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RESUMEN

La fitorremediacion es una practica que se vuelve dia a dia cada vez mas importante
para eliminar los contaminantes del suelo y agua. Las plantas nativas tienen potencial
para ser usadas en las précticas de fitorremediacion y dentro de estas esta el girasol
(Helianthus annuus L). Sin embargo, la mayoria de los estudios de esta especie se han
centrado en plantas adultas y no en semillas. El objetivo de este estudio fue evaluar si
las semillas de girasol puede germinar bajo diferentes niveles de metales. Los niveles de
tratamiento fueron soluciones acuosas a 0, 25, 50, 100, 200, y 400 ppm de Cd (NO,)%y
Pb (NO,)? 0, 12.5, 25, 50, 100 y 200 de Cr (NO5)*, y 0, 50, 100, 200, 400, y 600 de Ni
(NO,)*. Para cada tratamiento, se colocaron 50 semillas por recipiente con cuatro
repeticiones para cada una. El sustrato utilizado fue, algodén y papel filtro regado con
una solucion conteniendo los diferentes tratamientos. No se observaron diferencias
significativas (P <0,05) como resultado de los tratamientos. En general, la germinacion
fue baja (media ponderada de 19.18%z1.8) incluso para el control; esto puede ser
debido a la calidad de la semilla. Si bien los resultados no demuestran que la semilla
absorbe los metales, la semilla pudo germinar en todos los niveles de tratamiento
utilizados. Estos resultados son importantes ya que muestran que esta especie pudiera

ser sembrada directamente en areas contaminadas.



Abstract

Phytoremediation is a practice that becomes more important when removes
contaminants, such as metals, form soil and water. Native plants have the potential to be
explored for phytoremediation practices. Sunflower (Helianthus annus L.) is a native
plant used in phytoremediation, but most of the studies for this species have focused on
adult plants rather than seed. The objective of this study was to evaluate if sunflower
seeds could germinate at different levels of Cd, Pb, Cr, and Ni. Treatment levels were 0,
25, 50, 100, 200, and 400 ppm of Cd (NO,)*, Pb (NO,)%, and CdCI?%; 0, 12.5, 25, 50,
100, and 200 of Cr (NO,)%; and 0, 50, 100, 200, 400, and 600 of Ni (NO,)?, dissolved in
water. For each treatment, four replications with 50 seeds each were placed in a
container. The substrate used was cotton and filter paper soaked with a solution of the
different treatment levels. No significant differences (P<0.05) were found as a result of
treatments. Although germination was low (19.2% + 1.8). Even at the control and seed
quality may be the reason for the low germination values. An important fact in this
study is that sunflower seeds could stand the solutions of metals tested and can

germinate at high levels of soil contamination.



INTRODUCCION

Es un hecho que la sociedad puede hacer cambios en su estilo de vida con el fin de
detener la contaminacion del ecosistema, pero también es importante la busqueda de
soluciones a este problema. La contaminacion con metales puede ser tratada mediante
diferentes medios donde la fitorremediacion es uno de ellos (Kumar et al., 1995; Lasat,
1998; Lasat, 2002). La recuperacion exitosa de un ecosistema contaminado por metales
pesados requiere de informacion ecolégica basica que permita desarrollar estrategias
utiles para revertir el deterioro de los ecosistemas. Hasta hace poco tiempo una de las
formas mas comunes para la recuperacion de estas areas con algin grado de deterioro
consistia, en el retiro de la capa de suelo contaminado a un sitio de confinamiento, o el
uso de procesos quimicos costosos, presentadose el riesgo de la contaminacién de los
mantos freaticos por lixiviacion y en caso de establecer la cubierta vegetal con especies
comerciales, generalmente es con especies exoticas. El uso de estas especies se debe
béasicamente a que son de facil adquisicién y propagacién, sin embargo su utilizacién
produce efectos desfavorables ya que pueden convertirse en malezas desplazando a las
especies nativas, plantas y animales (Segura, 2005; Espinosa-Garcia, 1996).

La flora local del estado de Chihuahua presenta un gran nimero de especies nativas de
importancia econémica y un potencial que debe utilizarse para fitorremediacién (Nufiez-
Montoya et al., 2007; Melgoza et al., 2007). A pesar de que México ocupa el 4° lugar
mundial en biodiversidad vegetal con un 40% de endemismos, la flora Mexicana esta
muy poco estudiada en cuanto a su capacidad para identificar las plantas resistentes,
acumuladoras e hiperacumuladoras de contaminantes (Baker et al., 2000).

