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Resumen Salta presenta superficies contaminadas con boro. Una técnica para descontaminar suelos es la fitorremediacion. El
primer paso es detectar plantas tolerantes, lo que constituye el objetivo de este trabajo. Se realizé6 un experimento en
laboratorio para evaluar germinacion, supervivencia y crecimiento de especies en diferentes concentraciones de boro. Se
determind la concentracién de boro en sustrato y en tejido vegetal para cada tratamiento. Se encontraron diferencias
significativas debidas al tratamiento, la especie y la interaccion especie*tratamiento. Hubo una disminucion en el porcentaje
y velocidad de germinacion, en los tratamientos de suelo Baradero mezclado con mantillo. En cambio la supervivencia fue
mayor en el suelo Baradero mezclado con arena. La disminucion de boro en sustrato fue maxima cuando fue mezclado con
arena. En cambio en el tejido vegetal se detectdé mayor contenido de boro cuando fue mezclado con mantillo, siendo superior
en L. multiflorum. Se concluye que son prometedoras en remediacion.
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INTRODUCCION

Argentina es el tercer productor mundial de boratos, se explotan y procesan principalmente en las provincias de Salta, Jujuy y
Catamarca. En el Valle de Lerma (donde se encuentra la ciudad de Salta), existen cuatro plantas procesadoras de boratos y
otros derivados (Flores 2004) que contaminan grandes extensiones de suelos y aguas (superficiales y subterraneas) con sales
y desechos con boro que superan los niveles permitidos en la legislacion vigente (de Viana & Albarracin Franco 2008).

Debido a la facilidad de movimiento del boro en el suelo, una practica para bajar los niveles del contaminante era lixiviarlo
con una excesiva cantidad de agua (Tanji 1970). Sin embargo, esta practica debe ser cuidadosamente considerada por los
grandes volimenes de agua requeridos en una intensiva lixiviacion (especialmente en suelos con altos niveles de boro) y los
sitios donde se depositaran los lixiviados (Bafiuelos et al. 1995). Otros procesos que han sido estudiados para la remocion del
boro son la precipitacion — coagulacion, intercambio idnico, uso de resinas selectivas de boro, y la adsorciéon de varios
compuestos o materiales (Simonnot et al. 2000; Ferreira et al. 2006; Dionisiou et al. 2006). Todos estos métodos implican un
alto costo en la operacion y mantenimiento y el empleo de compuestos quimicos.

La fitorremediacion, es un método desarrollado para remover los contaminantes del ambiente usando plantas, es de bajo
costo, efectiva a mediano y largo plazo (dependiendo de las concentraciones del contaminante y del ciclo de vida de las
plantas), puede ser utilizada “in situ” y es ambientalmente aceptable (Schnoor et al. 1995; Raskyn et al. 1997). Una ventaja
especial de la fitorremediacion comparada con otras técnicas es que restituye las propiedades funcionales del suelo ya que
promueve la actividad de la flora y fauna del mismo (Trapp & Karlson 2001). En este sentido diversos investigadores han
sugerido la fitorremediacion con el empleo de plantas perennes y anuales como una estrategia para remover el contaminante
del suelo (Baifiuelos et al. 1995; Babaoglu et al. 2004; Robinson et al. 2007; del Campo & Oron 2007; de Viana & Albarracin
Franco 2008).

