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RESUMEN

Los suelos contaminados con petróleo o sus derivados pueden ser remediados a través
de diversos métodos, dentro de los cuales se encuentran aquellos que emplean organis-
mos vivos tales como plantas, que poseen la capacidad de mineralizar estos com-
puestos transformándolos en otros más simples, asimilables a compuestos naturales.
Al encarar proyectos de fitorremediación es importante emplear plantas nativas porque
están adaptadas a las condiciones ecológicas particulares de la región. En el presente
trabajo como primera etapa se evaluó la respuesta de Spartina argentinensis, Paspalum
atratum, Paspalum guenoarum y Melilotus albus a la presencia de aceite diesel, considerando
la germinación de sus semillas, la emergencia de plántulas y la biomasa alcanzada en
suelos que contenían 1 y 2 % de aceite diesel, en condiciones experimentales. Todos es-
tos parámetros se vieron afectados con las concentraciones de contaminante emplea-
das, sin embargo, las plantas pudieron prosperar demostrando en consecuencia que
podrían ser empleadas en proyectos de fitorremediación.

Palabras clave: fitorremediación, Melilotus albus, Paspalum atratum, Paspalum guenoarum,
Spartina argentinensis. 

ABSTRACT

Soils contaminated with hydrocarbons or their derivates can be remediated by different
methods. Many of them use live organisms such as plants that are able to mineralize these
compounds, turning them into more simple molecules, similar to natural molecules.
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When the use of plants is decided, it is important to employ native plants because they
are already adapted to the particular ecological conditions of the site. The response of
Spartina argentinensis, Paspalum atratum, Paspalum guenoarun and Melilotus albus to the
presence of diesel oil was evaluated considering seed germination, plant emergence and
biomass production of plants growing on soils experimentally contaminated with
different concentrations of diesel oil (1 and 2 %). Although all the parameters evaluated
showed the negative impact of the presence of diesel-oil, the plants continued growing;
therefore they can be considered useful management options for soil phytoremediation.

Keywords: Melilotus albus, Paspalum atratum, Paspalum guenoarum, phytoremediation,
Spartina argentinensis. 