En los estudios con plantas, las concentraciones > 1000 mg kg™ son conocidos para Ni
en mas de 320 especies, Co en 30 especies, Cu en 34 especies, Se 20 en especies, Pb en

14 especies y Cd en una especie, concentraciones superiores a 10.000 mg kg™ se ha



registrado para el Zn en 11 especies y Mn en 10 especies. EI umbral de los niveles de
hiperacumulacion de estos elementos se han tenido que modificar a un estandar mayor,
debido a que el rango normal en las plantas (20 - 500 mg kg™*) son mucho més elevados
que para los otros metales pesados (Reeves y Baker, 2003). Existen plantas que al
mismo tiempo que son hiperacumuladoras de cobre, lo son del cobalto, entre ellas
algunas especies de la familia Asteraceae (Brooks 1998). El género Helianthus
comprende 51 especies y 19 subespecies con 14 anual y 37 especies perennes (Schilling
y Heiser, 1981). La estrecha base genética del girasol cultivado se ha ido ampliado por
la inclusion de genes de especies silvestres (Thompson et al., 1981; Seiler, 1992; Seiler
y Rieseberg, 1997). Esto las hacen mas tolerantes en algunos aspectos o les proporciona
caracteristicas especificas como especie fitorremediadora de ambientes contaminados
(Xiong, 1997). Otro efecto beneficioso del girasol esta en la capacidad radicular, la cual
es profunda y permite la extraccion de metales a profundidades no alcanzadas por otras
plantas (Unger, 1990). Munn et al. (2008) inform6 que el girasol puede extraer del 10
al 25% de la contaminacion por metales del suelo, porque estas plantas no son
facilmente afectados por la contaminacion. Los niveles de crecimiento de esta especie
en medios contaminados fueron superiores a los niveles de crecimiento de plantas que
crecen bajo condiciones no contaminadas (Mani et al., 2007). Es la especie que absorbe
los metales pesados en mayor cantidad acumuldndose més en raices que en brotes, por
lo que se considera una planta hiperacumuladora favorable en la fitoextraccion de Cd,
Zn, Pb y elementos radiactivos (Christie et al., 2004; Reeves, 2003; Davies, 2002;
Cabrera et al., 1999; Simon, 1998; Kumar et al., 1995). Es hiperacumuladora de una
variedad de metales pesados como Cr (111), Cr (IV), (Davies, 2002; Davies et al., 2001),
de As, Bi, Cd, Cu, Mn, Pb, Sb, Ti y Zn (Christie et al., 2004; Cabrera et al., 1999).

Sobre el girasol también se han efectuado experimentos para probar los niveles de



absorcion de contaminantes radioactivos U, Ra, I, Sr, Cs y Pu (Rodriguez et al., 2006;
Soudek et al., 2006; Soudek et al., 2004), estudios fisiologicos de absorcion a nivel
radicular (Soudek et al., 2006; Marmiroli et al., 2005; Clemens et al., 2002; Davies Et
al., 2001), absorcién en sistemas hidropdnicos y en sitios tratados con lodos de plantas
depuradoras (Soudek et al., 2004; Singh et al., 2004; Medejon et al., 2003), absorcion
asistida con sustancias quelantes para metales traza especificos (Sistani et al., 2006).

Actualmente se realizan estudios especificos, utilizando técnicas avanzadas de
tecnologia, para dar seguimiento a los efectos oxireductivos de los metales pesados a
nivel celular y de sistemas, analizando dafios especificos o alteraciones moleculares
(Gong et al., 2005a; Gong et al., 2006; Singh et al., 2004). Sierra. (2006), utilizando
plantulas de girasol para la fitorremediacion de suelos contaminados con altos niveles
de plomo, reportd la recuperacion de suelos contaminados. Lépez. (2002), trabajando
con &cidos humicos y semillas de girasol ornamental, reportd la acumulacion de hasta
1000 mg kg™ de Pb. Pineda. (2004), trabajando con hongos micorrizicos arbusculares y
plantas de girasol inoculadas, reporta la extraccion de zinc y cobre, hasta 105-125ppm
respectivamente. La mayoria de los estudios con esta especie se han efectuado usando el
trasplante de especimenes adultos a sustratos contaminados en vez de probar
directamente las semillas en el suelo. Es importante probar la respuesta de las semillas a
diferentes niveles de contaminacion por metales, porque es mas facil dispersar las
semillas de girasol, que trasplantar individuos adultos en suelos contaminados. Por lo
tanto, el objetivo de este estudio es, probar la tolerancia de la germinacion de la semilla

de girasol a diferentes niveles de concentracion de metales contaminantes del suelo.