En la Ciudad de Salta, existe un predio de 6 ha donde funcion6 hasta el afio 1990, una empresa procesadora de boratos. Este
predio esta dentro de una zona urbana. La Municipalidad compré el terreno y con excavadoras y aplanadoras mezcld los
residuos y escombros del sitio, pero no exigié ni realizé ningun trabajo de remediacion, a pesar de las denuncias de los
vecinos por contaminacion (Albarracin Franco 2008). En la actualidad en el sitio no crece ninguna especie vegetal y las
determinaciones de boro en el suelo superan los 980 ppm (Albarracin Franco 2008). Es interesante destacar que La Ley
Nacional 24.051, considera al boro un residuo peligroso, estableciendo un valor limite de 2 ppm para suelos de uso agricola.
Por lo tanto, el estudio y la experimentacion acerca de las posibles formas de contrarrestar este impacto constituyen una
prioridad. El objetivo de este estudio fue evaluar la eficiencia de dos especies de remediar suelos contaminados con boro.
También se estudio el efecto de la concentracion del boro sobre el crecimiento de las plantas y la capacidad de acumulacién
del téxico.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizaron experimentos previos de corta duracién en germinadores con fotoperiodo de 12 h, temperatura media de 25 +
2.1°C, humedad relativa media de 63 + 5.2%, para seleccionar especies con tolerancia a elevadas concentraciones de boro. El
criterio de seleccion fue la respuesta de germinacion y supervivencia a los 60 dias. Se probaron quince especies nativas de
hierbas, arbustos y arboles de crecimiento rapido, seleccionadas por sus caracteristicas bioecologicas (Acacia aromo, Acacia
caven, Acacia praecox, Aspidosperma quebracho blanco, Bahuinia forticata, Canna indica, Caesalpinia paraguarienses,
Crotalaria insignis, Crotalaria micans, Dichondra sericea, Jacaranda mimosifolia, Nicotiana glauca, Opuntia sp., Sesbania
punicea'y Tecoma stans) y, tres especies comerciales tolerantes (Medicago sativa, Spinacea oleracea I. 'y Lolium multiflorum
Lam.).

Las semillas de las especies mencionadas se colocaron en bandejas con el suelo proveniente de la planta procesadora
Baradero con una concentracion de 980, 500, 200, 100 y 50 ppm de boro, mezclado con mantillo o con arena previamente
esterilizada en autoclave (1 atm y 120°C, durante 1 h y posteriormente secada en estufa a 130°C durante 18 h). Este
experimento fue la base de seleccion de las concentraciones de boro y de las especies a probar en el bioensayo de mayor
escala temporal. De este experimento, solo dos especies A. quebracho blanco y L. multiflorum, presentaron una
supervivencia superior al 80% en suelo de Baradero con 50 ppm de boro. Por lo tanto, estas fueron las especies y
concentracion de boro que se seleccionaron para el bioensayo de mayor escala temporal.

En el bioensayo de mayor duracion se sigui6é un diseflo en bloques completos al azar con dos factores: especie vegetal (4.
quebracho blanco y L. multiflorum) y sustrato (arena y mantillo), con diez repeticiones para cada tratamiento. Por lo tanto, en
el disefio experimental se utilizaron dos controles (arena y mantillo), debido a que se emplearon dos sustratos diferentes.

En cada unidad experimental (recipientes plasticos de 18 x 14 x 4 cm), se colocaron 10 semillas (las semillas se lavaron con
una solucion de NaClO al 10% para evitar el ataque de hongos durante el experimento) que se sembraron en 200 g de sustrato
(arena o mantillo). El sustrato se mezcl6 con el suelo proveniente de la planta procesadora de boratos con una concentracion
de 50 ppm de boro. El riego se realizé diariamente con agua destilada y se complement6 una vez por semana con 55 ml de
solucion nutritiva Rorisson sin boro, a partir de la emergencia de las plantulas (Hendry & Grime 1993). Durante un periodo
de 30 dias se registr6 diariamente el nimero de semillas germinadas, tomando como indicador el brote de la radicula.

Determinacion de boro en sustrato y en tejido vegetal

El boro se determind por colorimetria a 420 nm (4802 UV/VIS Double Beam Spectrophotometer) con el método de
Azomethina-H (Gupta & Stewart 1975). Las determinaciones de boro en el sustrato se realizaron por triplicado al comienzo y
final del bioensayo y en las plantulas al finalizar el bioensayo en ambos casos, para cada tratamiento. En las plantulas de 4.
quebracho blanco las determinaciones se realizaron por triplicado, pero en L. multiflorum debido a la cantidad de tejido
vegetal  necesario  para el analisis, se realizo sO6lo un  andlisis para cada  tratamiento.

