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RESUMEN

El conocimiento del potencial metabólico 
de las plantas para transformar y degradar 
xenobióticos se ha generado a través del 
análisis de la respuesta de cultivos in vitro 
de células vegetales expuestos ante conta-
minantes, ya que éstos son considerados una 
herramienta útil para evaluar la fi totoxici-
dad, la tasa metabólica y la persistencia de 
los xenobióticos en las plantas.

El presente estudio contempló la evaluación 
de la remoción de fenantreno en cultivos de 
células en suspensión de dos especies de la 
familia Fouquieriaceae: Fouquieria splen-
dens y Fouquieria fasciculata y el efecto de 
la presencia de este contaminante a través 
de la viabilidad celular y la determinación 
de la actividad de un sistema enzimático. 
En los cultivos de células en suspensión de 
ambas especies, no se observó un daño por 

la exposición a fenantreno; la remoción del 
contaminante por las células fue de un 40 a 
90%, siendo mayor la capacidad de remo-
ción de fenantreno en los cultivos celulares 
de F. fasciculata en comparación con los 
de F. splendens a los diferentes tiempos 
a los cuales fueron expuestos estos siste-
mas, y paralelamente se observó un efecto 
inductivo sobre la actividad enzimática de 
hemoperoxidasas que pudieran estar rela-
cionadas con la posible transformación del 
contaminante. 

 
Palabras clave: cultivos celulares; fenan-
treno; hemoperoxidasas. 

ABSTRACT

Knowledge about the metabolic potential 
of plants to transform and degrade xeno-
biotics has been generated by analyzing 
responses of in vitro plant cell cultures to 
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contaminants, and these reactions have 
been considered a useful tool to evaluate 
the phytotoxicity, metabolic rates and per-
sistence of xenobiotics in plants. The present 
study evaluated phenanthrene removal by 
suspension cell cultures of two species of 
Fouquieriaceae, Fouquieria splendens and 
F. fasciculata, focusing on the effect of the 
presence of this contaminant on cell viability 
and the activity of an enzymatic system. 

The results in both cultures showed that the-
re was no damaging effect by phenanthrene, 
between 40 to 90% of which was removed 
by the suspension cells. The cell cultures 
of F. fasciculata have more phenanthrene 
removal capacity compared to those of F. 
splendens at the different lengths of time of 
exposure to the contaminant. 

An inductive effect of hemoperoxidase 
activity was observed simultaneously with 
phenanthrene removal; therefore, it is 
possibly related to transformation of the 
contaminant.

Key words: cell cultures, phenanthrene, 
hemoperoxidases. 

INTRODUCCIÓN

La biotransformación por los cultivos de 
células vegetales es considerada una he-
rramienta importante en la modifi cación 
estructural de compuestos que en algunos 
casos poseen una actividad terapéutica y 
son de interés considerable en el campo de 
la química (Furuya et al., 1998; Orihara et 
al., 1991), así mismo, estos sistemas expe-
rimentales se han considerado útiles para el 
estudio de los mecanismos involucrados en 
la detoxifi cación de contaminantes orgáni-
cos y de metales pesados (Golan-Goldhirsh 
et al., 2004).

Las técnicas in vitro tales como el cultivo 
de células en suspensión o de raíces dife-
renciadas, han sido empleados para evaluar 
la fi totoxicidad, la tasa metabólica y la per-
sistencia de los compuestos xenobióticos en 
las plantas (Chroma et al., 2002; Estime & 
Rier, 2001; Fletcher et al., 1987; Groegger 
& Fletcher, 1988; Kucerová et al., 2001; 
Mackova et al., 1997; Wilken et al., 1995; 
Suresh & Ravishankar, 2004; Harms & 
Langerbartels, 1986), estos resultados se 
han comparado con aquellos obtenidos con 
plantas intactas crecidas bajo condiciones 
asépticas (Harms, 1992). 

Se ha demostrado también la degradación 
de la nitroglicerina por cultivo de células 
vegetales de Beta vulgaris y de extractos 
celulares (Goel et al., 1997) utilizando 
biorreactores para evaluar el proceso de 
fi torremediación a gran escala; tal es el caso 
de los trabajos de Knops et al. (1995) que 
emplearon un biorreactor para estudiar la 
degradación del 4-nitrofenol, empleando 
cultivos en suspensión de soya.

