extracelulares radicales.

Se han caracterizado en el suelo algunas
enzimas de origen vegetal a través de ensayos
inmunolégicos que han identificado la
presencia de lacasas, deshalogenasas,
nitrorreductasas, nitrasas y peroxidasas
(Schnoor et al., 1995).

Algunas de estas proteinas catalizan la
oxidacion de muchos compuestos
aromaticos, como son mono y polifenoles,
asi como también aminofenoles que
producen compuestos poliméricos como
resultado de esta reaccion; esto constituye
un mecanismo de eliminacion de éstos del
suelo a través de su inmovilizacion y cambio
en su nivel de toxicidad.

Poco se conoce sobre la actividad biologica
potencial de la mayoria de los metabolitos
con respecto al total de la biota vegetal; la
mayor parte de la informacidn relacionada
con la interaccion metabdlica planta-
xenobidtico se ha obtenido a partir de la
investigacion del metabolismo de los
herbicidas contra malezas y con especies
de cultivo (Bell, 1992) y los cultivos de
células vegetales se han sugerido como
sistemas in vitro para investigar los efectos
toxicos de los contaminantes y/o su
transformacion (Mackova et al., 2001;
Chroma et al., 2002; Santos de Araujoetal.,
2002; Flocco & Giulietti, 2003).

Se menciona que el empleo de estos siste-
mas posee ventajas que incluyen un mini-
mo mantenimiento, estandarizacion y manejo
en condiciones estériles, asi como que po-
seen la habilidad para manipular el estado
fisioldgico de las células, tejidos u drganos.
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Estos sistemas también permiten el anali-
sis rapido del metabolismo de los
xenobioticos en plantas, ya que éstos no
tienen la interferencia de microorganismos,
la sorcion rapida de los compuestos bajo
estudio y la alta tasa de formacion de
metabolitos (Harmes, 1992).

Dentro del manejo de sistemas vegetales que
participan en la transformacién de contami-
nantes, se tiene la determinacion de la activi-
dad de peroxidasas radicales de Eichhornia
crassipes y Lycopersicon esculentum L y su
participacion en la polimerizacién de com-
puestos fendlicos disueltos en cuerpos de
agua contaminados, lo que minimiza su ab-
sorcion al precipitarlos en la superficie radi-
cal (Adler etal., 1994) y la caracterizacion de
lacasas en Populus deltoides, cuyas raices
pueden absorber atrazina (un pesticida) y
transformarla a compuestos menos tdxicos,
que incluyen metabolitos de cadena corta
(Schnoor et al., 1995).

Este estudio consider6 la evaluacion de la
actividad enzimatica de fenoloxidasas en una
especie de pantano Cyperus elegans de los
sistemas radicales de plantas in toto y
de cultivo de raices (in vitro) expuestos a
fenantreno, un hidrocarburo aromatico
policiclico considerado como uno de los
HAP sTaés toxicos del ambiente, con la fina-
lidad de analizar fisiolégicamente estos sis-
temas radicales como posibles herramientas
atiles en la remocion y transformacion de
contaminantes organicos.

MATERIALY METODOS
Obtencién de las plantulas de Cyperuselegans
Las semillas empleadas provienen de una

colecta de material vegetal de Cyperus
elegans en el pantano Santa Alejandrina,

el cual esta cercano a la refineria de
Minatitlan en el estado de Veracruz, Ver.,
zona contaminada con hidrocarburos
derivados del petréleo con un total de estos
hidrocarburos del petréleo de 81 640 mg kg™
de suelo seco (IMP & UAM, 1997).