Andlisis de los datos

Para cada especie y tratamiento se estimo el porcentaje y la velocidad de germinacion hasta los 30 dias y el porcentaje de
supervivientes a intervalos mensuales hasta finalizar el experimento (210 dias). La velocidad de germinacion (S), se estimo
segiin Ahmed & Wardle (1994) como:

S=[N;/1+ N;/2+N3/3+....+ N, /n] x 100

donde N, N,, N3, ..., N,, es la proporcion de semillas que germinaron en los dias 1, 2, 3, ..., n durante el bioensayo. S varia
entre 100 (si todas las semillas germinan el primer dia) y 0 (si las semillas no germinaron al final del experimento).

Las variables respuesta (porcentaje de germinacion a los 30 dias, velocidad de germinacion y porcentaje de sobrevivientes a
los 210 dias), se compararon para las especies y los tratamientos con M (ANOVA) de dos factores.

RESULTADOS

A. quebracho blanco y L. multiflorum, mostraron diferencias en las variables respuesta analizadas. En 4. quebracho blanco
la germinacion comenz6 en el segundo dia de iniciado el experimento en todos los tratamientos. Al comienzo del bioensayo
el control arena presentd un alto nimero de semillas germinadas, pero a partir del sexto dia el control mantillo presenté el
maximo porcentaje de germinacion. En los tratamientos de suelo Baradero mezclado con arena hubo un mayor niimero de
semillas germinadas que en el mismo suelo mezclado con mantillo, sin embargo no se detectaron diferencias La germinacion
en L. multiflorum comenz6 también a partir del segundo dia en todos los tratamientos. En el control arena germinaron mas
semillas que en el control mantillo pero a partir del sexto dia no se encontraron diferencias. En los tratamientos con suelo
Baradero hubo un retraso en la germinacion mas pronunciado en la mezcla con mantillo, pero al noveno dia del experimento
la germinacion fue maxima y sin diferencias entre los tratamientos (Figura 1).
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Figura 1. Porcentaje acumulado de germinacion de las especies en los tratamientos con boro.

Respuestas fenotipicas notorias se registraron en los distintos tratamientos a partir de la tercera semana: los apices de los
cotiledones y de las hojas presentaron clorosis, que se mantuvo hasta el final del experimento. Al principio la toxicidad del
boro comenzo con una clorosis en el apice de las hojas viejas. Posteriormente, la clorosis se extendi6 al resto del limbo foliar,
desde el apice hacia la base (clorosis marginal) y de las margenes del limbo hacia el nervio principal (clorosis intervenal).
Las raices de las plantulas de 4. quebracho blanco presentaron mayor longitud en los tratamientos con boro y no presentaron
raicillas laterales en comparacion a los controles.

Se encontraron diferencias significativas en la germinacion a los 20 dias con relacion a la especie (F=27.376, p<0.0005)
aunque no con relacion al tratamiento (F=1.300, p=0.281) y a la interaccion especie*tratamiento (F=1.141, p=0.339). La
germinacion fue menor en 4. quebracho blanco en comparacion con L. multiflorum. A. quebracho blanco mostr6 una ligera
disminucion en la germinacion en el tratamiento de suelo Baradero con mantillo, comparado con arena. En cambio L.
multiflorum presentd un comportamiento opuesto, con menor germinacion en el suelo Baradero mezclado con arena. (Tabla

1.

A. quebracho blanco no present6 diferencias significativas en el porcentaje germinacion segln los tratamientos (F=1.224,
p=0.315), con una alta tolerancia al contaminante. Esta especie mostr6 un comportamiento germinativo diferente con
respecto al tipo de sustrato. El control mantillo presentd un mayor porcentaje (8%) de semillas germinadas que el control
arena. En los tratamientos suelo Baradero mezclado con mantillo hubo una disminucion del 9% con respecto a su control. En
cambio, en el tratamiento del mismo suelo mezclado con arena no se encontraron diferencias en la germinacion con relacion
al control arena. Comparando los tratamientos con suelo Baradero, hubo una disminucién del 9% de semillas germinadas
cuando se mezcld con mantillo.L. multiflorum mostrd una gran tolerancia al boro en todos los tratamientos probados.
Tampoco se registraron diferencias significativas en el porcentaje de germinacién segun los tratamientos (F=1.000, p=0.404)
(Tabla 1).