Czuba (1987) realizó un estudio en callos 
de Daucus carota y Lactuca sativa donde se 
evaluó la toxicidad del metil mercurio y en 
cultivos en suspensión de Solanum nigrum 
y de rosa, donde se  demostró la capacidad 
transformadora de PCB’s (bifenilos poli-
clorados) (Campanella, 2000; Macková et 
al., 1997).

La ventaja del empleo de estos sistemas 
sobre los sistemas convencionales con 
plantas, es que los resultados pueden ob-
tenerse con mayor rapidez y con menor 
costo en el gasto de técnicas analíticas. Se 
han desarrollado también un buen núme-
ro de estudios de biotransformación con 
cultivos celulares de plantas (Braemer et 
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al., 1987; Furuya et al., 1998; Orihara et 
al., 1992), que han permitido estudiar los 
sustratos susceptibles de biotransformación 
y entender los procesos de conversión de las 
plantas tales como la hidroxilación, reduc-
ción, oxidación y glicosilación (Hamada et 
al., 1977; Hirata et al., 1982; Naoshima et 
al., 1989; Otani et al., 2004).  

El ensayo de hemoperoxidasas permite rea-
lizar una medición directa de la actividad de 
oxidasas a través de la peroxidación catali-
zada por proteínas hemo, las actividades de 
éstas podrían ser el resultado de un amplio 
intervalo de inducciones o inhibiciones, 
además de que poseen una ventaja aditiva; 
ya que las mediciones de las oxidasas es-
pecífi cas pueden fallar al detectar un efecto 
si la enzima seleccionada es insensible al 
contaminante que se monitorea. En este 
caso, se tiene la medición del sustrato por 
las funciones catalíticas del grupo prostético 
hemo, lo que permite de manera indirecta 
realizar la medición de la actividad total 
de peroxidasas (Connon et al., 2003). 

Los hidrocarburos aromáticos policíclicos 
(HAP) se encuentran ampliamente distri-
buidos en el ambiente y se han reportado 
algunos efectos genotóxicos de ellos (Bjor-
seth et al., 1979; Gao & Zhu, 2004; Günther 
& Jones, 1988; Haeseler et al., 1999; Xu et 
al., 2006).

Son considerados como contaminantes prin-
cipales en suelos debido a su característica 
recalcitrante y propiedades mutagénicas 
y carcinogénicas, y son una preocupación 
seria por su potencial de bioacumulación 
en la cadena alimenticia (Fujikawa et al., 
1993; Jian et al., 2004; Morehead  et al., 
1986; Nylund et al., 1992).

Esta importancia ambiental, ha provocado 
que la EPA (Environmental Protection 
Agency) de Estados Unidos los incluya den-
tro de la lista prioritaria de contaminantes 
cuyos niveles en los efl uentes industriales 
requieren de su monitoreo (Heitkamp & 
Cerniglia 1988; Jian et al., 2004).

Estos compuestos también han sido poco 
estudiados desde el punto de vista como 
inductores de estrés y están constituidos 
por dos o más anillos bencénicos, lo que los 
hace altamente persistentes en el ambiente. 
Como ejemplos se incluyen al naftaleno, 
fenantreno y benzo (a) pireno, que con-
tienen de dos a cinco anillos aromáticos, 
respectivamente.

Muchos de estos compuestos en el ambiente 
son generados durante la manufactura del 
petróleo; se presentan en asfaltos, llantas 
y otros productos de combustión incom-
pleta (Alkio et al., 2006). Debido a la alta 
hidrofobicidad de los HAP, se asume que 
se mantienen de manera fuertemente unida 
a las partículas del suelo y son difícilmente 
biodisponibles (Pilon-Smits, 2005), sin 
embargo, se conoce que las plantas pueden 
incorporarlos o tomarlos del suelo (Kuhn et 
al., 2004; Samsoe-Petersen et al., 2002).

De manera general, la detoxifi cación de 
xenobióticos en plantas implica su transfor-
mación, su conjugación y su secuestro en la 
vacuola o la pared celular (Mc Cutcheon & 
Schnoor, 2003).