INTRODUCCIÓN

La industria genera productos socialmente deseados y que han mejorado significati-
vamente la calidad de vida del hombre, sin embargo, como aspecto colateral, estos
desarrollos han tenido un impacto negativo en ciertas áreas del ambiente, particular-
mente debido al aporte de productos de baja biodegradabilidad. En la República
Argentina, entre los contaminantes más frecuentes del suelo se encuentra el aceite
diesel, compuesto utilizado principalmente como combustible en motores aceite diesel
y en calefacción. El aceite diesel es un derivado líquido del petróleo, de densidad de
850 kg * m-3 (0,850 g * cm-3), un punto de ebullición entre 200 y 360 ºC. En el suelo,
los hidrocarburos impiden el intercambio gaseoso con la atmósfera, iniciando una serie
de procesos físicoquímicos simultáneos como evaporación y penetración que, depen-
diendo del tipo de hidrocarburo, temperatura, humedad, textura del suelo y cantidad
vertida pueden ser más o menos lentos, ocasionando una mayor toxicidad (Benavides
et al., 2006). En función de conocimientos científicos y tecnológicos, es posible imple-
mentar diversos métodos de mitigación de la contaminación entre los que se encuen-
tran aquellos que aprovechan la capacidad de los organismos vivos de transformar
estos compuestos complejos en moléculas simples y que se denominan biorremedia-
ción. Entre estas técnicas, la fitorremediación parecería tener un importante potencial
para remediar suelos (Garbisu, 2007). Las plantas pueden extraer, filtrar, volatilizar,
estabilizar o degradar contaminantes, o bien generar condiciones rizosféricas adecuadas
para estimular la degradación microbiana de los mismos, específicamente cuando de
compuestos orgánicos se trata, tal como sostienen Pérez Vargas et al., 2002; Merkl,
2005a; Liao y Xie, 2006. Es por esto que el uso de plantas para absorber, acumular y
transformar contaminantes en el sustrato en el que crecen a través de procesos bioló-
gicos es una práctica que tiende a incrementarse (White et al., 2006).
La cuestión más importante a resolver cuando se intenta un proyecto de fitorremediación
es la elección de la o las plantas a ser empleadas. Es necesario tener en cuenta una serie
de factores como el clima, el suelo, el tipo de raíz, así como cuál es el comportamiento
de la planta frente al contaminante (Margaretich, 2005). Muchas plantas pueden crecer
en ambientes adversos, suelos salinos, valores de pH extremos o condiciones de anae-
robiosis transitorias o permanentes (Mendoza y Portal, 2000; Larcher, 2003) y aun así
presentar altas tasas de crecimiento. En el caso de la contaminación del suelo con
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hidrocarburos, la fitorremediación se basa principalmente en la estimulación de micro-
organismos rizosféricos que los mineralizan total o parcialmente. Esta técnica puede ser
empleada en suelos que están medianamente contaminados con petróleo o sus derivados,
representando una alternativa a los tratamientos físicos y químicos (Merkl, 2004; Spriggs
et al., 2005). La bibliografía menciona diversas especies que podrían ser adecuadas para
la fitorremediación, la mayoría de ellas gramíneas C4, entre las que están las del género
Spartina, características de marismas y bajos salinos inundables. Rivera-Cruz et al. (2006)
constataron que Echinochloa polystachia puede remover hasta el 6,5 % de benzo(a)pireno y
Lin et al. (2002), trabajando con Spartina alterniflora, determinaron que la microflora rizos-
férica era muy eficiente en remediar áreas costeras contaminadas con hidrocarburos.
Asimismo, Patrignani et al., 2006, aislaron esporas de una especie micorrítica, Glomus
mosseae, en la rizosfera de plantas de S. argentinensis que crecía en suelo contaminado con
residuos de hidrocarburos, lo cual favorecería la absorción de fósforo del suelo por parte
de las plantas. En todo caso, es importante utilizar especies nativas para la fitorreme-
diación de suelos, tal como sostienen Oliva et al. (2005). Garcia-Blanco et al. (2007)
establecieron que la efectividad fitorremediadora de S. alterniflora se veía incrementada por
el agregado de nutrientes como el nitrógeno y el fósforo. 
Spartina argentinensis Parodi (Poaceae) es la especie dominante de comunidades halófilas
que ocupan grandes extensiones de áreas deprimidas de la República Argentina, con
suelos con alta concentración de sales y sodio, con pH superior a ocho y sujetas a in-
cendios frecuentes (Cabrera y Willink, 1973). Estas plantas pueden rebrotar después de
severos disturbios, aún en condiciones de sequía extrema (Feldman et al., 2004). Paspalum
guenoarum Arechav y P. atratum Swallen son Poaceae perennes características del cono sur
de América Latina. P. guenoarum está presente en el noreste de la Argentina, mientras que
P. atratum llega hasta el sur de Brasil y Paraguay, ambas en ambientes con periodos de
déficit hídrico (Zuloaga y Morrone, 2005). Melilotus albus Desr., pertenece a la familia
Fabaceae, es una hierba erecta, con hojas trifolioladas alternadas e inflorescencias en
racimos axilares, introducida en la Argentina como forrajera adecuada para ambientes
con déficit hídricos, que está naturalizada en el país (Pensiero y Gutiérrez, 2005).
No existe información sobre la capacidad fitorremediadora de estas especies, que pue-
den considerarse como materiales aptos por su condición de tolerantes a condiciones
ambientales adversas (Grime, 1979) en el caso de S. argentinensis, subtropicales con
altas tasas de crecimiento en los Paspalum o exótica naturalizada y que prevalece en
diferentes condiciones ambiéntales, en M. albus. El objeto de este trabajo fue establecer
la tolerancia de estas especies a concentraciones crecientes de aceite diesel, evaluando
germinación, emergencia y producción de biomasa, como etapa inicial para su uso
como fitorremediadoras (Larenas y De Viana, 2005).