La germinacion se realiz6 en germinadores
con arenay agua destilada estéril a 36°C, en
oscuridad. Posteriormente las plantulas se
trasplantaron y mantuvieron para su
crecimiento en cultivos hidroponicos en
contenedores de vidrio &mbar de 500 ml, con
400ml de solucion mineral: 0.20M NH,H,PO,,
0.50M NH,NO,, 1.15M Ca(NO,),, 0.26M
CaCl,, 0.20M MgCI,-6H,0, 0.20M
Mg(NO,),-6H,0, 0.40M MgSsO,-7H,0,
0.20M KH,PO,, 1.20M KNO,, 0.50M K_SO,,
0.040M FeCl_-6H,0,1.2x 10°MH_BO,, 1.2x
10*M CuClH,0, 2.3 x 10°M ZnCl,, 4.4 x
10“M MnCl,-4H,0, 6x 10°M Na,MoO,H,0,
EDTA and FeSO,-7H,0: pH 6 y se man-
tuvieron bajo condiciones controladas en
invernadero a 37/17°C y 56% de humedad
relativa en promedio con fotoperiodo 12:12
por 60 dias, para establecer posteriormente
los cultivos in vitro de las raices de Cyperus
elegans y las plantas completas, para su
exposicion con fenantreno.

Cultivo de raices de Cyperus elegans

Se obtuvieron las raices de las plantas de 60
dias de crecimiento cultivadas en solucion
nutritiva, todas las actividades siguientes se
desarrollaron bajo condiciones de esterilidad;
éstas se cortaron, pesaron y depositaron
en hipoclorito de sodio al 10% por 15
minutos para su desinfestacion, se enjua-
garon con agua destilada estéril y se
seccionaron cuidadosamente de ellas
cinco épices radicales de 10 mm de longitud
que se transfirieron a matraces Erlenmeyer
de 125 ml con 25 ml de medio White (1934).
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Los cultivos se mantuvieron bajo
condiciones de oscuridad a 30°C con
agitacion continua durante ocho dias, para
su exposicion a fenantreno.

Exposicion de cultivos radicales in vitro de
Cyperus elegans a diferentes concentraciones
defenantreno

Los cultivos de los sistemas radicales
obtenidos, se expusieron a 40, 60 y 90 ppm
de fenantreno (grado HPLC, SIGMA
Chemical Co.), a partir de una solucion
concentrada (100 mg/10 ml etanol al 95%) y
con un cultivo sin fenantreno como testigo,
todo esto bajo condiciones de esterilidad.
La seleccion de la concentracion de
fenantreno empleada en estos experimentos
tanto en condiciones in vitro como in toto
proviene de ensayos previos realizados con
ésta y otras especies que toleran un
intervalo de concentraciones probadas,
ademdas de otros reportes donde la
concentracion de este contaminante fue de
50, 100 y 200 mg/L (Flocco et al.; 2002 y
2004) y de 7 a 500 ppm en suelo (Gao & Zhu,
2004). La exposicion se realizd por 10 dias
con agitacion continua para permitir la
aireacion de los cultivos y la dispersion de
las particulas de fenantreno, no solubles en
el sistema y al término se cuantifico la
cantidad de biomasa radical total obtenida,
laevaluacion de la remocién del fenantreno
y laactividad enzimética superficial radical
de las fenoloxidasas.

Exposicion de los cultivos in toto de Cyperus
elegans afenantreno

Se transfirieron plantas completas a
contenedores de vidrio ambar de 1 L de
capacidad que contenian 900 ml de la
solucion mineral, a los que se les adiciond
fenantreno (grado HPLC, SIGMA Chemical
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Co.) a las mismas concentraciones que en
los experimentos in vitro: 40, 60y 90 ppm, a
partir de la solucion patrén de fenantreno
(100 mg/10 ml etanol al 95%), exponiéndolos
durante 10 dias. Los cultivos hidropénicos
con el contaminante se mantuvieron bajo
condiciones de invernadero a 37/17°C y
56% de humedad relativa en promedio, con
un sistema de burbujeo continuo mediante
varillas de vidrio sumergidas en cada
unidad hidropénica, conectadas a una
bomba de aireacién para proveer de aire a la
solucion, prevenir la deposicion de
fenantreno insoluble en el fondo y favorecer
la intercepcion de éste por los sistemas
radicales y garantizar la distribucién del
compuesto en el sistema.