Se ha visto que el benzo (a) pireno (Sander-
mann et al., 1984) y el fl uoranteno (Kolb & 
Harms, 2000) son capaces de ser metabo-
lizados por cultivos celulares de diferentes 
especies de plantas.
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No obstante esto, se sabe muy poco de los 
genes de plantas que están involucrados en 
la absorción de los HAP, su degradación y 
conjugación; así como los mecanismos de 
toxicidad de los mismos para plantas están 
muy poco estudiados, y tal parece que la 
fi totoxicidad depende del tipo de compuesto 
y de la especie de planta (Baek et al., 2004; 
Wittig et al., 2003).

Conjuntamente con estos mecanismos 
desconocidos en plantas, también el cono-
cimiento sobre las respuestas al estrés y 
los mecanismos de defensa implicados se 
desconocen y se requiere saberlo para dar 
soporte a la tolerancia de las plantas a este 
tipo de compuestos.

El fenantreno es un hidrocarburo aromático 
policíclico que presenta tres anillos bencéni-
cos fusionados; se produce por la combus-
tión de combustibles fósiles, por procesos 
industriales y por eventos naturales como 
incendios forestales. No es mutagénico o 
carcinogénico para los humanos, sin em-
bargo, se ha demostrado que es tóxico para 
organismos acuáticos (Kusk, 1981; Pipe 
& Moore, 1986; Savino & Tanabe, 1989).

El fenantreno se ha empleado como un 
compuesto modelo para el estudio de la 
biodegradación de los HAP dado que: a) 
se encuentra en altas concentraciones en 
muestras ambientales contaminadas con este 
tipo de compuestos, b) porque muchos de 
ellos contienen una característica estructural 
similar a la del fenantreno y que en ellas es 
carcinogénica y c) la regioespecifi cidad y 
estereoselectividad de las oxigenasas puede 
determinarse por medio de estudios metabó-
licos con fenantreno, debido a que es uno de 
los HAP más pequeños y posee dos regiones: 
una región “bahía” y una región “k” en su 
molécula (Bezael et al., 1996).   

El fenantreno ha sido seleccionado en algu-
nos estudios (Flocco et al., 2002; Moody et 
al., 2001) y se ha empleado frecuentemente 
como un compuesto característico en estu-
dios de biorremediación (Bouchez et al., 
1995; Harvey et al., 2002; Kanaly & Hara-
yama, 2000; Kulakow et al., 2000; Ortega-
Calvo & Saiz-Jiménez, 1998). No obstante 
que la biorremediación del fenantreno es un 
tema bien estudiado, la información concer-
niente al impacto de este compuesto en la 
fi siología de las plantas es escasa.

Este estudio consideró el manejo de un 
sistema in vitro de los cultivos de células 
en suspensión de Fouquieria splendens y 
Fouquieria fasciculata para la evaluación 
de su capacidad de remoción de fenantreno 
y su efecto sobre el crecimiento celular y la 
actividad de hemoperoxidasas, con la fi na-
lidad de comprender procesos relacionados 
con la presencia y la remoción de conta-
minantes orgánicos en cultivos celulares.

MATERIAL Y MÉTODOS

Colecta del material biológico

El material biológico proviene de una colec-
ta realizada en el Jardín Botánico Exterior 
de la UNAM, del que se colectaron tallos 
de Fouquieria splendens y de Fouquieria 
fasciculata, tomando muestras de 20 cm que 
se cortaron de la planta madre, se transpor-
taron al invernadero y se  mantuvieron con 
aporte de agua directo, bajo condiciones 
controladas (temperatura +/–, 28˚C/15˚C y 
una humedad relativa de 35% en promedio, 
con fotoperiodo de 12:12), hasta el desarro-
llo de los brotes axilares para la obtención 
de los explantes foliares.
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Obtención de tejido calloso de Fouquieria 
splendens y Fouquieria fasciculata

Se tomaron fracciones de hoja de  F. splen-
dens y F. fasciculata que se lavaron con 
agua corriente y jabón; la obtención de 
tejido calloso se realizó bajo condiciones 
de esterilidad. Este material se transfi rió 
a un vaso de precipitados de 250 mL para 
desinfestarse con 50 mL de hipoclorito de 
sodio al 10% por 10 minutos y se enjuagó 
con agua destilada con tres cambios de 5 
minutos cada uno.