MATERIALES Y MÉTODOS

Se trabajó con cariopses de Spartina argentinensis, Paspalum guenoarum y Paspalum atratum y
semillas sensu stricto de Melilotus alba, mencionados “semillas” en este texto. Las semillas
de Spartina provenían de una población natural de la reserva Federico Wildermuth (Santa
Fe, Argentina), las semillas de las especies del género Paspalum provenían de la Universidad
Nacional del Nordeste (Argentina) y las de M. albus, de una variedad comercial. 
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Se utilizó aceite diesel, mezcla compleja de alcanos de ocho a 26 carbonos y compues-
tos aromáticos que incluyen mono, di y poliaromáticos (Adam y Duncan, 2002) como
hidrocarburo contaminante. El porcentaje de germinación se obtuvo empleando placas
de Petri de 10 cm de diámetro a 28 ºC y en oscuridad. Se trabajó incorporando aceite
diesel sobre los papeles de filtro previamente humedecidos con 10 ml de agua (con-
centraciones finales: 15; 5; 1; 0,8; 0,5 y 0,25 %), empleando cuatro cajas por especie y
concentración y 50 semillas por placa. Las semillas fueron desinfectadas superficial-
mente con hipoclorito de sodio al 2,5 % durante 5 min y posteriormente enjuagadas
conve-nientemente con agua destilada estéril.
La emergencia de plántulas se evaluó empleando macetas que contenían 300 g de suelo
con concentraciones del 1 y 2 % p/p de aceite diesel, además de un testigo con suelo
sin contaminar, 50 semillas por maceta y diez macetas por especie y tratamiento en
condiciones de invernadero, regadas por subirrigación. El suelo se obtuvo en el Campo
Villarino, Zavalla, Argentina (32º43’27’’S; 60º55’18’’O). Se trata de un argiudol vértico,
con 3,27 % materia orgánica, 0,223 % de nitrógeno total y pH 5,9 en agua (1:2,5) en
su horizonte superficial (0-15 cm), de acuerdo con Ferreras et al., 2006. Las semillas de
M. albus se inocularon con Sinorhizobium meliloti, previo a la siembra. 
A los 15 días de siembra se midió la altura de plántulas de S. argentinensis (altura de co-
leoptile) y de Paspalum (hoja desplegada) y la longitud del folíolo central en M. albus. El
peso seco se evaluó a los 60 y 90 días. Las muestras de la primera cosecha de M. albus
se alteraron por problemas de laboratorio y es por ello que no se presentan sus resul-
tados. Para cada especie, las diferencias entre tratamientos se compararon usando
ANOVA y Tuckey (Infostat, 2003), previa comprobación de los supuestos de homoge-
neidad de varianzas.

RESULTADOS

GERMINACIÓN

Las concentraciones de 15, 5 y 1 % de aceite diesel fueron tóxicas para S. argentinensis y
las dos especies de Paspalum (0 % de germinación), mientras que M. albus mostró un
comportamiento diferencial frente a las mismas. Las concentraciones menores de aceite
diesel (0,8; 0,5 y 0,25 %), no afectaron al poder germinativo de S. argentinensis, pero si
tuvieron un efecto negativo sobre P. guenoarum y P. atratum (Tabla 1). 

Tratamiento S. argentinensis M. albus P. guenoarum P. atratum
Testigo 14,38 a 88,80 a 72,00 a 78,40 a
0,25 % 11,88 a (np) 42,50 b 41,67 b
0,5 % 15,00 a (np) 29,17 bc 39,17 b
0,8 % 14,38 a (np) 15,83 c 23,33 c
1 % 0 75,83 ab 0 0
5 % 0 79,17 ab 0 0
15 % 0 68,33 c 0 0

Tabla 1. Porcentaje de germinación de semillas de S. argentinensis, M. albus, P. guenoarum y P. atratum en fun-
ción de concentraciones crecientes de aceite diesel (n = 4). Para cada especie, valores seguidos de igual
letra no difieren significativamente (p < 0.05) (np: dosis no probadas).
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EMERGENCIA Y MORFOLOGÍA

El agregado de aceite diesel no afectó al número de plántulas de M. alba que emergieron,
aunque sí afectó inicialmente a los de S. argentinensis y P. guenoarum. Una semana después
de la siembra, hubo un efecto diferencial de S. argentinensis, según la dosis aplicada y ha-
cia el final del período la dosis más baja no difirió del testigo. P. guenoarum demoró más
en emerger, pero finalmente no se observó depresión por el agregado de aceite diesel,
al igual que en P. atratum (Fig. 1). La incorporación de aceite diesel afectó la altura de
P. guenoarum y la expansión de la hoja de M. albus (Tabla 2). 