Después de transcurrido el periodo de
exposicion a fenantreno, se obtuvo el peso
de la biomasa total epigea (material foliar) e
hipogea (material radical) para cada
experimento, se evalud la remocion de
fenantreno vy se separd el sistema radical
para los analisis enzimaticos.

Cuantificacion del fenatreno removido por
los cultivos radicales de Cyperus elegans

Después de la exposicion de los sistemas
radicales de Cyperus elegans in toto e in
vitro a las diferentes concentraciones de
fenantreno, se decant6 el medio de cultivo
o la solucién nutritiva para determinar la
cantidad total de fenantreno (soluble y en
particulas). Para lo cual las raices se
sacudieron cuidadosamente dentro de la
solucién para liberar cualquier particula(s)
de fenantreno depositadas y no adsorbidas
en las raices.

Se realizo la cuantificacion del fenantreno
residual en el medio, mediante una extraccion
liquido-liquido con 10 ml de benceno
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(SIGMA Chemical Co.) empleando un
embudo de separacién, agitando y dejando
reposar por 10 minutos para separar y
recuperar la fase organica, este proceso de
extraccion se realizé dos veces con una
recuperacioén eficiente del fenantreno
remanente presente en el medio. También
se realiz6 la extraccion de fenantreno de
extractos radicales, los cuales se obtuvieron
tomando una fraccion de la biomasa radical
total y moliendo ésta en mortero con 5 ml de
benceno, para después colocar la suspension
en un embudo de separacion, dejando reposar
por 10 minutos y separando la fase organica
que contenia el fenantreno.

Cabe mencionar que en los experimentos
in toto, solamente se considerd la
cuantificacion de la biomasa radical debido
al contacto directo con el contaminante,
ademas de que el fenantreno, por su tamafio
molecular y sus caracteristicas lipofilicas,
no se transloca al resto de la planta.

Se guardd la fase organica para cuantificar el
fenantreno por espectroscopia UV y
previamente al analisis por cromatografia de
alta presion de liquidos (HPLC), todas las
muestras de los extractos en benceno de todos
los experimentos, se concentraron en
rotavapor (40°C/ 82 rpm) y se resuspendieron
en 2 ml de metanol concentrado grado HPLC.

Para el andlisis de HPLC se us6 una
columna HICHRON C-18 Hypersil, de 25
cm x 4.6 mm, utilizando como fase mévil un
gradiente de metanol-agua (50: 50), con
un corrimiento de 70 minutos (velocidad de
flujo: 1 ml/min), con un detector de UV para
determinar la cantidad de fenantreno
residual asi como también la presencia de
posibles productos de transformacion
de este compuesto a 254 nm.

Determinacion de la actividad enzimatica
de fenoloxidasas radicales

Pararealizar la determinacion de la actividad
de lacasas y peroxidasas en la superficie
radical de estas plantas, se seccionaron
cinco extremos apicales de un centimetro
de longitud, de raices frescas para cada
ensayo llevando a cabo la medicion de la
siguiente manera:

Determinacioén de la actividad enzimaética
de lacasas

Se implementd el método de Guerrero
(2000), donde las puntas de raices se
colocaron directamente en las celdas del
espectrofotdmetro y se adicionaron 2 mli
de catecol 20 mM disuelto en regulador de
fosfato de sodio 20 mM, pH 6.8; lareaccion
se efectud a temperatura ambiente y se leyd
la absorbancia a 450 nm, a los 10 minutos.
Se transformaron las lecturas de As 450 nm
y se utilizd el coeficiente de extincion molar
del catecol (g,,,= 2.211 x 10*M* cm™) para
determinar la actividad enzimatica especifica
de las lacasas superficiales de la raiz, con
relacion a la cantidad de catecol oxidado.

Para ajustar el espectrofotémetro se utilizo
como testigo una celda con 2 ml de catecol
20 mM en regulador de fosfato de potasio 20
mM, pH6.8.

