CAPITULO 2:

Tolerancia de las macroéfitas flotantes
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2.1. Introduccion:

En el humedal construido a escala reducida se observo la desaparicion paulatina de las
macrofitas flotantes primero y de las emergentes con posterioridad, permaneciendo al final del
primer afo solo 7. domingensis, la que alcanz6 importantes valores de biomasa, mayores que
en humedales naturales de la zona. Como se discutié anteriormente, las concentraciones de
metales en la biomasa de las plantas y en el agua fueron menores a las de otros trabajos
citados en la bibliografia, sugiriendo que la concentracion de metales no seria la principal
causa de la desaparicion de las macrofitas. El afluente del humedal registro elevados valores
de conductividad y pH. Por ese motivo, se realizaron experimentos en los que se estudio la
tolerancia de las especies flotantes que se utilizaron en el ensayo a campo en escala reducida a
distintos valores de pH, conductividad, Cr, Ni y Zn, con el objeto de determinar qué factores
limitan el desarrollo de las macrofitas en el humedal construido.

Complementariamente, en este capitulo se plantea la hipotesis de que el
enriquecimiento con nutrientes aumenta la tolerancia de las macrofitas flotantes a los metales,
lo cual permitiria un mayor desarrollo de estas especies en humedales construidos que posean

concentraciones de metales que puedan inhibir el crecimiento vegetal.

2.2. Metodologia desarrollada:

El agua y las plantas utilizadas en los experimentos se colectaron en un ambiente
natural de la llanura de inundacion del Rio Parand Medio, Argentina. Las caracteristicas fisico
quimicas del agua del ambiente natural a lo largo del periodo donde se llevaron a cabo los
distintos experimentos se muestran en la Tabla 2.1 (n= 6). Se recolectaron plantas en buenas
condiciones y con similar estado de crecimiento, longitud de raices y color de hojas. Después
de su recoleccion, se lavaron y se aclimataron durante 48 h en invernadero. Se utilizaron
acuarios plasticos de 10 litros de capacidad dispuestos por triplicado en invernadero para
mantener un fotoperiodo natural durante el tiempo de experimentacion (Fig. 2.1).

En todos los experimentos se midid el peso seco de las partes aéreas (hojas) y
sumergidas (raices y tallos), colocandolas en estufa a 105°C hasta peso constante (Westlake,
1974; APHA, 1998) y se calcularon las tasas de crecimiento relativo. Dichas tasas se

calcularon segtn la ecuacion (3).
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Tabla 2.1. Parametros fisico-quimicos medidos en el agua del ambiente natural donde se
colectaron el agua y las plantas utilizadas en los experimentos de tolerancia (ND = no
detectado, los valores entre paréntesis corresponden a los limites de deteccion del método).

Parametro Media Min./Max.
Conductividad (mS cm™) 0,118 0,103/0,135
pH 6,5 6,1/6,8
OD (mg1™) 8,2 6,7/9,0
Calcio (mg I'") 7,0 5,0/8,9
Sodio (mg 1) 26,5 24,1/29,1
Potasio (mg 1) 2,15 1,7/2,6
Magnesio (mg 1) 3,60 3,0/4,2
Bicarbonato (mg 1) 58,0 54,3/62,8
Sulfato (mg 1) 8,60 6,6/10,4
N-Nitrato (mg ') 0,101 0,06/0,17
N-Nitrito (mg 1) 0,009 0,006/0,010
N-Amonio (mg ") 0,486 0,35/0,58
PRS (mg1™) 0,056 0,049/0,061
Cromo (mg ') ND (0,001) -
Niquel (mg I ND (0,003) -

Zinc (mg 1) ND (0,025) -

Fig. 2.1. Vista de los acuarios utilizados en la realizacion de los experimentos de invernadero.
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2.2.1. Disefio de los experimentos:

2.2.1.1. Experimentos de tolerancia a la salinidad v pH:

Se estudiaron las especies S. herzogii, P. stratiotes y E. crassipes. Estas especies se
incubaron en agua con conductividades de 2, 3, 4, 6 y 8 mS cm’. Estos valores fueron
alcanzados agregando soluciones de Na,SO4 al agua del ambiente natural. Se eligié esta sal,
debido a que los iones Na' y sulfato fueron los mayoritarios en el afluente del humedal
construido a escala reducida. Los controles con agua del ambiente natural no recibieron
agregado alguno. En los experimentos de pH, los vegetales se expusieron a valores de 8, 9, 10
y 11. Dichos valores se obtuvieron agregando NaOH al agua hasta ajustar los diferentes
valores. Se utilizaron acuarios control que mantuvieron el valor de pH del ambiente natural.