En cuanto a la velocidad de germinacion se encontraron diferencias significativas, con relacion a la especie (F=14.323,
p<0.0005) y al tratamiento (F=57.483, p<0.0005) y no en la interaccion especie*tratamiento (F=2.056, p=0.114). La
velocidad de germinacion fue menor en 4. quebracho blanco en comparacion con L. multiflorum. Ambas especies mostraron
una disminucion en la velocidad de germinacion en el tratamiento suelo Baradero mezclado con mantillo comparado con
suelo de Baradero mezclado con arena (Tabla 1).

En el analisis para cada especiec A quebracho blanco present6 diferencias significativas (F=12.016, p<0.0005) entre
tratamientos. La velocidad de germinacion en el tratamiento suelo Baradero mezclado con mantillo fue un 31% menor que su
control y en el tratamiento suelo Baradero mezclado con arena se registrdo un 22% menos de semillas germinadas que en su
control (Tabla 1).

L multiflorum también presento diferencias en la variable analizada (F=110.151, p<0.0005). En el tratamiento suelo Baradero
mezclado con mantillo la variable analizada disminuy6 un 42% con respecto a su control, mientras que en el tratamiento del
mismo suelo mezclado con arena la disminucion fue menor, en relacion a su control (23%). Es decir que el tratamiento suelo
de Baradero mezclado con mantillo produjo una disminucion en la velocidad de germinacion (Tabla 1).

Tratamiento / A. quebracho blanco L. multiflorum
var. respuesta Germinacion | Velocidad de | Germinacion | Velocidad de
(%) germinacion (%) germinacion
Control arena 88 (3.3) 32.1(1.4) 100 36.7 (0.6)
Control mantillo 96 (1.6) 28.1 (0.8) 100 33.6 (1.0)
Baradero+ arena 88 (4.7) 25.2(1.9) 99 (1.0) 28.1(0.7)
Baradero+ mantillo 87 (4.7) 19.5(1.8) 100 19.4 (0.4)

Tabla 1. Porcentaje y velocidad de germinacion de las especies en los tratamientos a los 20 dias del experimento (Media

con error estandar entre paréntesis).
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Con relacion al porcentaje de sobrevivientes se encontraron diferencias significativas debidas a la especie (F=47.583,
p<0.0005), aunque no con relacion a los tratamientos (F= 1.667, P= 0.182), o a la interaccion especie*tratamiento (F=1.667,
p=0.182). La supervivencia hasta los 210 dias del experimento fue elevada en todos los tratamientos. A. quebracho blanco no
presento diferencias significativas (F=1.667, p=0.191) en la variable analizada. Un patrén similar se encontrd con L.
multiflorum (F=1.017, p=0.390), aunque la supervivencia fue mayor (Tabla 2).

Tratamiento Plantulas sobrevivientes (%)

A. quebracho blanco L. multiflorum
Control arena 79 100
Control mantillo 89 100
Baradero + arena 72 99
Baradero + mantillo 84 100

Tabla 2. Plantulas sobrevivientes (porcentaje) en los distintos tratamientos hasta los 210 dias.

Determinacion del boro en el sustrato

Se encontraron diferencias en la concentracion de boro en los sustratos al final del experimento, con una gran reduccion de la
concentracion de boro en los tratamientos suelo Baradero con arena para ambas especies (Figura 3).

En el mantillo se determiné inicialmente una concentracion de 4 ppm de boro. La adiciéon de boro con la solucion nutritiva
Rorison durante el bioensayo, da una concentracion total de 12 ppm. Al final del experimento se detectd en estos controles
una disminucion del 68% de boro para las dos especies. En el control arena no se detectd presencia de boro al comienzo del
experimento, es decir que la concentracion de boro total adicionada fue de 7 ppm. Al finalizar el experimento se detectd una
disminucién de boro menor con A. quebracho blanco (59%) que con L. multiflorum (71%) (Figura 3).