Determinacion de la actividad enzimatica
de peroxidasas

La determinacion de la actividad de estas
enzimas emple6 2 ml de regulador de fosfato
depotasio 0.1 M, pH 6.0, 32 ul de guaiacol
0.2 My 26 ul de perdxido de hidrégeno 0.03
M, la reaccion se realizd a temperatura
ambiente y se leyo la absorbanciaa 436 nm
a los 5 minutos. Se transformaron las lecturas
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de As 436 nm, utilizando el coeficiente de
extincion molar del guaiacol (e,,, = 6.4 x 10°
M- cm1) para determinar la actividad
enzimatica especifica de las peroxidasas de
la superficie radical, con relacion a la cantidad

de guaiacol oxidado.

Para ajustar el espectrofotémetro se utilizd como
testigo una celda con 2 ml de regulador de
fosfato de potasio 0.1 M, 32 pl de guaiacol 0.2
My 26 pl de peréxido de hidrégeno 0.03 M.
Para la expresion de la actividad enzimatica
especifica de ambas fenoloxidasas por area
radical (cm?) y por gramo de peso fresco
radical se aplicé el método de Hendry
(Guerrero, 2000) que se basa en la medicién
de la actividad enzimética con base en los
cambios de absorbancia en el tiempo.

Anélisis microscopico de las raices
expuestas a fenantreno

Este analisis se realizd con el objeto de
registrar algin cambio evidente en la
superficie de las raices, después de
haberse expuesto a fenantreno.

Los fragmentos de raiz empleados se
enjuagaron previamente con agua destilada
y se montaron en gelatina glicerada colorida
para su observacién en el microscopio
estereoscdpico Stemi SVII, Zeiss.

Anélisis estadistico de los resultados

A los resultados de cuantificacion de
biomasa radical, porcentaje de fenantreno
removido y actividad enzimatica, se les
aplicd un analisis de varianza bifactorial
(ANOVA) y una prueba de Tukey (p<0.05),
empleando el paquete estadistico de
Disefios Experimentales FAUNL, véase 1.4
(Olivares, 1989). Todos los experimentos se
realizaron por triplicado.
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RESULTADOSY DISCUSION

Andlisis de la remocién de fenantreno por
los cultivos radicales in vitro e in toto de
Cyperuselegans

En cuanto al crecimiento radical de Cyperus
elegans, la cantidad de biomasa hipogea
obtenida en el tiempo de exposicion a
fenantreno, fue ligeramente mayor en los
cultivos expuestos a fenantreno con
respecto al testigo en ambas condiciones
de cultivo. Sin embargo, esto no representa
un efecto notorio sobre la masa radical, ya
que las diferencias estadisticas tanto en los
cultivos in vitro como in toto no reflejaron
una diferencia significativa entre los
tratamientos con fenantreno y el testigo;
no obstante que si se presenta una
diferencia significativa entre las dos
condiciones experimentales (p < 0.05).
Cabe mencionar que la respuesta obtenida
en los cultivos radicales in toto, fue mayor
dadas las caracteristicas de la planta
completa; en el otro caso (cultivo in vitro)
practicamente el alargamiento de
las raices obtenidonoreflejo un crecimiento
sustancial en esta especie bajo tales
condiciones (fig. 1).

Remocidén de fenantreno por el sistema
radical invitroe in toto de Cyperus elegans

El porcentaje de fenantreno removido por
esta especie fue bajo en este tiempo de
exposicion (10 dias) ya que solamente se
obtuvo un 6 y 8% de remocién en los
experimentos con 60 ppmyde32a27%en
los experimentos de 90 ppm en los cultivos
in vitro e in toto respectivamente; mientras
que en ambas condiciones de cultivo en el
experimento con 40 ppm no hubo remocién,
quedando el contaminante en el medio de
cultivo (casi el total de las 40 ppm) (fig. 2),
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Experimentos Bin toto

Fig. 1.

Biomasa radical de Cyperus elegans, intoto e in vitro expuestas a fenantreno,
sin diferencias significativas entre los experimentos; pero si entre
las dos condiciones de cultivo.