Los experimentos de pH y conductividad se realizaron durante la primavera en un
invernadero con iluminacién natural a una temperatura media de 28°C y tuvieron una
duracion de 8 dias.

En los experimentos de P. stratiotes y S. herzogii se colocaron 20 g de plantas frescas
y 3 L de agua en cada acuario. En los experimentos de E. crassipes y debido a su mayor porte,
se colocd una planta (80 = 10 g peso fresco) y 5 L de agua en cada acuario. Se utilizaron
plantas de similar tamafio (altura = 17 = 3 c¢m; longitud de raices = 14 = 5 cm). Se realizaron
registros visuales del grado de marchitamiento y clorosis. Los valores de pH y conductividad
fueron mantenidos constantes a lo largo del tiempo con el agregado de NaOH y Na;SOg4

diluido cuando fue necesario.

2.2.1.2. Experimentos de tolerancia al Zn, Ni vy Cr:

Se realizd un experimento para cada metal por separado en los que se midio la tasa de
crecimiento relativo de S. herzogii expuesta a concentraciones de Cr, Niy Zn de 4, 6, 8 y 10
mg 1"'. Se utilizaron acuarios control con agua del sitio de recoleccién sin el agregado de

metales.
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2.2.1.3. Experimentos de la influencia del enriquecimiento con nutrientes sobre la tolerancia

al Zn, Nivy Cr:

Se realizd un experimento para cada metal. Se compar6 la tasa de crecimiento de
tratamientos expuestos al metal y tratamientos con metal enriquecidos con nutrientes hasta
lograr una concentracion inicial de 5 mg I de PRS (como H,KPO,), 5 mg I"' de N-Nitrato
(como NO3K) y 5 mg I N-Amonio (como NH4CI). Se estudiaron tres concentraciones para

cada metal segun el siguiente esquema:

Tratamientos 1, 2 y 3: concentraciones de metal (1), (2) y (3)

Tratamiento 4: control, sin agregado de metal

Tratamientos 5, 6 y 7: concentraciones de metal (1), (2) y (3) con enriquecimiento simultineo
de nutrientes

Tratamiento 8: control sin agregado de metal y enriquecimiento simultdneo de nutrientes

La concentraciones (1), (2) y (3) fueron diferentes para cada metal estudiado y se
eligieron de acuerdo a los resultados obtenidos en los experimentos anteriores. Las
concentraciones utilizadas fueron de 10, 11y 12mgZn1";2,3y4mgNil'y 5, 6 y 7 mg Cr
I

Todos los experimentos con metales pesados tuvieron una duraciéon de 11 dias. En
todos los acuarios el pH se mantuvo a un valor comprendido entre 5 y 6 agregando HCI. Se
determinaron las concentraciones de clorofila, PT, NTK y del metal utilizado en cada
tratamiento en hojas y raices al iniciar y finalizar los experimentos. Se determinaron las
concentraciones en agua de PRS, nitrato, amonio y del metal utilizado durante el transcurso

de los experimentos.

2.2.2. Determinaciones analiticas:

Se utilizaron las mismas técnicas analiticas que en el ensayo a campo en escala
reducida (Capitulo 1). La concentracion de clorofila se determind extrayendo dicho pigmento
con acetona durante 48 h en condiciones de oscuridad y frio (3-5°C). El porcentaje de
transmitancia de los extractos se leyo a longitudes de onda de 645 y 665 nm con un

espectrofotometro UV-Vis a fin de calcular la concentracion de clorofila a (Westlake, 1974).
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2.2.3. Analisis estadistico:

Se realizaron andlisis de la varianza de un factor para determinar las diferencias
significativas entre las tasas de crecimiento relativo, concentraciones de clorofila, PT, NTK y
metales en tejidos vegetales (hojas y raices) de los distintos tratamientos aplicados en los
experimentos de conductividad, pH y metales pesados. El test de Duncan se utilizd para
diferenciar medias donde fue necesario. Un nivel de p<0,05 se utiliz6 en todas las
comparaciones. La normalidad de los residuales se analiz6 graficamente. Se utilizo el test de
Bartlett para homocedasticidad, para corroborar si las variancias fueron homogéneas (Pérez,
1998; Walpole et al., 1999). En los experimentos definitivos de tolerancia a Cr, Ni y Zn se
utiliz6 un test de comparacion de medias pareadas para comparar los porcentajes de remocion
de metales de agua entre los tratamientos con y sin agregado de nutrientes. Se realizaron
analisis de regresion lineal simple para relacionar las concentraciones iniciales de metales en
agua con las concentraciones finales de metales en raices y hojas, tanto en los tratamientos
con agregado de metal como en los que se agregé el metal y se enriquecieron con nutrientes.