Figura 1. Número promedio de plántulas de S. argentinensis, M. albus, P. guenoarum y P. atratum, en potes
con tratamiento testigo (T) o contaminados con aceite diesel al 1 y al 2 %, (n = 10 potes; 50 semillas
en cada uno; fecha de siembra: 20/08).

S. argentinensis P. guenoarum P. atratum M. albus
T 29,66 ± 2,9 a 53,58 ± 3,7 a 33,56 ± 2,6 a 4,39 ± 0,2 a
1 % 18,42 ± 5,1 a 38 ,06 ± 3,5 b 30,66 ± 4,3 a 2,6 ± 0,1 b
2 % 13,41 ± 6,3 a 35,3 ± 2,3 b 22,90 ± 2,2 a 2,44 ± 0,08 b

Tabla 2. Efectos de concentraciones de aceite diesel (T: testigo; 1 y 2 %) sobre altura (mm) de plántulas
en S. argentinensis, P. guenoarum y P. atratum y de expansión del folíolo central (mm) en M. albus. Dentro
de cada especie, valores seguidos de igual letra no difieren significativamente (p < 0.05; promedio ±
e.s.m.)

PESO SECO

A los 60 días, la presencia de aceite diesel afectó negativamente la acumulación de bio-
masa en S. argentinensis en las dos concentraciones evaluadas (1 y 2 %); en tanto que
para las dos especies de Paspalum, solo la dosis del 2 % disminuye la acumulación de bio-
masa (Tabla 3). Treinta días más tarde, las diferencias se mantuvieron en las gramíneas,
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mientras que en Melilotus, ambas concentraciones de aceite diesel deprimieron el creci-
miento con igual intensidad (Tabla 4).

Tratamiento S. argentinensis P. guenoraum P. atratum
T 48,85 ± 2,9 a 169,99 ± 6.21 a 254,74 ± 3.8 a
1 % 27,72 ± 1.5 b 152,58 ± 30.5 a 196,03 ± 29.8 a
2 % 20,04 ± 1.2 c 59,36 ± 7.04 b 95,45 ± 14.3 b

Tabla 3. Efectos de concentraciones (T: testigo; 1 y 2 %) de aceite diesel sobre el peso seco (mg) de plán-
tulas de S. argentinensis, P. guenoarum y P. atratum, a los 60 días de iniciado el experimento. Dentro de cada
especie, valores seguidos de igual letra no difieren significativamente (p < 0.05; pro-medios ± e.s.m.)

T 1 % 2 %
S. argentinensis 435,0 ±145,9 a 337,5 ± 108,1 b 237,8 ± 92,6 c
P. guenoarum 1443,8± 289,5 a 1373,2 ± 201,7 a 534,2 ± 146,7 b
P. atratum 1782,9 ± 345,8 a 1572,2 ± 305,4 a 667,5 ± 178,9 b
M. albus 554,8 ± 119. 8a 173,1 ± 55,5 b 205,3 ± 49.8 b

Tabla 4. Efectos de concentraciones (T: testigo; 1 y 2 %) de aceite diesel sobre el peso seco promedio
(mg) de plántulas de S. argentinensis, P. guenoarum, P. atratum y M. albus, a los 90 días de iniciado el ex-
perimento. Dentro de cada especie, valores seguidos de igual letra no difieren significativamente
(p<0.05; promedios ± e.s.m.).