%o de remocién de fenantreno

40 ppm 60 ppm 90 ppm Bin vitro

Experimentos Hin toto

Fig. 2. Porcentaje de fenantreno removido por el sistema radical de Cyperus

elegans, las diferentes letras sefialan las diferencias significativas
encontradas entre los experimentos con fenantreno para las dos
condiciones: in vitro e in toto (p< 0.05).
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Fig. 3. Raices de Cyperus elegans, cultivo in toto, testigo sin fenantreno,
técnica de campo oscuro (66 x).

Fig 4 . Raices de Cyperus elegans cultivo in toto, expuestas a 60 ppm de fenantreno,

donde se observa la masa del contaminante adherido a la
superficie radical, técnica de campo oscuro (66 x).
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esto pudo deberse a problemas en la
extraccion del contaminante, ya que se
observé una turbidez en el medio, lo que
interfirié directamente en la cuantificacion
del mismo. Esimportante mencionar que no
obstante que la magnitud del porcentaje de
remocion (menos del 50%) asi como la
cantidad de biomasa radical fueron bajas,
la cantidad de fenantreno removido estuvo
asociado con el desarrollo radical a mayor
concentracién de fenantreno, siendo
significativa la diferencia entre los
experimentos de 60 y 90 ppm (p< 0.05) para
las dos condiciones: in vitro e in toto,
presentandose una interaccion hidrofdbica
entre el contaminante y el sistema radical
(figs. 3 y 4), donde las propiedades
lipofilicas de los componentes de las paredes
y membranas celulares de las raices, el
tamario del compuesto y sus caracteristicas
hidrofdbicas, permitieron que el fenantreno
se concentrara en la superficie radical.
Este evento confirma los patrones
caracteristicos que presentan los
hidrocarburos policiclicos aromaticos de ser
compuestos lipofilicos, hidrofobicos y con
una alta tendencia a concentrarse sobre las
raices (Schwab et al., 1998).

Caracterizacion cromatogréfica por HPLC
del fenantreno extraido de los cultivos
radicales de Cyperus elegans

Los analisis por cromatografia de liquidos
de alta presion (HPLC) del medio de cultivo
y del extracto radical mostraron la deteccion
de los picos caracteristicos de fenantreno,
entre ellos el mas prominente a los 35
minutos de retencién, y en particular en el
extracto radical de 90 ppm, un pico a los 25
minutos 40 segundos, no comparable a los
picos caracteristicos del fenantreno, ya que
estos compuestos se separaron durante la

primera fase del gradiente metanol-agua y
gue no se presento6 en las muestras testigo
(fig. 5). Se sugiere que su estructura posee
diferente polaridad a la del fenantreno, que
se podria tratar de un compuesto nuevo

(fig. 6).

Evaluacion de la actividad enzimatica de
fenoloxidasas radicales superficiales de los
experimentosdeloscultivosradicalesin
vitro e in toto de Cyperus elegans

Es dificil separar las respuestas primarias
relacionadas con la inhibicion del
crecimiento radical de respuestas secun-
darias que se obtienen como consecuencia
del dafio de los sistemas radicales. Cambios
en la actividad enzimética y las pozas
metabolicas en respuesta al estrés, son
particularmente Gtiles para proporcionar una
deteccion temprana de las alteraciones
primarias en plantas.

Los parametros fisiologicos y diagnosticos
que se evallan, proporcionan investigacion
sobre la respuesta de xenobidticos en
plantas, y permiten revelar mecanismos que
confieran tolerancia; los cambios fisio-
I6gicos especificos estan relacionados con
el modo de accion de un compuesto, lo que
permite cuantificar el efecto de éste, no
obstante que también las respuestas
metabdlicas a un estrés fisioldgico general
pueden ser Gtiles como indicadores del efecto
de xenobiéticos (Sprecher & Stewart, 1995).
Una de estas respuestas es la activacion o
incrementoen la sintesis de enzimas oxidativas
(peroxidasas, superdxido dismutasas, catalasa,
glutation reductasa, polifenol oxidasas) las
cuales con frecuencia se presentan en
respuesta a varias condiciones de estrés en
plantas (Cakmak & Marschner, 1992).
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Fig. 5. Cromatograma del extracto radical del experimento testigo,
cultivo in toto de Cyperus elegans.