Los célculos se efectuaron utilizando el software Statgraphics Plus 3.0.

2.3. Resultados:

2.3.1. Experimentos de tolerancia a la salinidad v pH:

Se registraron efectos significativos de la salinidad sobre el crecimiento de E.
crassipes (Fig. 2.2). Las plantas sometidas a valores de 4 mS cm™ o mayores mostraron
diferencias significativas con los controles, mientras que a valores de 2 y 3 mS cm™ no se
produjeron diferencias significativas. Las plantas sometidas a valores de conductividad de 6 y
8 mS cm™ presentaron secreciones salinas sobre sus peciolos al finalizar la experiencia. El
umbral de dafio estaria en el rango 2-4 mS cm™'. A valores de pH 10 y 11, el crecimiento fue
significativamente menor que el del control (Fig. 2.3). Los otros valores de pH ensayados (8 y
9) no causaron efectos significativos sobre el crecimiento. A valores de pH 10 y 11 y
conductividad de 4, 6 y 8 mS cm™ E. crassipes mostré signos visibles de clorosis y
marchitamiento.

P. stratiotes registrd diferencias significativas con los controles a valores de
conductividad de 8 mS cm™ y pH 11. En estos tratamientos se observaron signos de clorosis y

marchitamiento (Fig. 2.4a). S. herzogii no mostrd diferencias significativas entre el control y
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los diferentes tratamientos de salinidad aplicados, pero si presentd diferencias entre las tasas
de crecimiento del tratamiento a pH 11 y los demés. En los tratamientos de salinidad se
observaron secreciones salinas en los bordes de las hojas de S. herzogii al finalizar la

experiencia (Fig. 2.4b).
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Fig. 2.2. Efectos de la salinidad sobre las tasas de crecimiento relativo (R) de E. crassipes, P.
stratiotes y S. herzogii obtenidas en las experiencias de invernadero. Diferentes letras
representan diferencias estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios
estandar.
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estandar.
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Fig. 2.4. Aspecto que presentaron P. stratiotes (a) y S. herzogii (b) al finalizar las experiencias
de conductividad en el tratamiento a 8 mS cm™ . Pueden apreciarse los efectos sobre la
biomasa de P. stratiotes, mientras que en S. herzogii se observan secreciones salinas sobre las
frondes pero no efectos sobre su biomasa.

2.3.2. Experimentos de tolerancia al Zn, Ni vy Cr:

Estos experimentos mostraron diferencias en los umbrales de toxicidad a los distintos
metales utilizados (Fig. 2.5). Las tasas de crecimiento relativo fueron significativamente
diferentes entre el control y los tratamientos de 6 mg Cr 17, 10 mg Zn I y todas las
concentraciones de Ni aplicadas (minima 4 mg 1™"). La Fig. 2.6 muestra la concentracion de
clorofila a lo largo del tiempo en los distintos tratamientos aplicados. En el caso del Zn, si
bien el umbral de dafio para el crecimiento fue de 10 mg 1", las concentraciones de clorofila

fueron inferiores al control en todos los tratamientos.
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Fig. 2.5. Tasas de crecimiento relativo (R) de S. herzogii obtenidas en los distintos
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Diferentes letras representan diferencias estadisticamente significativas. Las barras
representan los desvios estandar.
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Fig. 2.6. Concentraciones de clorofila de S. herzogii obtenidas en los distintos tratamientos de
Cr (a), Ni (b) y Zn (c) aplicados en las experiencias preliminares.
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2.3.3. Efecto del enriquecimiento con nutrientes sobre la toxicidad al Zn:

Para las tres concentraciones de Zn ensayadas, los tratamientos enriquecidos con
nutrientes mostraron tasas de crecimiento relativo significativamente mayores que las de los
tratamientos que no fueron enriquecidos con nutrientes (Fig. 2.7). Las tasas de crecimiento
relativo en los tratamientos enriquecidos con nutrientes no fueron estadisticamente diferentes
que las obtenidas en los controles, mientras que las tasas de crecimiento relativo obtenidas en
los tratamientos expuestos a distintas concentraciones de Zn sin enriquecimiento con
nutrientes fueron significativamente inferiores que las de los controles. La biomasa de raices
fue significativamente inferior en los tratamientos con exposicion al Zn en comparacion con
la obtenida en los controles y tratamientos enriquecidos con nutrientes (Tabla 2.2). Las
concentraciones de Zn en tejidos vegetales de los controles se encontraron por debajo de los
limites de deteccion del método. Las concentraciones de Zn en raices fueron
significativamente mayores que las de las hojas. Las concentraciones de Zn en hojas fueron
significativamente mayores en la exposicion de Zn mads alta (Fig. 2.8). Una tendencia similar
pero no estadisticamente significativa, fue registrada en las concentraciones de Zn de raices.
Para cada concentracion de metal ensayada los tratamientos enriquecidos con nutrientes
registraron concentraciones de Zn en hojas significativamente inferiores que la de los
tratamientos sin enriquecimiento con nutrientes, mientras que las concentraciones registradas
en las raices no fueron estadisticamente diferentes (Fig. 2.8). Las concentraciones de Zn en
agua diminuyeron a lo largo del tiempo, siendo constantes después del cuarto dia de
experimentacion (Fig. 2.9). Las concentraciones de Zn en agua fueron significativamente
inferiores en los tratamientos enriquecidos con nutrientes en comparacion con los tratamientos
sin enriquecimiento. Las concentraciones de PRS y amonio en agua disminuyeron a lo largo
del tiempo en los tratamientos enriquecidos (Fig. 2.10), alcanzando concentraciones
significativamente inferiores en los controles en comparacion con los tratamientos con
agregado de Zn. La concentraciébn de nitrato no mostrd variaciones significativas. El
enriquecimiento con nutrientes produjo un aumento de la concentracion de P en hojas y raices
(Fig. 2.11). En los tratamientos sin adicion de nutrientes, las concentraciones de P en hojas
fueron significativamente mayores que las de las raices, mientras que en los tratamientos con
enriquecimiento de nutrientes, dichas concentraciones fueron significativamente mayores en
raices. La concentracion de NTK fue significativamente mayor en hojas que en raices (Fig.

2.12). La concentracion de clorofila en el control con agregado de nutrientes se vio aumentada
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con el enriquecimiento con nutrientes, mientras que la exposicion al Zn y al Zn + nutrientes

redujo la concentracion de clorofila (Fig. 2.13).
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Fig. 2.7. Tasas de crecimiento relativo (R) de S. herzogii obtenidas en los distintos
tratamientos aplicados en la experiencia de Zn definitiva. Diferentes letras representan
diferencias estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios estandar.

Tabla 2.2. Biomasa de raices (g peso seco) obtenida en los experimentos definitivos de Zn,
Ni y Cr (media + desvio estdndar). Diferentes letras representan diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos.

Experimento de Zn Experimento de Ni Experimento de Cr
Inicial 0,533 £0,021 a Inicial 0,813 £0,097 a Inicial 0,721+ 0,072 a
10 mg 1" 0,510+0,029a 2mgl" 0,657 +0,008b 5mgl" 0,354+ 0,031 b
11 mgl” 0,497 +0,057a 3mgl’ 0,857+0,054a 6mgl’ 0,378 + 0,039 be
12 mg 1" 0,509 +0,036a 4mgl" 0,693 + 0,004 ba 7 mg 1" 0,423 + 0,025 ¢
Control 0,687 +£0,018 b Control 0,848 £0,030 a Control 0,609+ 0,013 d
10mg I" + nut. 0,617 +0,024bc 2mg 1" +nut. 0,694+0,023ba 5mgl'+nut. 0,552+0,014 de
11 mgl'+nut. 0,610+0,012¢ 3mgl'+nut. 0,706 +0,136ba 6 mgl”'+nut. 0,554 +0,034 de
12mg 1" +nut. 0,629+0,014bc 4mg1'+nut. 0,737+0,107ba 7mgl'+nut. 0,520+ 0,028 ¢

Control + nut. 0,850 £0,029d Control + nut.

0,801 £ 0,097 ba

Control + nut.