MATERIALES Y METODOS



El trabajo se realizo en los meses de marzo a abril del 2009 en el invernadero de la
Facultad de Zootecnia y Ecologia UACH. Las semillas de girasol (Helianthus annuus
L) fueron recolectadas en las inmediaciones de la ciudad de Chihuahua. Se usaron lotes
de 50 semillas por tratamiento, dando un total de 100 recipientes para probar 5 niveles
de solucidn de nitratos de cadmio, plomo, cromo y niquel, contra muestras de semilla
regadas con agua tridestilada. Se establecieron cuatro repeticiones para cada uno de los
cinco tratamientos y el testigo en dos temporadas. Las dosis medias de los tratamientos
fueron los pardmetros que sefiala la NOM 1994 para agua modificada en el 2004. Las
semillas fueron desinfectadas superficialmente por inmersion en alcohol al 70% por un
minuto, a continuacion sumergidas en hipoclorito de sodio al 10% por quince minutos
para posteriormente ser enjuagadas ocho veces en agua destilada (Duncan y Howard,
2000; Zhu et al., 2000). Cada grupo de 50 semillas fue depositado en un recipientes de
polietileno transparente de 0.5 | esterilizado para evitar la presencia de microorganismos
que pudieran alteraran los resultados. Como cama de siembra fue usado un sustrato
neutro inocuo consistente en papel absorbente en el fondo y fibras de algoddn
esterilizado en grefia como colchdn, sobre las cuales fueron depositadas las semillas.
Cada grupo de semillas fue humedecido por inmersion en la solucién seleccionada del
tratamiento correspondiente por un periodo de 30 minutos y depositado en el recipiente,
el cual fue adicionado con 100 ml de la solucién metélica acuosa (tratamiento o control)
y finalmente cerrado herméticamente. Las soluciones utilizadas fueron 0.025 0.05 0.1
0.2 y 0.4 para Cd (NO)* 4Hz0 y Pb (NO,)? 5H,0; 0.0125 0.025 0.05 0.1y 0.2 para Cr
(NO,)37H,0 y 0.05 0.1 0.2 0.4 y 0.6 para Ni (NO2)*6H,0, por un periodo de dos meses
(60 dias) sin riego adicional, anotando las observaciones de la germinacién de las
semillas en cada uno de los tratamientos. Se consideré que una semilla germino, si esta

emite una radicula de al menos 2 mm de longitud (Carrillo-Castafieda et al., 2002).



Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente para determinar diferencias
significativas entre los tratamientos y el testigo. Se efectudé un analisis de varianza
(ANOVA) mediante el programa estadistico SAS (Statistical Analysis System, 1990) y
la prueba de Tukey al 0.05 de probabilidad para la obtencion de los promedios,

determinacion del mejor tratamiento y analisis grafico de normalidad

RESULTADOS Y DISCUSION

No se encontraros diferencias estadisticas significativas (P<0.05) entre tratamientos
probados (Cuadro 1). En todos los tratamientos y las dos temporadas se observo una
baja tasa de germinacion (4.5% =+ 4 para el invierno y 19.2%z+1.8 para el verano con una
media ponderada de 11.86%z6.6 y un maximo de 22.5%z=). Cuadro 2. Estos resultados
contradicen los resultados de McBride et al (1981) y Eliot et al. (1986). Los cuales
reportaron la baja movilidad relativa de los elementos siendo mayor para Cd que para
Pb. Los resultados de Mclintyre (2003) sefialan que el girasol es acumulador de Cs, U,
Pby Sr, mientras que los resultados de este trabajo indican que es tolerante a Cd, Ni, Cr
y Pb. También los resultados de este trabajo difieren con lo obtenidos por Sierra (2006),
el cual encontrd que el girasol no soporta concentraciones de 200 ppm de plomo. Los
estudios de Bonomelli et al. (2001). Los cuales indican que la transferencia de Cd es
mayor que para los otros elementos y el Pb poseen un riesgo muy bajo de acumularse en
concentraciones toxicas en los cultivos para alimentacion humana. El crecimiento de las
plantulas es mas afectado por Cd seguido de Hg y luego Pb (Hsu y Chou, 1992).
Ademas, Mazzarino (1999) observé que en suelos muy &cidos aumenta la
biodisponibilidad de Cd, mientras que el Pb no es absorbido significativamente por las

plantas a ningtn cambio de pH.



La germinacion de semillas en el control fue de 60.14% mas probable a que ocurriera en
Cd, 57.43% mas probable que en Pb, 41.22% maés probable que en Cr y 25.68% mas
probable que en Ni, la germinacion de semillas en Ni es 46.36% mas probable que en
Cd, 42.73% més probable que en Pb y 20.91% maés probable que en Cr, la germinacion
de semillas en Cr es 32.18% maés probable que en Cd, y 27.59% maés probable que en
Pby la germinacion de semillas en Pb es 6.35% mas probable que en Cd.

