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Germinacién y supervivencia del pasto cubano Tithonia
tubaeformis (Asteraceae) en suelos contaminados con
hidrocarburos de petréleo
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ResumeN. La fitorremediacion esta adquiriendo reconocimiento como método ambientalmente
correcto, econémico y estético de remediacion de sitios contaminados. Estudiamos la respuesta
de germinacién y supervivencia de Tithonia tubaeformis a contaminantes derivados del petréleo.
Realizamos un bioensayo analizando: contaminantes (gasoil: 0, 1.96%, 3.93%, aceite usado de
auto: 0, 2.75%, 5.5%) y nutrientes (con y sin adicién). Se encontraron diferencias en el porcentaje
y la velocidad de germinacién. El gasoil en ambas concentraciones fue el més téxico. La
concentracién de HTP en el sustrato disminuy6 (64% en los tratamientos con gasoil y 51% en los
con aceite). Serfa interesante realizar experiencias a campo, manejandose con cautela ya que, al
ser invasora, su propagacion serfa un problema.

[Palabras clave: gasoil, aceite usado de autos, tolerancia, fitorremediacién, invasora]

AssTRACT. Germination and survival of Tithonia tubaeformis (Asteraceae) in soils containing
petroleum hydrocarbon contaminants: Phytoremediation is an innovated technique, cheaper
than traditional methods commonly used to decontaminate polluted soils. The objective of this
work is to study the germination of T. tubaeformis and its survival responses to petroleum
hydrocarbons. We carried out a bioassay using contaminated soil following a randomized factorial
design and analyzing contaminants at three different concentrations (gas-oil: 0, 1.96% and 3.93%,
car fuel-oil: 0, 2.75% and 5.5%) and nutrients conditions (with and without Rorison nutrient
solution), with four replicates per treatment. HTP concentrations were assessed at the beginning
and end of the experiment with the ASTM D1178 modified method. Significant differences were
obtained in the percentage of germination and germination speed. No differences were found in
the interaction nutrients*treatments for the percentages of germination and germination speed.
There were no differences in the germination and germination speed in the control group and
the fuel oil one (lowest concentration). Gas-oil at the lowest concentration allowed cotyledon
emergence, while at the highest resulted in all seeds mortality. The concentration of TPH in the
soil at the beginning and end of the experiment showed a greater reduction in the gas-oil
treatments (64%) than in the fuel-oil ones (51%). We suggest further studies in contaminated
open fields, though, being an alien species, precautions should be taken.

[Keywords: gas-oil, used car oil, tolerance, phytoremediation, alien plant]

INTRODUCCION

Los hidrocarburos de petréleo estan contem-
plados enlaley Argentina de residuos peligro-
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sos nimero 24051/92. Sin embargo, en la
ciudad de Salta, los responsables de estos
residuos producidos en las estaciones de servi-
cio y lubricentros no siguen la normativa
vigente y realizan los dep6sitos en sitios como
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orillas de rios o caminos de tierra, contaminan-
do amplios sectores de suelo, subsuelo y aguas
superficiales y profundas (de Viana et al.
2003). Dado el alcance de este problema a nivel
local, regional y global, es necesario comenzar
investigaciones que contribuyan a evitar la
contaminacién por este tipo de residuos.

La fitorremediacién es una tecnologia emer-
gente que emplea vegetales en combinacién
con microorganismos asociados a la rizésfera
pararemover, degradar o inmovilizar contami-
nantes localizados en suelos, sedimentos,
aguas superficiales y profundas y en la atmos-
fera (com. ptuiblica). Los contaminantes de
naturaleza orgénica e inorganica pueden ser
absorbidos por las plantas, como sucede con
Lolium perenne en suelos contaminados con
diesel (Gunther et al. 1996; Hou et al. 2001;
Siddiqui & Adams 2002). Muchas especies
vegetales pueden ser empleadas para tratar
una gran cantidad de contaminantes tales
como hidrocarburos de petréleo, metales
pesados, compuestos radioactivos y boro, en-
tre otros. Para aplicar fitorremediacién, las
especies se seleccionan teniendo en cuenta la
tolerancia al contaminante, el potencial de
evapotranspiracion, las enzimas degradativas
que producen, las tasas de crecimiento, el tipo
de crecimiento radicular y la capacidad para
bioacumular y/o degradar los contaminantes
(com. ptiblica), ademds de otros factores como
ser la biodisponibilidad de los contaminantes
debido a la absorcién por las particulas del
suelo y la adecuada actividad microbiana
(Jonson et al. 2002; Jonson et al. 2004).