El material foliar se seccionó en fracciones 
de 1 cm2, depositando de tres a cuatro frac-
ciones foliares por frasco de cultivo que con-
tenía 30 mL de medio sólido MS (Murashige 
& Skoog, 1962) modifi cado por Franco & 
García (1995), con el 50% de sales minerales 
y ácido naftalenacético (ANA), 1 mg/mL y 
bencil aminopurina (BAP), 10 mg/mL.

Los frascos se incubaron bajo condiciones 
de iluminación con fotoperiodo de 16 horas 
luz/8 horas oscuridad, a 28ºC por 30 días, 
para la obtención de tejido calloso.

Establecimiento de los cultivos de células en 
suspensión de F. splendens y F. fasciculata

De los callos obtenidos se obtuvo 1 g de 
biomasa que se transfi rió en condiciones 
de esterilidad a matraces Erlenmeyer de 50 
mL de capacidad con 25 mL de líquido MS 
con ¼ de sales minerales que contenía ácido 
naftalenacético (ANA, 1 mg / mL) y bencil 
aminopurina (BAP, 10 mg / mL); mantenién-
dose en oscuridad en cuarto de incubación 
a 36ºC y en agitación continua en un Multi-
Wrist Shaker (Lab-Line Instruments, Inc.) a 
3.8 r.p.m. por 15 días, realizando subcultivos 
cada ocho días para el establecimiento de 
líneas celulares.

Exposición de los cultivos celulares a 
fenantreno

Para evaluar el efecto del fenantreno sobre 
las células de F. splendens y F. fasciculata, 
se realizaron experimentos en matraces 
Erlenmeyer de 50 mL, que contenían 25 
mL de medio MS ¼ de sales minerales 
con ANA y BAP, con 1 mL de inóculo del 
cultivo celular madre, con las siguientes 
concentraciones de fenantreno: 1mg/L, 5 
mg/L y 10 mg/L, a partir de una solución 
patrón de fenantreno de 100 mg/10mL (en 
etanol al 95%) considerando los cultivos 
de células sin contaminante como testigo. 
Todos los experimentos se realizaron por 
triplicado y se mantuvieron en oscuridad en 
cuarto de incubación a 36ºC y en agitación 
continua en un Multi-Wrist Shaker (Lab-
Line Instruments, Inc.) a 3.8 r.p.m. por 30 
días, posteriormente se tomaron alícuotas de 
3 mL cada 10 días para evaluar la remoción 
de fenantreno del medio de cultivo, la via-
bilidad celular, observaciones de las células 
y la obtención de la biomasa celular para la 
cuantifi cación de proteína total y la medición 
de la actividad de hemoperoxidasas.

Análisis morfológico de las células en 
suspensión bajo la presencia del contami-
nante y obtención de biomasa celular total

Durante este análisis se realizaron observa-
ciones de los cultivos de células en suspen-
sión de F. splendens y F. fasciculata, con las 
diferentes concentraciones de fenantreno, 
con tinción directa con azul de metileno y 
observaciones empleando un Microscopio 
Nikon, Labophot-2.

De las fracciones colectadas (3 mL) por 
cosecha para ambas especies, se obtuvo la 
biomasa celular centrifugando las alícuo-
tas en centrífuga clínica por 10 minutos a 
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temperatura ambiente, recuperando el so-
brenadante de esta primera centrifugación 
para cuantifi car el fenantreno remanente. 
Al paquete celular se le adicionaron 3 mL 
de medio de cultivo MS ¼ de sales para 
lavar las células dos veces y resuspender 
fi nalmente las células en 3 mL de medio 
de cultivo.

Evaluación del porcentaje de viabilidad 
celular en los cultivos en suspensión bajo 
la presencia del contaminante

Para la determinación de la viabilidad 
celular se empleó la tinción con azul de 
Evans, un colorante no permeable con baja 
toxicidad para las células; esta técnica se 
ha empleado para determinar el número 
relativo de células muertas en cultivos de 
células en suspensión, esto mediante la 
cuenta de células muertas que se tiñen de 
manera selectiva con el azul y las células 
vivas que no presentan esta coloración (Song 
et al., 1999).