En el analisis de contrastes, el comportamiento de los tratamientos de Cd presenta una
ligera tendencia cubica (Pr > F=0.7286) y cuartica (Pr > F=0.8955), El Cr presenta una
tendencia lineal (Pr > F=1.000) y una ligera tendencia cuartica (Pr > F=0.8809). EI Ni
presenta una ligera tendencia lineal (Pr > F=0.8452) y una ligera tendencia cuartica (Pr >
F=0.8826). Estos comportamientos indican las tendencias que se observan en los
resultados en cuanto a la proyeccion de sus puntos y al efecto unidimencional
ocasionado solo por ese elemento. La tendencia cubica ajusta la presentacion de los
datos a una forma bidimensional e indica que otro factor estd interfiriendo con su
comportamiento. ElI modelo cuartico, indica que los datos se distribuyen, de una forma
tridimensional y que son varios los factores que estan interfiriendo o afectando la
interpretacion de su comportamiento en el resultado (Grafica 1). Una tendencia lineal se
ajusta a una ecuacién y = a + bx donde a corresponde a la cantidad inicial del
tratamiento probado de metales pesados y b a la resistencia inicial a la absorcion del
metal aplicado en solucion. Una tendencia cuadratica se ajusta a una ecuacion y = a +
bx + cx?, donde a corresponde a la cantidad inicial del tratamiento probado de metales
pesados y b a la resistencia inicial a la absorcion del metal aplicado en solucion. Y ¢
corresponde al factor que modifica la relacion desde la linealidad.

Cuadro 1. Parametros de las medias de los tratamientos de metales sobre la germinacién
de semillas de girasol silvestre (Helianthus annuus L)

Variables Suma de Cuadrados Cuadrado de las Medias F-Valor Pr>F




Cd(NO3)- 0.00032 0.00008 0.25  0.9052
Pb(NOs): 0.00252 0.00063 1.66 0.2118
Cr(NO3): 0.00072 0.00018 0.33  0.8566
Ni(NOs): 0.00092 0.00023 091  0.4843

Datos transformados entre el nimero de semillas del lote

Cuadro 2. Respuesta de las semillas de girasol silvestre (Helianthus annuus L.) bajo
diferente nivel de metales en solucién acuosa.

Tratamiento Cd Pb Cr Ni Media DS
0 18.5 18.5 18.5 18.5 18.5 0
1 14 19.5 20.5 155 17.375 2.70127
2 19 15 18 21 18.25 2.16506
3 20 14 19.5 22 18.875 2.96595
4 16 205 245 29 225 4.80885
5 16 18 215 23 19.625 2.76981
Media 17.25 17.5833 20.4167 215 19.1875 *
DS 2.2749 2.5577 2.3752 45607 1.79766
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Grafica 1 Porcentaje de germinacion y tendencia para Cd (NO,)*, Pb (NO,)?, Cr (NOy)?,
Ni (NO,)*, CdCl, y el control.

Cuadro 3. Probabilidad conjunta de germinacion de las semillas de girasol (Helianthus
annuus) entre metales durante la temporada otofial

OTONO

Plomo Pb Cadmio Cd

Cromo Cr

Niquel Ni

Agua T




Agua 43.86 % 33.33% 25.58 % 15.79 % 1.00 %

Cadmio 33.33% 1.00 % 0.0 0.0 0.0
Plomo 1.00 % 0.0 0.0 0.0 0.0
Cromo 24.56 % 10.42 % 1.00 % 0.0 0.0
Niquel 33.33% 20.83 % 11.63 % 1.00 % 0.0

CONCLUSIONES

Aln y cuando la germinacion de la semilla fue baja, es importante sefialar que se
observé germinacion en todos los niveles de tratamientos de la prueba. Esto indica que
no solo los individuos adultos de girasol puede tolerar la contaminacion por metales
pasados, sino las semillas también pueden tolerar la contaminacion metalica. Si bien
estos resultados muestran tolerantes a las semillas mas no necesariamente que estan
absorbiendo los metales.

La baja tasa de germinacién general observada podria ser el resultado de la baja
viabilidad de las semillas en forma natural, lo cual se compensa con una alta produccion
de semillas (Harper, 1977). Otra causa puede ser el hecho de mantener cerrados
herméticamente los recipientes, ya que con soluciones de nitratos y cloruros se ha
informado que existe produccion de gases que pueden afectar la germinacion (Bohnert,
et al., 2008).

Existe el potencial para utilizar las semillas de girasol en los programas de
fitoremediacion. La difusién o dispersion de las semillas, en lugar de trasplantar las
plantas adultas, pudiera ser apropiada para facilita la aplicacion de practicas de
fitoremediacion. Ademas, una mayor dosis de tolerancia a la contaminacion por

metales, deberia ser probada en la continuidad de este estudio.
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