Fig. 6. Cromatograma del extracto radical del experimento con 90 ppm de
fenantreno, cultivo in toto de Cyperus elegans y patrones de fenantreno,
fenantrol y fenatroguinona.
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Las peroxidasas son enzimas que juegan un
papel importante en la fisiologia de las
plantas participando en la regulacién del
crecimiento celular y la expansién y
desarrollo vegetal; son facilmente medibles
y dan una evidencia temprana de la
respuesta de plantas ante estrés biético y
abidtico (Gaspar et al., 1985; de Souza et
al., 2002).

En este trabajo se evalud la actividad de
dos fenoloxidasas: lacasas y peroxidasas,
cuya actividad fue diferente no solamente
dependiendo de la enzima, sino también del
sistema radical empleado.

En los experimentos in vitro, la actividad de
las peroxidasas superficiales radicales

resulté mucho menor y fue casi impercep-
tible comparada con la de lacasas; lo que
pudo estar relacionado con las caracte-
risticas constitutivas de las enzimas
presentes en estas raices ademas de que las
condiciones y desarrollo de estos sistemas
radicales es diferente; ambas enzimas
disminuyeron en su actividad ante la
presencia del contaminante (fig. 7), cabe
mencionar que se present6 diferencia
significativa entre las dos enzimas de
acuerdo con la actividad medida (p< 0.05).

En los sistemas radicales in toto, la actividad
de peroxidasas fue mayor que la de lacasas,
ademas de que en este caso se evidencid
de manera notoria que la presencia del
contaminante incremento la actividad de las

0.007

0.006
0.005
0.004
0.003
0.002
0.001

0

nM/min/cm 2/g peso fresco radical

Testigo 40 ppm 60 ppm 90 ppm

Experimentos

O peroxidasas
H lacasas

Fig. 7. Actividad de peroxidasas y lacasas radicales de Cyperus elegans in vitro,
sin diferencias significativas entre los diferentes tratamientos por enzima (p< 0.05).
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peroxidasas en por lo menos dos veces mas
que la actividad de los sistemas radicales
sin fenantreno; lo que resultd inverso para
el caso de lacasas (fig. 8). No se obtuvo una
diferencia siginificativa en la actividad
enzimatica de peroxidasas en los
experimentos expuestos a fenantreno,
mientras que si se presentd en el caso de
lacasas, ademas de que la comparacion entre
los sistemas enziméticos para las raices de
las plantas completas, si mostré una
diferencia estadistica significativa (p< 0.05).

Se menciona que las enzimas de plantas de
la familia del Citocromo P450, son capaces
de oxidar compuestos aroméaticos mono y
policiclicos, y estas enzimas podrian cons-
tituir la via principal de detoxificacion de
estos compuestos (Korteet al., 2000), no
obstante esto, se ha sugerido la participa-
cion de peroxidasas en la detoxificacion de
algunos compuestos aromaticos (Pletsch, et
al., 1999; Santos de Araujo et al., 2002;
Kucerova et al., 1998), ademés de que estas
enzimas se emplean frecuentemente como
biomarcadores no especificos de contami-
nacion ambiental (Lyte & Lyte, 2001) res-
pondiendo a la accion de estrés abidtico dado
por la presencia de quimicos organicos que
son altamente toxicos para la planta.

El caso particular de Flocco et al. (2002) que
evaluaron la actividad de peroxidasas de los
extractos radicales de plantas de alfalfa
expuestas a fenantreno en cultivos
hidrop6nicos donde la concentracion
empleada de este contaminante (50 mg/L)
afect6 el estado fisiolégico de las plantas
evidenciado a través del decremento en el
indice de crecimiento, el contenido de
clorofilay una reduccidn significativa en la
actividad de estas enzimas, asociados a un
efecto toxico del contaminante para esta
especie; mientras que en los resultados
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reportados por Santos de Araujo et al. (2002)
realizados con raices transformadas de
zanahoria, expuestas a pirogalol, 2-
aminofenol, p-cresol, catecol, 2-4
diclorofenol y guaiacol, la actividad de
peroxidasas de los extractos radicales se
increment6 después de la adicién de estos
compuestos aromaticos. En nuestro caso,
la naturaleza de los sistemas empleados
demostré que en los cultivos in vitro de
esta especie, el estado de las raices fue
importante para la respuesta obtenida. Cabe
mencionar que estos experimentos no
fueron con raices transformadas, sélo fueron
cultivos obtenidos de raices de la planta
madre que se dejaron en un medio mineral
con hormonas vegetales y practicamente
fueron considerados como sistemas
inmovilizadores del contaminante, sin la
participacion de toda la planta.

