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Efecto de los metabolitos de las raices de Avena
sativa, Medicago sativa, Brachiaria decumbens y Brassica juncea
en la degradacion de PCBs
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Resumen

Este trabajo evalué el efecto de los compuestos liberados durante la renovacién de raices de cuatro plantas: Avena sativa,
Brachiaria decumbens, Brassica juncea y Medicago sativa, en la degradacion de seis congéneres de bifenilos policlora-
dos (PCBs) en un suelo contaminado con Aroclor 1260. Los ensayos se realizaron en microcosmos con 20 g de suelo a los
cuales se les adicionaron triturados de raices de las plantas cultivadas en suelo contaminado con PCBs y se usaron como
controles: suelo con bifenil y con 4cido salicilico y suelo sin adiciones. Los microcosmos se incubaron durante 45 dias en
condiciones controladas. Al finalizar la incubacién se tomaron muestras para la determinacién de la concentracién de los
PCB 44, PCB66, PCB118, PCB138, PCB153, PCB180 y PCB170, del gen BphAl y determinacidn de la hidrélisis de fluores-
ceina. También se analizaron los extractos obtenidos de la raiz para identificar metabolitos secundarios. En los microcos-
mos con Brassica juncea y con bifenil se observé disminucién de la concentracién de los PCB66, 118 y 138. Asi mismo,
en estos microcosmos se observé mayor concentracion del gen BphAl y de fluoresceina. Los anélisis de los extractos de
raiz permitieron identificar diferentes metabolitos secundarios asociados con las plantas, siendo los extractos de la planta
Brassica juncea donde se detecté mayor nimero de metabolitos. Los resultados permitieron comprobar el efecto de los
compuestos liberados por las raices de ciertas plantas sobre las poblaciones microbianas del suelo con capacidad de
degradar PCBs.
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Abstract

This work evaluated the effect of compounds releases during the root turnover of Avena sativa, Medicago sativa, Brachia-
ria decumbens and Brassica juncea on degradation of 6 Polychlorinated biphenyls congeners, in a soil polluted with Aro-
clor 1260. The tests were conducted in microcosm with 20 g of soil to which were added crushed roots of plants previously
grown in soil contaminated with PCBs. Microcosms with biphenyl, salicylic acid, and without additions were used as con-
trols. Microcosms were incubated for 45 days under controlled conditions. After incubation time, concentration of PCBs
44, PCB66, PCB118, PCB138, PCB153, PCB180 and PCB170 was determined. BphAl gene concentration and hydrolysis
of fluorescein were also evaluated. Root extracts of plants were analyzed in order to identify some secondary metabolites.
In the microcosm with Brassica juncea and biphenyl concentration decreasing of PCBs 66, 118, and 138 was observed.
The higher concentration of BphAI gene and fluorescein was also observed in Brassica juncea and biphenyl microcosms.
The analysis of root extracts allowed identifying different secondary metabolites associated with the roots plant, especially
in Brassica juncea root extracts. The results allowed testing the effect of the compounds released by the roots of certain
plants in the soil microbial populations capable of degrading PCBs.

Key words: PCB, rhizoremediation, phytoremediation, soil microorganisms, hazardous waste

INTRODUCCION Considerando los efectos adversos para el ambiente y la salud
humana, la fabricacién de PCBs fue prohibida en 1970; sin em-