El pasto cubano, Tithonia tubaeformis (Jac)
Cass., es una compuesta originaria de
Centroamérica que se encuentra invadiendo
importantes superficies agricolas y otros
ambientes perturbados por accién antrépica.
En el noroeste argentino, existen grandes su-
perficies de explotacién petrolifera (SIMyRE
2003), lo que incrementa el riesgo de contami-
nacién de suelos y aguas. Por otra parte, las
caracteristicas bioecoldgicas del pasto cubano
como ser su gran plasticidad fenotipica, la
capacidad de colonizar ambientes con distin-
tos niveles y tipos de alteraciones, y su estra-
tegia del tipo de las ruderales (Grime 1978), la
convierten en una especie de interés para
experiencias de fitorremediacién (Larenas
Parada 2002). En este trabajo, evaluamos la
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germinabilidad de las semillas, la supervi-
vencia de las plantulas y el porcentaje de
hidrocarburos totales del petréleo (HTP) al
comienzo y final del experimento.

METODOS

Evaluacion del efecto téxico de hidrocarburos en
la germinabilidad

Con el fin de comprobar el efecto del gasoil y
el aceite usado de auto en la germinacion, se
realizé un experimento de laboratorio
(temperatura de 24°C + 2.1°C y 60% + 5.4% de
humedad) siguiendo un disefio factorial
completamente aleatorizado, con cuatro répli-
cas por tratamiento. Los factores fueron adi-
cién o no de nutrientes (solucién Rorison, Hen-
dry & Grime 1993) y contaminantes: aceite
usado de auto 0, 2.75% y 5.5 % y gasoil 0,
1.96% y 3.93% (concentraciones que producen
deficiencia en el crecimiento, desarrollo o
mortandad de las plantas) (Larenas Parada
2002). Las unidades experimentales fueron
recipientes pldsticos con 200 g de arena (este-
rilizada en autoclave a 1 atm. de presién y a
120°C, durante 1 hora), a los que se adiciona-
ron los contaminantes derivados del petréleo
(a cada unidad experimental se le adicioné el
porcentaje correspondiente de contaminante
y se mezcl6 de manera de obtener una distribu-
cién lo mds homogénea posible del contami-
nante en el sustrato), y 20 semillas en cada
una (previamente sumergidas en solucién de
HCIO al 5% durante 5 minutos para evitar
contaminacién por microorganismos). Se
registr6 diariamente el niimero de germinacio-
nesy se estimo el porcentaje de germinadas, la
velocidad de germinacién y la supervivencia
alos 20y 40 dias. Los resultados se evaluaron
con el test (M) ANOVA de dos factores,
empleando SYSTAT (1992).

Determinacion de hidrocarburos remanentes

Los HTP se determinaron con la técnica de
solubles en cloroformo ASTM D1178,
modificada por INEAH (Larenas Parada 2002)
a 25°C (la modificacién de la técnica consistié
en usar 120 ml del reactivo extractante en vez
de 100 ml y el enjuague del balén fue triple).
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Ademas, al finalizar la extraccién, los balones
fueron llevados a estufa a 60°C durante 1 hora
para asegurar la completa evaporacién del
reactivo. Se estimé la concentraciéon minima
detectable por la técnica y la concentracion de
HTP para cada concentracién empleada al
comienzo y al final del experimento (con
duracién de 40 dias) y el porcentaje de HTP
remanentes.