DISCUSIÓN

La germinación y el crecimiento inicial son etapas claves para el establecimiento de una
planta en una comunidad (Harper, 1977). Debido al efecto fitotóxico de los hidro-
carburos, no cualquier especie puede germinar y crecer en su presencia, siendo estos los
primeros requisitos para fitorremediación (Korade y Fulekar, 2009). Otro aspecto im-
portante es trabajar con especies nativas o naturalizadas, no malezas, puesto que mu-
chas veces las introducidas pueden llegar a ser problemáticas en relación a su manejo
posterior (Larenas y De Viana, 2005; Oliva et al., 2005). Además, dado que la fitorre-
mediación es una técnica específica para cada sitio, el factor clave para el éxito de este
proceso es la correcta selección de plantas que, en principio, toleren altas concentra-
ciones de contaminantes en el suelo (Shirdam et al., 2008).
Las especies probadas pudieron germinar y establecerse con el contaminante mostrando
ciertas alteraciones morfológicas, coincidiendo con lo hallado por Rivera y Trujillo, 2004,
en Echinochloa polystachya, Brachiaria mutica, Cyperus articulatus, Cyperus sp. y Mimosa pigra, y por
lo encontrado en Pisum sativum por Baldyga et al. (2005). Esta capacidad de germinar en
presencia del contaminante es particularmente importante en el caso de S. argentinensis,
por tratarse de una especie que naturalmente presenta bajo poder germinativo (Feldman
y Lewis, 2007). Las semillas comerciales de M. albus demostraron ser muy tolerantes y
tuvieron una buena germinación con dosis relativamente altas. El efecto fitotóxico de los
hidrocarburos sobre la germinación podría estar ligado a la solubilización parcial de las
membranas biológicas de forma similar a lo que Sikkema et al. (1995), verificaron en bac-
terias o a la formación de una película alrededor de la semilla actuando como una barrera
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que reduce la transferencia de agua y oxígeno (Adam y Duncan, 2002). El recubrimiento
de las semillas por parte del aceite diesel, terminaría afectando sus funciones fisiológicas
(Vwioko y Fashemi, 2005). Achuba, 2006, postula que esta alteración podría deberse a
que las moléculas más tóxicas del aceite diesel inhibirían las actividades de las enzimas
amilasa y fosforilasa del almidón y, consecuentemente, afectarían su asimilación. 
La reducción en biomasa fue acorde a la que presentan Paspalum scrobiculatum (Ogbo et
al., 2009) y Zea mays (Quiñones et al., 2003; Méndez et al., 2006) en presencia de pe-
tróleo crudo, así como otras especies del género Spartina (Pezeshki et al., 2000; Lin et al.,
2002) y Festuca arundinacea, Lolium perenne, Medicago sativa y Brassica napus (Cheema et al.,
2010). La bibliografía destaca que el efecto fitotóxico de los hidrocarburos ocasiona
una menor acumulación de biomasa (Merkl et al., 2005a; Merkl et al., 2005b) y diversos
efectos sobre la morfología, por ejemplo en raíz (Glick, 2003). Si bien no se evaluó la
morfología de raíces, se pudo observar mayor grosor en las de S. argentinensis sometidas
a la mayor dosis de aceite diesel, coincidiendo con lo registrado por Merkl et al. (2005a)
en Brachiaria bryzantha en suelos con petróleo crudo, atribuyéndolo a mayor resistencia
mecánica del suelo contaminado o posible déficit hídrico. 
Debido al carácter hidrofóbico de los hidrocarburos puede producirse una deficiencia
hídrica en el suelo, aún cuando haya disponibilidad de agua porque la presencia de
este tipo de contaminante provoca la disrupción de las relaciones planta-agua-aire
(Reilley et al., 1996; Renault et al., 2000). Asimismo, se afectaría la dinámica de la solu-
bilización de nutrientes y el intercambio iónico en el suelo (Odjegba y Sadiq, 2002) o
tal como sostienen (Mendoza et al., 2000), el aceite diesel deprimiría el intercambio de
nutrientes entre las fases sólida y líquida del suelo disminuyendo así su disponibilidad.
En nuestro caso, en que el suelo empleado en los ensayos estaba naturalmente bien
provisto de nutrientes, posiblemente no haya sido este el factor que incidió en la menor
producción de biomasa vegetal (Wright y Weaver, 2004). Por otro lado, Watts et al.,
2006, al estudiar si los hidrocarburos polinucleares pueden ser absorbidos por S.
alterniflora, llegó a la conclusión de que este proceso tenía lugar de acuerdo a diversos
factores como la lipofilicidad de la planta, el contenido orgánico del suelo y el coefi-
ciente octanol-agua, y que en consecuencia, al iniciar un proceso de fitorremediación
deberían considerarse los riesgos ecotoxicológicos.
Las especies evaluadas, si bien produjeron menor biomasa, demostraron tolerancia al
contaminante lo cual es importante como primer paso para un proceso fitorremedia-
dor. El empleo de leguminosas es particularmente interesante dada la capacidad que
poseen estas plantas de agregar nitrógeno al sistema contaminado, lo que podría esti-
mular a los microorganismos degradadores (Sangabriel et al., 2006). Por consiguiente
sería interesante evaluar en experimentos posteriores la capacidad fitorremediadora de
estas especies incorporando fertilizantes y/o micorriza.
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