Los Bifenilos Policlorados (PCBs) son un grupo de 209 com-
puestos obtenidos por la cloracion catalitica del anillo del bifenil
(Vasilyeva y Strijakova 2007). Debido a sus caracteristicas fisi-
coquimicas fueron ampliamente utilizados a nivel industrial con
diferentes propdsitos, entre los cuales se describen su uso como
intercambiadores de calor y fluidos dieléctricos en transformado-
res eléctricos (Erickson y Kaley 2010). Los PCBs se distribuyeron
como mezclas de congéneres por diferentes marcas comercia-
les, siendo Aroclor®, la marca de Monsanto, una de las mezclas
mas utilizadas (Passatore et al. 2014).
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bargo, dada su afinidad por la materia organica y su resistencia
a la degradacion, son compuestos persistentes en suelos y se-
dimentos (Fiedler et al. 2013, Xu et al. 2010). Aunque su fabrica-
cion fue prohibida hace mas de 40 afios (Gomes et al. 2013), en
Colombia todavia existen transformadores que contienen aceites
con PCBs y en el mundo se ha registrado un gran ndimero de
sitios contaminados como resultado del extensivo uso industrial
de los PCBs en el pasado (Yi-Fan et al. 2010, Vasilyeva y Stri-
jakova 2007). Actualmente, los PCBs se encuentran en la lista
de Compuestos Organicos Persistentes (COPs), prioritarios para
ser eliminados para el 2025, segun el convenio de Estocolmo
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(Fiedler et al. 2013). Colombia firmo el Convenio de Estocolmo
sobre Contaminantes Organicos Persistentes (COP), lo que obli-
ga al pais a realizar esfuerzos destinados a lograr una gestion
ambientalmente adecuada de los desechos y ambientes conta-
minados con PCBs, a mas tardar, en el 2028.

Los métodos tradicionales para el tratamiento de suelos y sedi-
mentos contaminados con PCBs incluyen excavacion con pos-
terior incineracion del suelo, extraccion con solventes y desor-
cion térmica; estos métodos son altamente costosos y generan
un impacto ambiental negativo (Slater et al. 2011), por lo que no
pueden utilizarse a gran escala para recuperar los grandes vo-
limenes de suelos contaminados con PCBs que se calcula hay
en la actualidad (Narasimhan et al. 2003). La rizoremediacion, un
tipo de fitoremediacion, utiliza la capacidad que tienen ciertas
plantas para promover el crecimiento y la actividad de bacterias
degradadoras de compuestos organicos contaminantes (Uhlik
et al. 2013). Para el caso de los PCBs se han registrado varias
especies de plantas que favorecen la disminucion de la concen-
tracion de PCBs en su rizésfera por diferentes mecanismos como
son el cometabolismo, el incremento de la biodisponibilidad de
los PCBs y de la aireacion del suelo (Van Aken et al. 2010). Otro
mecanismo importante que se ha registrado es la liberacion de
metabolitos secundarios por las plantas (Leigh et al. 2006) duran-
te el crecimiento de sus raices, los cuales pueden ser usados por
los microorganismos como fuente de energia o como inductores
de la via catabdlica del bifenil (Singer et al. 2004), via metabdlica
usada por los microorganismos aerobios para la degradacion de
PCBs. La identificacion de especies que promueven la degrada-
cion de PCBs por microorganismos rizésfericos es esencial para
desarrollar un proceso de rizoremediacion exitoso.
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Aunque hay varias investigaciones que registran el aumento en
la degradacion microbiana de PCBs por el efecto de los metabo-
litos exudados por las raices de diferentes especies de plantas
(Passatore et al. 2014), aun no se tiene mucha informaciéon de
los compuestos presentes en los exudados responsables de este
efecto. La mayoria de los estudios se ha realizado en laboratorio,
mediante medios de cultivo controlados (Toussaint el. 2012, Pham
et al. 2012). Dado que la composicion de los exudados puede
verse afectada por el tipo de suelo y por el tipo de PCBs, es nece-
sario evaluar el efecto de los metabolitos liberados por las plantas
sobre las poblaciones microbianas para determinar su utilidad y
optimizar los procesos de rizoremediacion. El objetivo de este es-
tudio fue evaluar el efecto de los compuestos liberados por las
raices de Avena sativa (avena), Brachiaria decumbens, Brassica
Jjuncea (mostaza) y Medicago sativa (alfalfa) en la degradacion
de PCBs por microorganismos en el suelo.

MATERIALES Y METODOS

Suelo. El suelo fue obtenido de un vivero y fue contaminado ar-
tificialmente con 600 ml de aceite de transformador con Aroclor®
1260, el cual fue agregado en porciones de 50 ml agitando cada
vez para asegurar la distribucion homogénea de los PCBs. El
suelo contaminado fue guardado por seis meses para su esta-
bilizacion y posterior uso. Antes de iniciar los ensayos se realiza-
ron andlisis fisicoquimicos del suelo mediante métodos estandar
(IGAC 2006) y se clasificod como franco arcillo arenoso; la concen-
tracion de nitrégeno total fue 1,9 mg/kg, la de fésforo 134 mg/kg y
el pH 7,1. La concentracion de los congéneres de PCBs analiza-
dos se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Congéneres de PCB utilizados y su concentracion.