La tinción consistió en adicionar 0.5 mL 
de solución de azul de Evans al 0.05 M a 
alícuotas de 0.5 mL del material celular de 
ambas especies, resuspendido en el medio 
de cultivo de cada muestra experimental y 
cada cosecha. Las muestras se centrifugaron 
a 3 000 r.p.m. por tres minutos a tempera-
tura ambiente, se decantó el colorante y se 
lavaron las células dos veces con 0.5 mL de 
medio de cultivo MS ¼ de sales, hasta elimi-
nar el exceso del colorante, se depositó una 
alícuota de cada una de las muestras teñidas 
en un portaobjetos excavado y se realizó la 
cuenta celular por triplicado, contando el 
número de células viables (no teñidas) y no 
viables (azules), tomando 20 campos por 
cada observación.

El porcentaje de viabilidad se determinó 
como el número de células viables dividido 
entre el número de células totales x 100.

Evaluación de la remoción del fenantreno 
en los cultivos en suspensión

Para evaluar la remoción de fenantreno en 
los cultivos de células en suspensión de las 
dos especies de fouquieriáceas, se cuantifi -
có el compuesto remanente en el medio de 
cultivo, tomando 1mL del medio recuperado 
por centrifugación para las tres cosechas de 
todos los experimentos de ambas especies, 
al que se le adicionaron 2 mL de benceno 
para la extracción del contaminante, dejando 
reposar por 10 minutos, para posteriormente 
separar la fase orgánica y evaporar el ben-
ceno y resuspender el material en 1 mL de 
metanol grado HPLC.

Las muestras se analizaron por espectros-
copia de UV, registrándose las lecturas de 
absorbancia a 292 nm y se realizó también 
un análisis por cromatografía de alta reso-
lución de líquidos (HPLC) con la fi nalidad  
de identificar al fenantreno y la posible 
aparición de compuestos relacionados con 
productos de transformación de éste; con 
la detección del contaminante a 254 nm 
y el empleo de un detector con arreglo de 
diodos para la obtención de los espectros  
de absorción de los compuestos resueltos 
en la cromatografía.

Para este análisis se empleó una columna 
HICHRON C-18 Hypersil, de 10 μm x 4.6 
mm x 25 cm, usando como fase móvil un 
gradiente fi nal de metanol-agua (50 a 95% 
de metanol grado HPLC), con un corrimien-
to de 70 minutos a una velocidad de fl ujo 
de 1 mL/min.
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Determinación de la actividad de hemo-
peroxidasas de los cultivos de células en 
suspensión con presencia de fenantreno 

La extracción de las proteínas totales celu-
lares se realizó tomando el paquete celular 
lavado de las alícuotas de 3 mL de cada 
cosecha y para cada experimento, éste se 
resuspendió en 2 mL de regulador de fosfa-
tos 50 mM, pH = 6.0 en frío, para homoge-
neizar las células en un homogeneizador de 
tejidos (potter). Se obtuvieron los extractos 
celulares y éstos se guardaron a 4ºC para su 
cuantifi cación por el método convencional 
de Bradford (1976), y la determinación de 
la actividad de hemoperoxidasas de los 
extractos celulares de los cultivos de ambas 
especies se realizó empleando el método 
espectrofotométrico de la oxidación de te-
trametilbencidina (TMBZ) (Connon et al., 
2003), depositando en tubos Eppendorf de 
1.5 mL: 100 μL de muestra (extracto celular) 
+ 1 mL de regulador de acetato de sodio 0.20 
M pH = 5.3 + 100 μL de TMBZ (preparada 
en 2 mg/L de metanol, diluida en regulador 
de acetato de sodio 0.20 M pH = 5.3, a la 
concentración de 660 μg/mL) + 50 μL de 
peróxido de hidrógeno 0.17%. Los tubos 
se incubaron por 15 minutos a temperatura 
ambiente y se evidenció la actividad de estas 

proteínas a través del desarrollo de la colora-
ción azul característica de la oxidación de la 
tetrametilbencidina; se leyó la absorbancia a 
652 nm para la determinación de la actividad 
específi ca de hemoperoxidasas (nM TMBZ 
oxidada/min/μg de proteína celular). 

Análisis estadístico de los resultados

A todos los resultados obtenidos se les aplicó 
un análisis de varianza (ANOVA) y prueba 
de Tukey-Kramer de Comparación Múltiple, 
empleando el paquete estadístico GraphPad 
InStat, V2.03 (Aceves, 1993) y el paquete 
estadístico de Diseños Experimentales 
FAUANL.ver.1.4 (Olivares, 1989).