En los tratamientos suelo Baradero mezclado con mantillo la disminucién del contaminante fue de un 61% para ambas
especies. Mientras que en los tratamientos suelo Baradero con arena, la reduccion de boro fue de un 59% con A. quebracho
blanco y de un 54% con L. multiflorum (Figura 3).
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Figura 3. Concentracion de boro (ppm) determinada en los sustratos de las distintas especies y tratamientos al final del
experimento.
Tratamientos: 1: control mantillo, 2: control arena, 3: Baraderotmantillo, 4: Baradero+arena.

Determinacion de boro en el tejido vegetal

En el material vegetal de A. quebracho blanco del control arena sin agregado de solucién Rorison el contenido de boro fue de
2.12 mg kg™'. En los controles (con agregado de solucion nutritiva Rorison) el tejido presentd mayor cantidad de boro: 51 mg
kg en el control arena y 56 mg kg en el control mantillo. En los tratamientos suelo Baradero, el mezclado con arena
presentd una mayor concentraciéon de boro en el tejido que el mezclado con mantillo (304.3 mg kg y 76.3 mg kg
respectivamente) (Tabla 4). Es decir que el contenido de boro en el tejido vegetal es menor cuando el sustrato es mantillo.

En L. multiflorum la concentracion de boro en el tejido vegetal no fue diferente en los distintos tratamientos. El tejido vegetal

de las plantas crecidas sin el agregado de boro present6 1.18 mg kg™'. En los controles arena y mantillo regadas con solucion
nutritiva, las concentraciones fueron 73 mg kg' y 69 mg kg respectivamente. En las plantas que crecieron en suelo
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Baradero mezclado con arena se determind una mayor cantidad de boro que cuando el suelo Baradero se mezclo con
mantillo (Tabla 4).

Tratamiento / Contenido de boro (mg / kg materia seca)

var. respuesta A. quebracho blanco | L. multiflorum
Planta natural 2.12 1.18
Control mantillo 56.3 (4.5) 69
Control arena 51(4.4) 73
Baradero + mantillo 76.3 (15.8) 329
Baradero + arena 304.3 (96.2) 433

Tabla 4. Concentracion de boro determinada en el tejido vegetal al final de experimento.
(Media con error estandar entre paréntesis).
Analisis por triplicado en A. quebracho blanco.

DISCUSION

Son escasos los trabajos publicados de los que tenemos conocimiento, que traten la tolerancia al boro. En este trabajo se
encontr6é que ambas especies mostraron una alta tolerancia al suelo contaminado con boro. Bafiuelos et al (1999), emplearon
Lycopersicum esculentum, Zea mays, Daucus carota 'y Medicago sativa reportaron que el incremento en la concentracion de
boro (20 y 40 mg I'"), disminuye el porcentaje de germinacion. Albarracin Franco & de Viana (2006), también obtuvieron
una disminucion en el porcentaje de germinacion y supervivencia de plantulas en concentraciones con 10, 20 y 30 ppm de
boro, en cinco especies probadas (Jacaranda mimosifolia, Nicotiana glauca, Tecoma stans, Medicago sativa y Spinacea
oleracea). Los sintomas de toxicidad que presentaron las especies utilizadas son semejantes a los reportados en los diferentes
trabajos para distintas especies (Gupta 1983; Eaton 1944; Nable et al. 1997; Papadakis et al. 2004 a, b; Apostol & Zwiazek
2004; Albarracin Franco & de Viana 2006; de Viana & Albarracin Franco 2008). El peso fresco y seco de las plantulas no fue
afectado con la concentracion de boro. Resultados similares fueron reportados por Albarracin Franco & de Viana (2006) y
Papadakis et al (2004 a, b) en plantulas de Citrus sinensis y C. paradisi; C. clementina L.y C. aurantium L.

La disminucion de boro en el sustrato luego de 210 dias fue elevada con ambas especies y superior a la reportada para otras
especies en tratamientos con menores concentraciones de solucioén de boro (de Viana & Albarracin Franco 2008). Baiiuelos et
al (1999) detectaron reducciones que variaron entre un maximo de 81% con Z. mays y un minimo de un 59% con M. sativa
luego de 204 dias.