. Congéneres de PCB Concentracién mg/kg :
( 44 (2,2',3,5 Tetraclorobifenil) ) ( 0,53 mg/kg j
: 66 (2,3'4,4'Tetraclorobifenil) 1,1 mg/kg
( 118(2,3',4,4' 5-Pentaclorobifenil) ) ( 21,8 mg/kg )
: 138(2,2',3,4,4' 5'-Hexaclorobifenil) 38,7 mg/kg :
( 153 (2,4,5,2,4' 5"-hexaclorobifenil) ) ( 6,2 mg/kg )
: 170 (2,2',3,3',4,4',5-Heptaclorobifenil) 2,4 mg/kg

( 180 (2,2,3,4,4'5,5"-Heptaclorobifenil) ) ( 17 mg/kg )

Obtencion de raices. Para este ensayo se utilizaron raices de
Avena sativa (avena), Brachiaria decumbens, Brassica juncea
(mostaza) y Medicago sativa (alfalfa), las cuales fueron cultiva-
das previamente durante seis meses en suelo contaminado con
Aroclor® 1260. Las raices fueron separadas del resto de la planta
y se lavaron con agua destilada para remover el exceso de suelo
y posteriormente se conservaron a 4 °C hasta su uso. Para los
ensayos en microcosmos se utilizaron las raices finas (< 1 mm
de didmetro y 1 a 5 mm de longitud), las cuales fueron cortadas
de las raices mas largas, maceradas usando nitrégeno liquido
e inmediatamente afiadidas al microcosmos (Slater et al. 2011).

Microcosmos. Los microcosmos se llevaron a cabo de manera si-
milar a lo descrito por Slater et al. (2011) con algunas modificacio-
nes. Se utilizaron botellas de vidrio con 20 g de suelo y se agregd

1 g del macerado obtenido de las raices de cada planta. Como
control se utilizé suelo con 5 mg de bifenil disuelto en acetona
0 5 mg de &cido salicilico disuelto en agua. También se realizd
un control sin adicién de raices ni compuestos. La humedad se
mantuvo en 60%. Las botellas se mezclaron por agitacion manual
y los aglomerados de suelo fueron destruidos con una espatula
estéril. Las botellas fueron selladas con tapones de caucho y se
introdujo una aguja para permitir el intercambio de gases. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado. Para el control con bifenil,
antes de sellar las botellas, se permitié la evaporacion de la ace-
tona. Los microcosmos fueron incubados a 28 °C en oscuridad
y se tomaron muestras a los 45 dias para determinar la concen-
tracion de PCBs, la concentracion del gen BphAl y la actividad
enzimatica de la fluoresceina.
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Cuantificacion del gen BphAI. Para determinar la concentra-
cién del gen BphAl, el ADN fue extraido del suelo usando el kit
Powersoil® (Mo Bio, CA, USA) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se usaron los cebadores A13 (5°ATGTTCGGCCA-
GCACATGACG 37) y Alr (5°'GTCAAGAGCGGCAGCAGGAC 37)
(Li et al. 2013). La reaccion de PCR se llevé a cabo en un termo-
ciclador LightCycler 1.5 (Roche®, Bogoté, Colombia). El volumen
final de reaccion fue 20 ul que contenian 10 ul del FastStart SYBR
Green Master (Roche®, Bogotéd Colombia), 0,5 mM de cada pri-
mer y 10 pl de ADN o agua grado PCR como control negativo. El
protocolo de amplificacion fue: 1 ciclo a 95 °C por 10 min, seguido
por 45 ciclos a 95 °C por 30 s, 50 °C por 30 s 'y 72 °C por 1 min.