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Efecto del fenantreno sobre el crecimiento 
y morfología de los cultivos de células en 
suspensión de F. splendens y F. fasciculata

En cuanto a la morfología celular, no se ob-
servó alguna alteración en las poblaciones, 
resultado de lo que podría ser un caso de 
aneuploidia o poliploidia que se distinguiría 
por el alargamiento celular; ya que en todos 
los casos la apariencia de las células fue 
esférica (fi gs. 1 a 4). 

Figs. 1 a 2. 1) Población celular en cultivos en suspensión de F. splendens (200x), 
2) Detalle de células isodiamétricas de F. splendens (200x).

1 2



108

Junio 2008 Núm. 25: 101-119

Figs. 3 a 4. 3) Formación de agregados celulares homogéneos con células esféricas de 
F. fasciculata (428x), 4) Detalle de células isodiamétricas de F. fasciculata (428x).

La tinción de Evans evidenció que el núme-
ro de células no viables, identifi cadas por 
la coloración celular azul no fue abundante 
en el conteo realizado para todos los expe-
rimentos y cosechas; esto da una idea de la 
viabilidad de las células, mostrando que no 
se presentó un efecto dañino o muerte ce-
lular, lo que no representa fi nalmente que la 
división celular esté presente, ya que según 
lo observado por Smith et al. (1982) con 
la tinción no se distingue a las células que 
sean capaces de dividirse de aquellas que 
han perdido su potencial para dividirse. En 
términos de la viabilidad de las células de F. 
splendens, el porcentaje se mantuvo alrede-
dor del 70 al 80% con una variación mínima 
entre los tratamientos testigo y de aquellos 
expuestos a fenantreno. Para el caso de F. 
fasciculata, la respuesta de las células fue 
muy similar a la obtenida en F. splendens 
(fi gs. 5 y 6). En ambos casos, se obtuvo 
una tolerancia al contaminante, lo que se 
manifestó con estos altos porcentajes de 
viabilidad, siendo la diferencia signifi cativa 
solamente entre los tiempos de exposición 
para ambas especies.

En cuanto al crecimiento celular, medido 
a través de la cuantifi cación de la proteína 
total celular (fi gs. 7 y 8), éste, en todos 
los casos, salvo por la magnitud, mostró 
que se distinguen las diferentes etapas de 
crecimiento, la exponencial, la estaciona-
ria y la de disminución del crecimiento o 
de muerte, que se manifestó en los 30 días 
totales medidos. Esta característica es propia 
del crecimiento de los cultivos de células 
en suspensión de esta familia de plantas 
(Rodríguez, 2006).

En este caso, la disminución en el contenido 
de proteína total celular no estuvo relacio-
nada con el efecto directo del contaminante, 
ya que la relación de esta medición con el 
conteo celular, solamente refl ejó el patrón 
de crecimiento celular. Para ambas espe-
cies, solamente se obtuvo una diferencia 
signifi cativa en los diferentes tiempos de 
exposición (p < 0.05).

3 4
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Figs. 5 y 6. Porcentaje de viabilidad de las células de los cultivos en suspensión de 10, 20 
y 30 días: 5. F. splendens y 6. F. fasciculata. Las diferentes letras muestran la diferencia 

signifi cativa entre los tratamientos con fenantreno en F. fasciculata para 20 días de 
exposición (p < 0.05).

Figs. 7 y 8. Cuantifi cación de proteína total celular de los cultivos en suspensión de 10, 
20 y 30 días: 7. F. splendens  y 8. F. fasciculata.

5 6

7 8
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Remoción de fenantreno en cultivos de 
células en suspensión de F. splendens y F. 
fasciculata.

Los cultivos celulares metabolizan com-
puestos xenobióticos de manera similar a 
las plantas, sin las difi cultades inherentes 
de la absorción y translocación de éstos en 
ellas (Laurent & Scalla, 1999); más aún, en 
condiciones asépticas de éstos, el metabo-
lismo no está infl uenciado por la presencia 
de microorganismos. 