La respuesta de los sistemas radicales in
toto de C. elegans, mostré que la planta
completa dio una respuesta integral ante la
presencia del contaminante, que resulté mas
representativay con una variabilidad relati-
vamente menor a la medida en las raices in
vitro; cabe mencionar que ésta puede rela-
cionarse con la respuesta individual y au-
ténoma de cada raiz dadas las condiciones
de cultivo donde se mantuvo su prolifera-
cion. Obteniéndose también una diferencia
significativa para la actividad de peroxidasas
entre las condiciones in vitro e in toto.

Este estudio considero la evaluacion de la
actividad de dos tipos de fenoloxidasas y
la naturaleza de la respuesta dependio de la
susceptibilidad y situacion constitutiva de
las enzimas radicales superficiales:
peroxidasas y lacasas.

Se hace mencion a que la aplicacién de
plantas completas ricas en peroxidasas
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Fig. 8. Actividad de peroxidasas y lacasas radicales de Cyperus elegans, in toto,
las diferentes letras sefialan las diferencias significativas encontradas nicamente
entre los experimentos con fenantreno y el testigo para lacasas (p< 0.05).

para el tratamiento de suelos y agua
contaminados es recomendable como lo
reportan Adler et al. (1994), por lo que,
como lo sugieren Santos de Araujo et al.
(2002), la investigacion debe orientarse
sobre otras enzimas catabolicas como
lacasas, tirosinasas y otras fenoloxidasas
Gtiles en la transformacion de xenobiéticos.

CONCLUSIONES

Cyperus elegans resulté ser una especie cuya
capacidad de remocion de fenantreno por sus
raices no fue tan significativa, ya que
constituyd un 32 y 27% en los sistemas
radicales in vitro e in toto respectivamente;
asi mismo, el efecto que causo la exposicion a
fenantreno, no fue perjudicial para el desarrollo
radical para ambas condiciones de cultivo.

En cuanto a la actividad enzimética radical
superficial, la actividad de lacasas fue mayor
en los cultivos in vitro, mientras que la acti-
vidad de peroxidasas lo fue en los cultivos
in toto; la naturaleza de estos sistemas radi-
cales evidencio la susceptibilidad de los pri-
meros de manera significativa.

La separacion por el andlisis de HPLC de un
compuesto particular en los extractos
radicales de los cultivos in toto para la
concentracién mas alta de fenantreno,
mostré la probabilidad de que existiera una
transformacion del fenantreno, quiza por la
oxidacion de alguno de sus anillos. Paraello,
falta constatar si las enzimas inducidas
(peroxidasas) en los experimentos de los
cultivos radicales in toto con el fenantreno,
participarian en ello.

43

[T

|



Nam. 20:31-45

Diciembre 2005

Finalmente, este ensayo mostr6 que larelacion
entre la dinamica de remocion, el metabolismo
del fenantreno y la actividad in situ de
peroxidasas y lacasas por los sistemas
radicales de Cyperus elegans de la planta
completa y los cultivos de raices, constituyen
una investigacién que marca el punto de
partida en el conocimiento de sistemas
radicales de especies que crecen en zonas
contaminadas que pudieran ser consideradas
como columnas inmovilizadoras de
compuestos, como superficies con enzimas
asociadas a ellas que transformen y confinen
xenobiéticos en la superficie radical y con ello
constituir herramientas biotecnoldgicas para
la remocion de contaminantes.
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