Anadlisis de PCBs en suelo. Los PCBs evaluados fueron PCB44,
PCB66, PCB118, PCB138, PCB153, PCB180 y PCB170 (tabla 1)
que son los congéneres mas representativos del Aroclor® 1260
(US-EPA 2007). La extraccion de los PCBs del suelo se realizé de
acuerdo con el método 8082A (US-EPA 2007). Para la extraccién
de PCBs del suelo se tomaron 10 g de suelo previamente seco
a temperatura ambiente. La extraccion se llevé a cabo con 20
ml de una mezcla de acetona: hexano 1:1 (Merck®, Darmstadt,
Alemania), luego se sonicd por 20 min en un bafio ultrasénico
y se filtré a través de un acrodisco de 0,22 pm de nylon What-
man®. Este proceso se repitié tres veces. El extracto fue secado
con nitrégeno hasta 1 ml y se reconstituyé a 5 ml con hexano.
Para la limpieza del extracto se utilizé acido sulfurico al 50%. El
proceso de limpieza se repitié las veces que fue necesario. La
cuantificacion de los congéneres de PCBs se realizd por croma-
tografia GC-MS. El procedimiento se realizé en un cromatdgrafo
modelo 7890A acoplado a un espectrémetro de masas MSD mo-
delo 5975C, con energia de ionizacién por impacto electréonico
de 70eV y un automuestreador 7693 (Agilent®, CA, USA). Se us6
una columna capilar HP-56MS Ul de 30m de longitud, 0,25mm de
diametro interno y 0,25 um de espesor de pelicula (Agilent®, CA,
USA). Para la adquisiciéon de datos se utilizd el software Chem-
station® de la misma casa comercial. Como estandar interno se
utilizé el PCB 209. Las condiciones cromatogréficas para GC MS
utilizadas fueron las siguientes: Gas de arrastre: Helio a 1,5 mL/
min, Programa del horno: Comenz¢ a 40 °C durante 2 min, luego
aumentd hasta 150 °C a una rata de 30 °C/min por 1 min, poste-
riormente aumenté hasta 250 °C a una rata de 3 °C/min, tiempo
en el cual permanecié 1 min, se volvié aumentar hasta 310 °C a
una rata de 25 °C/min, tiempo en el cual permanecié 10 min. El
programa de temperatura también incluyé un post-run de 5 min a
310 °C. Volumen de inyeccion: 2 pL, Tipo adquisicion: SIM/SCAN,
Tiempo total corrido: 53,4 minutos. La remocion de PCBs se cal-
culé de la siguiente manera:

Concentracion final de P CB
Concentracion Inicial de PCB

Determinacion de la actividad enzimatica de fluoresceina. Dos
gramos de suelo se depositaron en tubos cénicos de 50 ml, se
afiadieron 15 ml de buffer fosfato pH 7,6 y 200 pl de FDA (Sig-
ma-Aldrich®, St. Louis, USA), se agitaron manualmente y se in-
cubaron a 30 °C a 100 rpm por 20 min. Después del tiempo de
incubacién se agregaron 15 ml de una solucién de cloroformo/
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metanol (Merck®, Darmstadt, Alemania) y se agité manualmente;
los tubos se centrifugaron a 2000 rpm por 3 min, luego se filtrd
el sobrenadante con filtros de nylon de 0,45 pm Whatman® y se
determiné la absorbancia a 490 nm (Adam y Duncan 2001). La
concentracién de fluoresceina se determiné a partir de una curva
basada en un estandar de fluoresceina (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
MO, USA).

Obtencion de extractos de la raiz. Para la obtencién de extractos
de raiz, con el fin de identificar metabolitos secundarios, las rai-
ces fueron lavadas con abundante agua destilada hasta remover
todas las particulas de suelo, cortadas en pequefios trozos y ma-
ceradas en un mortero; posteriormente se agregé agua y se con-
tinué el macerado utilizando un homogenizador. La suspension
fue centrifugada y se conservé el sobrenadante. El proceso de
macerado se repitid dos veces con el precipitado. Los extractos
de las raices fueron esterilizados por filtracién mediante un filtro
de 0,45 pm Whatman® y se conservaron a 4 °C hasta su andlisis.

Identificacion de metabolitos secundarios en los exudados.
Los analisis cromatogréaficos se llevaron a cabo con un sistema
UltiMate 3000 RS UHPLC (Thermo Scientific, MA, USA); la se-
paracion de los compuestos se realizé a través de una columna
Hypersil GOLD aQ C18 (100 x 2,1 mm, 1,9 um de tamafio de par-
ticula) del mismo fabricante. La deteccion de los compuestos se
realizd en un espectrometro de masas de alta resolucién Quadru-
polo-OrbitrapTM de ThermoScientific Q Exactive. Se empled una
fuente de ionizacion ESI en modo positivo. Para la adquisicion
y procesamiento de los datos se empled el software XcaliburTM
2.2 con el programa Qual Browser (Thermo Scientific, MA, USA).