La remoción de fenantreno obtenida, se 
evidenció mucho más en los experimentos 
con 5 y 10 mg/L de fenantreno; la falta de 
respuesta en la concentración de 1 mg/L en 
ambas especies, pudo deberse a la manipu-
lación de las muestras, lo que se corroboró 
con los resultados obtenidos por el análisis 
de HPLC, al no identifi carse la presencia del 
contaminante en las muestras analizadas. 

La diferencia entre especies, mostró que en 
los cultivos de F. splendens se incrementó 
la remoción a medida que transcurrió el 
tiempo de exposición; aunque los valores 
de este proceso fueron menores que los 
obtenidos en los cultivos de F. fasciculata 
donde la cantidad del fenantreno removido 
fue mayor, pero solamente a los 10 días de 
exposición. La respuesta de remoción para 
las tres concentraciones de fenantreno ana-
lizadas (fi gs. 9 y 10) mostró una diferencia 
signifi cativa en los tres tiempos, sobre todo 
entre los tratamientos con 1 y 10 mg/L de 
fenantreno; donde se obtuvo una remoción 
notable del contaminante por los cultivos 
celulares, sobre todo de F. fasciculata.

Cabe mencionar que es importante resal-
tar que por esta vía, dado que las células 
vegetales que crecen en los cultivos en 
suspensión, no desarrollan paredes celulares 
secundarias o capas protectoras, cada célula 

Figs. 9 y 10. Remoción de fenantreno por los cultivos en suspensión de 10, 20 y 30 días: 9. 
F. splendens  y 10. F. fasciculata. Las diferentes letras muestran la diferencia signifi cativa 

entre los tratamientos con fenantreno entre los tiempos de exposición (p < 0.05).

9 10
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entra en contacto directo en el medio de 
cultivo con el contaminante y los proble-
mas que se asocian con la incorporación 
o toma del contaminante del suelo vía el 
sistema radical, pueden eliminarse. Como 
resultado entonces, se tiene que esto acelera 
la velocidad de remoción y la caracteriza-
ción de la transformación o degradación de 
éste. Como ejemplo de esto se puede citar 
lo observado por Nepovim et al. (2004) 
sobre la degradación del TNT en cultivos en 
suspensión de Rheum palmatum y Solanum 
aviculare,  donde los cultivos en suspensión 
permitieron analizar la distribución del TNT 
en el medio y sus productos metabólicos, así 
como los de Lucero et al. (1999) con Datura 
innoxia con otros compuestos nitrogenados 
explosivos. 

La caracterización cromatográfica por 
HPLC de todas las muestras con y sin fe-
nantreno, mostró una serie de compuestos 
separados, entre los dos y cuatro minutos, 
a los 38 minutos y a los 49 minutos en 
todos los sistemas para las dos especies, y 
solamente algunas variaciones en cuanto al 
porcentaje de fenantreno cuantifi cado (fi g. 
11) en algunos casos particulares de ambas 
especies, comparado con el fenantreno 
control. En este caso, con la fase móvil 
empleada en el análisis por HPLC, no se 
detectó la presencia de productos hidrofí-
licos producto de la posible hidroxilación 
de este compuesto no polar analizado, no 
obstante que se sugiere la posible reacción 
enzimática de oxidación que pudiera dar 
como producto la inserción de una molécula 
de oxígeno a un enlace C-H de la molécula 
xenobiótica (Sandermann, 1992, 1994), 
ya que las características espectrales del 
fenantreno removido por las células de 
ambas especies mostraron cambios en el 
comportamiento espectral del compuesto 

a 255 nm, comparado con lo observado 
en el espectro de absorción del fenantreno 
puro, lo que puede estar relacionado con 
la transformación de éste por los sistemas 
celulares. La no detección de compuestos 
también puede atribuirse a la formación de 
metabolitos (ej. conjugados) o de residuos 
no extraíbles, los cuales en ciertas condi-
ciones pueden ser derivados del compuesto 
parental (Bokern et al., 1996).

Cabe mencionar que los resultados croma-
tográfi cos de los metabolitos resultantes 
en los cultivos de células vegetales como 
menciona Harms (1992), pueden extrapo-
larse a los obtenidos con la planta completa, 
donde en principio resultarían semejantes, 
no obstante que se presentan diferencias 
cuantitativas entre ambos sistemas.