En este trabajo, encontramos en el tejido vegetal concentraciones de boro muy superiores a las adicionadas inicialmente en
cada tratamiento, siendo mayor en A. quebracho blanco que en L. multiflorum. Nos sorprenden estos resultados ya que
resulta dificil explicarlos. Sin embargo, Apostol & Zwiazek (2004), Papadakis et al (2004 a, b) y Baiuelos et al (1999),
reportaron la misma tendencia. Por ejemplo, Apostol & Zwiazek (2004) estudiaron la absorcion de distintas concentraciones
de boro (0.5 mM, 1 mM y 2 mM B) por plantulas de Pinus banksiana al cabo de seis semanas y, determinaron en el tejido
vegetal 400, 800 y 1400 mg kg ' respectivamente. Papadakis et al (2004) evaluaron la toxicidad del boro en dos especies de
mandarina. Ellos aplicaron una concentracion de 2.50 mg 1" y a los 204 dias determinaron 758.5 mg kg™'en el tejido vegetal
de Citrus clementina L. y 860.8 mg kg'en el de Citrus aurantium L. Los mismos autores estudiaron los efectos del boro
(2.50 mg I'") en algunas caracteristicas fisiologicas y anatomicas de dos especies de naranja y a los 204 dias determinaron en
el tejido vegetal de Citrus sinensis 731 mgB kg y en C. paradisi 848 mgB kg'. Baiiuelos et al (1999) aplicaron durante 135
dias una concentracion total de boro en el agua de riego de 324 mg 1" y determinaron en el tejido vegetal de Z. mays L. de
USA, 2347 mg kg' y en Z mays L. de Chile, 969 mg kg'. La misma tendencia fue reportada en las otras especies que
emplearon.

Teniendo en cuenta tanto la supervivencia, la reduccion del boro en el sustrato y la acumulacion del contaminante en el tejido
vegetal, podemos concluir que Aspidosperma quebracho blanco'y Lolium multiflorum son especies con potencial para iniciar
programas de remediacion de suelos contaminados con hasta 50 ppm de boro. Estas plantas tienen caracteristicas ecologicas
que son de importancia a la hora de seleccionar especies tolerantes para remediacion in sifu, ya que son de amplia
distribucion, de rapido crecimiento (en L. multiflorum), las raices se extienden en profundidad y horizontalmente y son
longevas (en 4. quebracho blanco), por lo que podrian secuestrar y mantener el contaminante en su biomasa, por un periodo
de tiempo interesante (superior a los 20 afios), con la ventaja adicional que se podria incorporar la recuperacion de sitios
contaminados en programas relacionados con secuestro de carbono, en el marco del Protocolo de Kyoto (de Viana &
Albarracin Franco 2008). Ademas, la combinacion de especies comerciales de ciclos de vida mas cortos y extension mas
superficial de las raices, con especies de ciclos de vida mas largo podria tener efectos sinérgicos en la absorcion del
contaminante. Sin embargo se deberian realizar experimentos de mayor duracion ya que la respuesta de las plantas puede ser
diferente en distintas etapas del ciclo vital y para profundizar aspectos relacionados con variaciones fenotipicas y genotipicas
en la tolerancia al boro.
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ABSTRACT Salta there are extensive areas polluted with boron. A relatively new technology for reducing soil pollution is
phytoremediation. The first step in phytoremediation is to detect tolerant plant species, which is the objective of this work. A
laboratory experiment to assess the germination, survival and growth of different species at different boron concentrations.
Boron concentrations were determined at the beginning and the end of the experiment, taking into account substrates and
plant with and without vegetation. We found significant differences for treatment, species and the interaction
species*treatment. Both species presented in the treatments of soil Baradero mixed with humus, a decrease in the percentage
and speed of germination. On the other hand the survival was major in the treatment of soil Baradero mixed with sand. The
decrease of boron in the substrates was maximum when it was mixed by sand. On the other hand in plant major content of
boron was detected when it was mixed by humus, being a maximun in L. multiflorum. We conclude can be considered in
remediation plants.

Key words: boron, pollution, tolerance plant, phytorremediation.
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