Andlisis estadistico de los datos. Los datos fueron analizados
a través del programa estadistico “R” empleando técnicas de ex-
ploracién de datos, elaboracién de modelos lineales, verificacion
de supuestos y pruebas de contraste entre medias para determi-
nar diferencias estadisticamente significativas entre los tratamien-
tos. Se analizé la respuesta de degradacion de los PCBs en el
suelo. Este andlisis se realiz6 a través del modelo de los efectos
teniendo en cuenta el efecto del factor PCB y el factor planta so-
bre la media de degradacion de cada contaminante. El andlisis
se baso en modelos de regresion lineal en los cuales se evaluo el
grado de significancia de cada factor de estudio sobre la variable
respuesta correspondiente con un nivel de significancia del 5%.

RESULTADOS

Remocién de PCBs. El PCB 44 no fue detectado al finalizar el
experimento en ninguno de los tratamientos, incluyendo los
controles. Estudios previos han registrado que los PCBs menos
clorados se volatilizan rapidamente al ser vertidos en el suelo,
por lo que generalmente los PCBs encontrados en el suelo no
corresponden a las mezclas comerciales vertidas inicialmente
(Vasilyeva y Strijakova 2007). Esto sugiere que la pérdida del PCB
44 pudo estar relacionada con procesos fisicoquimicos y no se
debid estrictamente a procesos bioldgicos.
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En la tabla 2 se muestra el porcentaje de remocion de los con-
géneres. Al comparar los resultados obtenidos con los diferentes
microcosmos, solamente en los que contenian raices de mostaza
y en el control con bifenil se observd remociéon de Unicamente
los congéneres 66, 118 y 138. En los otros microcosmos no se
observé una variacion significativa en la concentracion de los
congéneres analizados. El metabolismo de los PCBs por microor-
ganismos es afectado por el nimero de cloros en la molécula;
generalmente, los PCBs menos clorados son lo que se degra-
dan facilmente (Furukawa y Fujihara 2008) lo cual puede explicar
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por qué solo se observd disminucion de la concentracion de los
congéneres 66, 118 y 138 que son tetra, penta y hexa clorados
respectivamente y, dentro de los congéneres analizados, los que
tenfan menos contenido de cloro. Aunque el PCB 153 también
es hexaclorado, no se observo remocion de este congénere en
ninguno de los microcosmos. La posicion de los cloros en la mo-
lécula afecta la actividad de las enzimas de la via catabdlica (Van
Aken et al. 2010) posiblemente por un impedimento estérico, lo
que podria explicar por qué solamente se observd remocion del
PCB hexaclorado 138.

Tabla 2. Degradacion de congéneres de PCB en microcosmos con raices de plantas.

PBC % Degradaciéon Mostaza
66 65,8 4,8
118 51,7+2,6
138 31,8+1,4

El bifenil es el sustrato natural de la via catabdlica usada por los
microorganismos para la degradacion de PCBs (Furukawa y Fu-
jihara 2008). Esto hace necesario utilizar moléculas que activen
la via catabdlica para lograr la degradacion de PCBs. El balan-
ce energético obtenido durante el metabolismo de los PCBs es
negativo (Borja et al. 2005), lo cual se traduce en bajas tasas
de degradacion. Se ha demostrado en ensayos de resting cell
con microorganismos degradadores de PCBs, que el bifenil pue-
de activar la via catabdlica aumentando la degradacion de PCBs
(Toussaint et al. 2012); sin embargo, el uso de este compuesto
para la recuperacion de suelos no es viable, ya que también se ha
demostrado su toxicidad (Slater et al. 2011). Esto hace necesario
usar compuestos que activen dicha via metabdlica mediante una
activacion anédloga a la que realiza el bifenil. Los resultados de
remociéon de PCBs obtenidos con las raices de mostaza fueron
muy similares a los obtenidos con bifenil, lo que sugiere que los
compuestos producidos por esta planta tuvieron un efecto similar
al del bifenil.