RESULTADOS

Se observaron diferencias altamente significa-
tivas debidas al tratamiento en el porcentaje
de germinaciéon (ANOVA F =294, P <0.0005),
velocidad de germinacién (F = 22, P < 0.0005)
y supervivencia a los 20 (F = 33, P < 0.0005) y
40 dias (F = 10, P < 0.0005). El gasoil en ambas
concentraciones produjo inhibicién en todas
las variables consideradas. La mayor concen-
tracién empleada (3.93%) inhibi6 completa-
mente la germinacién. En cambio, el aceite
usado de auto en ambas concentraciones no
se diferenci6 del control y permiti6 la germina-
cién y supervivencia de las plantulas. La
velocidad de germinacién y la supervivencia
(a los 20 y 40 dias) mostraron la misma
tendencia (Tabla 1).

No se encontraron diferencias con relacién
al factor adicién o no de nutrientes en el por-
centaje de germinadas (F = 0.009, P = 0.92),
velocidad de germinacién (F = 0.48, P =0.5), ni
supervivientes a los 20 (F = 0.17, P = 0.6) y
40 dias (F=0.1, P=0.7). Los mismos resultados
se obtuvieron para la interaccién nutrien-
tes*tratamientos (P > 0.7 en todos los casos).
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Respuestas fenotipicas notorias fueron regis-
tradas en los tratamientos con aceite usado de
auto (en ambas concentraciones), ya que las
plantas crecieron mas rdpido y fueron mds
vigorosas y verdes que el resto. El tratamiento
con gasoil a la menor concentracién, sélo per-
miti6 la aparicion de los cotiledones sin creci-
miento posterior.

La concentracién minima detectable de
hidrocarburos fue del 0.1% a 25°C. La deteccién
de los HTP (25°C) al comienzo del experimento
fue similar a la concentracion teérica emplea-
da. La proporcion de hidrocarburos livianos
fue menor en aceite usado (0.1%) que en gasoil
(13.7%). Al final del experimento, la concentra-
cién de hidrocarburos totales (40 dias)
disminuy6é un 64% en los tratamientos con
gasoil y un 51% en los tratados con aceite
usado (Tabla 2).

Discusion

El pasto cubano pudo germinar y sobrevivir
en las concentraciones empleadas de aceite
usado de auto. Resultados similares se
obtuvieron con Trichocereus terschekii (Plaza et
al. 2003). Esta respuesta probablemente res-
ponde a una estimulacién en la germinacién
debido a la riqueza en carbono y a que las
plantulas son tolerantes al mismo en las con-
centraciones empleadas. Los aceites, al ser car-
bonados, pueden ser incorporados ala bioma-
sa o pueden permanecer en la rizésfera donde
podrian ser utilizados por los microorganis-
mos del suelo (Gunther et al. 1996; Wiltse et al.
1998; Larenas Parada 2002; Jonson et al. 2004).

Tabla 1. Promedio (+ ES) del porcentaje de germinacién, velocidad de germinacién y supervivencia de
las plantulas a los 20 y 40 dias para cada tratamiento. (Sin) sin nutrientes; (Con) con nutrientes.

Table 1. Average (+ SE) percentage of seed germination, germination speed and survival at 20 and 40
days for each treatment. (Sin) without nutrients; (Con) with nutrients.

Porcentaje Velocidad Supervivientes Supervivientes

germinacién germinacién (20 dias) (40 dias)
Tratamiento Sin Con Sin Con Sin Con Sin Con
Control 125(1.9) 11.7 (2.6) 105(2.6) 9.7(22) 10(2.0) 85(17) 9522) 7.7(22)
Aceite 2.75% 147 2.3) 137 (2.6) 135 (2.7) 12.0 (2.6) 102 (1.7) 125(22) 45(15) 62 (2.2)
Aceite 5.5% 102 (0.5) 10.7 (1.9) 11.2(2.0) 85(1.3) 87(1.6) 9.7(0.6) 4.7 (19) 45 (1.9)
Gasoil 1.96% 1.0 (0.7) 2.7 (1.0) 0.07 (0.05) 0.5 (0.2) 0 0 02 (0.2) 1.7(0.6)
Gasoil 3.93% 0 0 0 0 0 0 0 0
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Huang & Cunningham (1996) sostienen que
los nutrientes facilitan la absorcién de los
contaminantes por las plantas. Sin embargo,
en este estudio la adicién de nutrientes no pro-
dujo efectos en ninguna de las variables consi-
deradas. Una posible explicacion de la diferen-
cia, podria atribuirse al tiempo del experimento
(40 dias), y al tamafio que alcanzan las plan-
tulas en tan corto periodo. Por otra parte, es
importante destacar que no se midi6 el peso
seco de las plantas, que es un mejor indicador
de crecimiento.