Determinación de la actividad específi ca de 
hemoperoxidasas de F. splendens y F. fasci-
culata bajo la presencia del contaminante

Se tienen enzimas involucradas en el 
metabolismo de xenobióticos que están 
relacionadas con enzimas del metabolismo 
secundario en plantas (Harms & Langebar-
tels, 1986; Sandermann, 1994), dentro de 
ellas, las peroxidasas de plantas son enzimas 
ubicuas, versátiles catalíticamente hablando 
(Laurent,1994; Stiborova & Anzenbacher, 
1991; Zeigel, 1993) que participan en pro-
cesos metabólicos en las células vegetales y 
su concentración se incrementa bajo condi-
ciones de estrés. Estas enzimas también se 
caracterizan por su baja especifi cidad y su 
alta afi nidad por xenobióticos de diferente 
naturaleza química; esta característica ase-
gura la participación activa de éstas en una 
amplia variedad de procesos detoxifi cadores 
(Kvesitadze et al., 2001; Peakall, 1994).
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Fig. 11.  Cromatograma  del medio de cultivo de las células en suspensión de 
F. splendens de 20 días con 5 mg/L de fenantreno. 

cación (Chareonviriyaphap et al., 2003; He-
mingway & Ranson, 2000), lo que sugiere 
que el incremento en la actividad de éstas 
pudiera estar relacionado con la oxidación 
del fenantreno por las células de los cultivos 
de estas dos especies. 

CONCLUSIONES

El comportamiento de los cultivos de células 
en suspensión de Fouquieria splendens y 
Fouquieria fasciculata, no mostró un daño 
por la exposición ante fenantreno, además 
de promover la remoción del contaminante 
entre un 40 y 90% de las concentraciones 
consideradas, lo que se observó con la dis-
minución en la concentración del contami-
nante en el medio de cultivo después de cada 
tiempo de exposición de las células ante 
el fenantreno; en particular, la capacidad 
de remoción de fenantreno evaluada para 

En este caso de estudio, la actividad de 
hemoperoxidasas resultó susceptible ante 
la presencia del contaminante: en los cul-
tivos celulares de F. splendens disminuyó 
la actividad a medida que se incrementó la 
concentración del fenantreno en el sistema; 
mientras que para F. fasciculata la actividad 
aumentó en el tiempo, independientemente 
del experimento con y sin fenantreno (fi gs. 
12 y 13). 

La inducción de hemoperoxidasas representa 
una homeostasis o respuesta compensatoria 
ante la exposición a un contaminante, lo que 
puede inducir mecanismos de detoxifi cación 
a través de la oxidación y/o transformación 
del contaminante (Connon et al., 2003). 

Este tipo de enzimas (monooxigenasas) 
están asociadas con los mecanismos de 
resistencia en algunos sistemas de detoxifi -



113

Herrera et al.: Evaluación del crecimiento, actividad de hemoperoxidasas y remoción de fenantreno de Fouquieria.

Figs. 12 y 13. Actividad de hemoperoxidasas de los cultivos en suspensión de 10, 20 y 
30 días: 12. F. splendens y 13. F. fasciculata. Las diferentes letras muestran la diferencia 
signifi cativa entre los tratamientos con fenantreno entre los tiempos de exposición y los 

experimentos (p < 0.05).

los cultivos de células en suspensión de F. 
fasciculata fue mayor a la de  F. splendens, 
determinada a los diferentes tiempos de 
exposición de estos sistemas, estos cultivos 
celulares podrían entonces estar asociados 
directamente con la remoción del contami-
nante por la adsorción o la incorporación 
de éste y la subsecuente metabolización 
o almacenamiento del mismo dentro de 
las células, además de que se presentó un 
efecto inductivo sobre la actividad enzimá-
tica de hemoperoxidasas que pudiera estar 
relacionado con la posible transformación 
del contaminante, ya que se ha demostrado 
que algunas enzimas de plantas son capaces 
de la oxidación de compuestos aromáticos 
mono y policíclicos, y estas enzimas podrían 
constituir la vía principal de detoxifi cación 
de estos compuestos, por lo que se sugiere 
que la naturaleza de estas enzimas (las 
hemoperoxidasas) pudieran tener un rol 
de este tipo, además de que los niveles de 
estos sistemas enzimáticos pueden alterarse 
por condiciones de estrés del ambiente y 
con ello, considerarse como biomarca-
dores no específi cos de la contaminación 
ambiental.
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