Se calcula que las plantas producen alrededor de 100.000 com-
puestos naturales de bajo peso molecular conocidos como me-
tabolitos secundarios (Dardanelli et al. 2012). Estos compuestos
tienen la capacidad de cambiar la biologia de la rizésfera y mejo-
rar la adaptacion a un entorno particular (Wenzel 2009). Los meta-
bolitos secundarios pueden ser usados como fuente de carbono
y energia por los microorganismos o inducir determinadas vias
catabdlicas. Los compuestos fendlicos son el grupo méas abun-
dante de los metabolitos secundarios de las plantas (Toyama et
al. 2009); dentro de este grupo de compuestos, los flavonoides
pueden actuar como moléculas inductoras o sefializadoras en los
microorganismos para la degradacion de diversos compuestos,
incluidos los PCBs (Ficko et al. 2011). Esta induccién depende
del tipo de compuesto y se ha observado que algunos flavonoides
pueden ser mas eficientes que otros en la induccién (Toussaint et

10

% Degradacion BIFENIL
72,6+8,3
64,7+3,1

al. 2012). El efecto inductor de los flavonoides, sobre la degrada-
cion de PCBs por microorganismos en el suelo, se ha relacionado
con similitud en la estructura, ya que muchos poseen anillos aro-
maticos, lo cual hace que estos compuestos se comporten como
moléculas analogas del bifenil y activen la via catabdlica (Pham
et al. 2012). El proceso de muerte y renovacion de las raices es
una fuente importante de flavonoides y se ha propuesto como
uno de los mecanismos principales para la induccion de las vias
catabdlicas encargadas de la degradacion de PCBs (Leigh et al.
2002, Slater et al. 2011), por esta razdn, en este estudio, se se-
leccionaron las raices mas pequefias, ya que son las que estan
relacionadas con el proceso de renovacion radicular.

La composicion de los productos de las raices varia conside-
rablemente con la planta y las condiciones ambientales, por o
que la induccion no siempre ocurre de la misma manera. En los
microcosmos con avena, alfalfa, Brachiaria, écido salicilico y el
control sin adicion de raices ni compuestos, no se observé dismi-
nucioén en la concentracion de ninguno de los congéneres. Estos
resultados sugieren que los compuestos presentes en las raices
de avena, alfalfa y Brachiaria no actuaron como inductores, sin
embargo, estas plantas han sido reportadas como fitoremediado-
ras de PCBs (Pereira et al. 2006), especialmente la alfalfa, por lo
gue no se puede descartar que, bajo las condiciones del estudio,
la composicion de los exudados de estas plantas no fue la ade-
cuada para actuar como inductores de la degradaciéon y no se
puede afirmar que estas plantas no puedan ser usadas para la
rizoremediacion de PCBs. También se debe tener en cuenta que
la fitoremediacion ocurre mediante diferentes mecanismos y que,
posiblemente, en los estudios donde se han usado estas plantas
hayan influido factores como la adsorcién y absorcion (Van Aken
et al. 2010) que no fueron evaluados en este estudio. La adsor-
cion de los PCBs a las raices se puede descartar como meca-
nismo de remocion en los microcosmos con mostaza ya que la
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remocion solo se observé en ese microcosmos con raices y 1os
PCBs con mayor nimero de cloros, que son los que generalmen-
te tienen mayor afinidad por la materia organica, no mostraron
disminucion en la concentracion.

Los resultados sugieren que los metabolitos liberados por las rai-
ces de mostaza bajo las condiciones del estudio, fueron buenos
inductores de los microorganismos del suelo, lo cual puede estar
relacionado con el tipo de compuestos liberados por las raices
de la mostaza; sin embargo, la desorcion de contaminantes es
un proceso que también es influenciado por los exudados de las
plantas (Yanzheng et al. 2010). Los PCBs, tienen alta afinidad por
la materia orgénica, por lo que la desorcion es un mecanismo
que aumentaria su biodisponibilidad hacia los microorganismos,
aumentando su biodegradacion. En este estudio no se evalud la
desorcién de los PCBs en presencia de las raices, por lo que no
se puede descartar como un mecanismo relacionado con el au-
mento en la remocion de los congéneres de PCBs.