El pasto cubano no es una especie tolerante
al gasoil, ya que las concentraciones empleadas
inhibieron la germinacién. Adam & Duncan
(2002) encontraron una gran variabilidad en
la respuesta de germinacién de 25 especies en
concentraciones de gasoil de 2.5% y 5%, siendo
las mds tolerantes las especies de pasturas
(como Anthoxanthum odoratum L., Festuca rubra,
Lolium multiflorum), herbaceas y leguminosas
(como Medicago lupulina, M. sativa, Trifolium
platense) y de algunas comerciales (Brassica
napus y Linum usitatissimum,).

Trapp et al. (2001) realizaron bioensayos de
toxicidad con gasoil con tres especies arboreas:
Salix alba, S. viminalis y Populus nigra, midiendo
la inhibicién de la transpiraciéon. En concen-
traciones de 1000 mg/kg (1%), S. alba fue la
menos afectada, mientras que P. nigra mostré
una alta sensibilidad, y la mayor concentra-
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cién (10000 mg/kg) afectd la transpiracion de
todas las especies.

La baja proporcién de semillas de T. tubaefor-
mis germinadas en los tratamientos con gasoil
puede deberse a que la especie no es tolerante.

Sibien los porcentajes mds bajos de hidrocar-
buros remanentes se detectaron en los trata-
mientos con gasoil, estos resultados pueden
deberse a una combinacién de procesos fisico-
quimicos (ruptura de cadenas largas y anillos
para dar lugar a hidrocarburos livianos) y
biolégicos (microorganismos). En estos trata-
mientos hubo colonizacién por hongos, los
que pueden haber sido responsables, al menos
en parte, de las bajas concentraciones de conta-
minantes detectadas al finalizar el bioensayo.
Los tratamientos con aceite también mostraron
crecimiento fngico pero a una escala mucho
menor, y en el tratamiento control no se observo
la presencia de los mismos. En los tratamientos
con aceite, la disminucién en los niveles de
contaminantes se puede atribuir a la especie
invasora, aunque no se puede descartar la ac-
cién sinérgica de los procesos antes mencio-
nados.

Los resultados de esta investigacion sugieren
que el pasto cubano podria convertirse en una
especie de importancia para remediar suelos
contaminados con aceite usado de autos. Sin
embargo, habria que estudiar los costos y

Tabla 2. Concentracién promedio (error estindar) de hidrocarburos totales al comienzo y al final del
experimento, y porcentaje de hidrocarburos remanentes en el sustrato. (Con) con nutrientes; (Sin) sin

nutrientes.

Table 2. TPH mean (standard error) concentration at the beginning and end of the experiment, and
percentage of TPH remaining in the substratum. (Sin) with nutrients; (Con) without nutrients.

Concentracion detectada (%)

Hidrocarburos

Conc. inicial (%)

Inicio experimento Fin de experimento

eliminados (%)

Tratamiento Sin Con Sin Con Sin Con Sin Con
Aceite 2.75 2.74 2.73 2.72 14 14 51.5 51.4
(0.005) (0.008) (0.01) (0.06) (0.003) (0.006)

5.5 5.5 5.44 5.44 2.7 2.7 50.3 50.2
(0.03) (0.03) (0.04) (0.04) (0.03) (0.02)

Gasoil 1.96 1.96 1.7 1.7 0.6 0.5 65 65.4
(0.004) (0.003) (0.014) (0.01) (0.09) 0.2)

3.93 3.93 3.4 3.4 1.2 1.2 63.7 63.8
(0.01) (0.04) (0.01) (0.01) (0.02) (0.04)
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beneficios de su uso, ya que su empleo deberia
ser controlado para evitar posteriores
invasiones.

Seria de interés realizar otras experiencias
para probar las especies hipertolerantes a la
presencia de contaminantes, ya que ésta es una
caracteristica primordial para que las plantas
sean usadas en fitorremediacién (Vogeli-Lange
& Wagner 1994; Ortiz et al. 1995).
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