Cuantificacion del gen BphAl y actividad enzimatica de fluo-
resceina. El gen BphAl codifica para la subunidad larga de la bi-
fenil dioxigenasa, primera enzima de la via catabdlica del bifenil,
por lo que es un buen marcador para estimar la poblacién bacte-
riana con capacidad de degradar PCBs en suelo (Li et al. 2013).
En la figura 1 se muestran los resultados de la concentracion del
gen BphAl. Las mayores concentraciones de este gen se en-
contraron en los microcosmos con mostaza y bifenil que igual-
mente fueron los tratamientos donde se observé la remocion de
tres congéneres. El bifenil es el sustrato natural del operon bph,
por lo cual era de esperarse que la mayor concentracion del gen
BphA1 estuviera en el microcosmos con bifenil. El aumento de la
concentracion del gen en el microcosmos con mostaza sugiere
que los metabolitos provenientes de las raices pudieron sustituir
al bifenil como inductores de la via catabdlica.
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Figura 1. Concentracién del gen BphAl en los microcosmos.
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La hidrdlisis de diacetato de fluoresceina es un método rapido
para determinar la actividad microbiana en muestras de suelo
(Adam y Ducan 2001). Los resultados de la concentracién de
fluoresceina se muestran en la figura 2. Las mayores concentra-
ciones se encontraron en los microcosmos con raices de mostaza
y bifenil, lo cual se puede relacionar con un mayor metabolismo
microbiano asociado con los compuestos liberados por las raices
y el bifenil.
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Figura 2. Hidrdlisis de Fluoresceina en los microcosmos.

Identificacion de metabolitos secundarios en los extractos de
raiz. En la figura 3 se muestran los cromatogramas y espectros
de masas de los metabolitos secundarios identificados en la raiz.
En los extractos obtenidos de las raices de alfalfa se identificé el
compuesto 7-hidroxiflavanona. En los extractos de avena y Bra-
chiaria decumbens se detectd 6-hidroxiflavona. En mostaza se
detecto flavanona, flavona e isoflavona.

En los microcosmos con raices de mostaza junto con el control
con bifenil fue donde se observé la remocion de tres congéneres
de PCBs y fue en los extractos de las raices de mostaza donde
se detectd mayor nimero de metabolitos. Toussaint et al. (2012)
registraron la identificacion de flavanona como uno de los ma-
yores constituyentes de los exudados de Arabidopsis thaliana y
su capacidad para inducir la via catabolica del bifenil en Rhodo-
coccus erythropolis. Los fenil propanoides como las flavonas e
isoflavonas pueden actuar como compuestos analogos del bifenil
debido a los anillos arométicos en su estructura, lo que podria
explicar por qué en los microcosmos con mostaza se observo
remocion de tres congéneres de PCBs y en los otros no, ya que
al haber mayor cantidad de compuestos estos pudieron inducir la
via catabdlica de una manera méas eficiente.
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Figura 3. Cromatogramas y espectros de masas de los metabolitos secun-
darios identificados en los extractos de raices. A. Brachiaria decumbens,

B. Brassica juncea, C. Medicago sativa.
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CONCLUSIONES

Los compuestos liberados por los triturados de raiz de mostaza
favorecieron la degradacion de tres congéneres en suelo, con por-
centajes de degradacion muy similares a los obtenidos con el bife-
nil, que es el inductor natural, lo cual demuestra que en los exuda-
dos producidos por las plantas hay compuestos que pueden actuar
como inductores de la via catabdlica del bifenil y, por lo tanto, ser
reguladores de la actividad enziméatica relacionada con la degrada-
cion de PCBs en los microrganismos del suelo. Esta relacién entre
exudados y degradacion microbiana puede ser utilizada para mejo-
rar los procesos de rizoremediacion.

La identificacion de metabolitos secundarios en los extractos de
las raices demostré que la mostaza produjo mayor diversidad de
metabolitos, y a su vez, con esta planta se obtuvo mayor porcentaje
de remocion de PCBs, lo que indica que la composicion de los exu-
dados afecta el metabolismo de los microorganismos rizosféricos,
siendo mas eficientes las plantas que producen compuestos con
estructuras anélogas a los PCBs.
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