0,611 +0,020d
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Fig. 2.8. Concentraciones de Zn en hojas (a) y raices (b) de S. herzogii obtenidas en los
distintos tratamientos aplicados en la experiencia de Zn definitiva. Diferentes letras
representan diferencias estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios
estandar.
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Fig. 2.9. Concentraciones de Zn en agua obtenidas durante el periodo de experimentacion en
cada tratamiento aplicado en acuarios con agregado de Zn (a) y en acuarios con agregado de
Zn + nutrientes (b).
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Fig. 2.10. Concentraciones de PRS (a), N-Nitrato (b) y N-Amonio (c) obtenidas durante el
periodo de experimentacion en cada tratamiento de Zn aplicado en acuarios con agregado de
Zn + nutrientes.
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Fig. 2.11. Concentraciones de PT en hojas (a) y raices (b) de S. herzogii obtenidas en los
distintos tratamientos aplicados en la experiencia de Zn definitiva. Diferentes letras
representan diferencias estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios
estandar.
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Fig. 2.12. Concentraciones de NTK en hojas (a) y raices (b) de S. herzogii obtenidas en
los distintos tratamientos aplicados en la experiencia de Zn definitiva. Diferentes letras
representan diferencias estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios

estandar.
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Fig. 2.13. Concentraciones de clorofila en S. herzogii obtenidas en los distintos tratamientos
aplicados en la experiencia de Zn definitiva. Diferentes letras representan diferencias
estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios estandar.

2.3.4. Efecto del enriquecimiento con nutrientes sobre la toxicidad al Ni:

Los tratamientos expuestos a todas las concentraciones ensayadas de Ni (minima: 2
mg ") mostraron tasas de crecimiento relativo significativamente inferiores que los controles,
mientras que los tratamientos enriquecidos con nutrientes no mostraron diferencias
significativas con los controles (Fig. 2.14).

Las concentraciones de Ni en tejidos vegetales de los controles se encontraron por
debajo de los limites de deteccion del método. Las concentraciones de Ni en los tratamientos
expuestos a este metal fueron significativamente mayores en raices que en hojas y en los
tratamientos con mayor concentracion de Ni (Fig. 2.15). El enriquecimiento con nutrientes no
caus6 cambios significativos en las concentraciones de Ni en los tejidos vegetales. Las
concentraciones de Ni en agua disminuyeron a lo largo del tiempo (Fig. 2.16), siendo las
concentraciones finales mayores a medida que aumentaron las concentraciones iniciales. Las

concentraciones de PRS y amonio en agua disminuyeron con el tiempo en los tratamientos
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enriquecidos con nutrientes (Fig. 2.17). La exposicion al Ni disminuy6 la remocion de PRS y
amonio. La concentracion de nitrato no mostro variaciones significativas. La concentracion de
PT en hojas fue significativamente mayor que la de raices en los tratamientos sin agregado de
nutrientes (Fig. 2.18). El enriquecimiento con nutrientes incrementd la concentracion de PT
en tejidos vegetales. Las concentraciones de PT en hojas fueron significativamente inferiores
en los tratamientos expuestos al Ni en comparacién con el control enriquecido con nutrientes.
EI NTK fue significativamente mayor en hojas que en raices (Fig. 2.19). Un aumento aparente
en la concentracion de NTK en hojas en los tratamientos con enriquecimiento con nutrientes
no fue estadisticamente significativo. Los tratamientos expuestos al Ni mostraron
concentraciones de clorofila significativamente inferiores que la de los controles, mientras
que los tratamientos expuestos a las menores concentraciones de Ni y enriquecidos con
nutrientes no mostraron diferencias significativas con el control sin agregado de nutrientes

(Fig. 2.20).
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Fig. 2.14. Tasas de crecimiento relativo (R) de S. herzogii obtenidas en los distintos
tratamientos aplicados en la experiencia de Ni definitiva. Diferentes letras representan
diferencias estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios estandar.
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Fig. 2.15. Concentraciones de Ni en hojas (a) y raices (b) de S. herzogii obtenidas en los

distintos tratamientos aplicados en la experiencia de Ni definitiva. Diferentes letras

representan diferencias estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios

estandar.
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Fig. 2.16. Concentraciones de Ni en agua obtenidas durante el periodo de experimentacion
en cada tratamiento aplicado en acuarios con agregado de Ni (a) y en acuarios con
agregado de Ni + nutrientes (b).
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Fig. 2.17. Concentraciones de PRS (a), N-Nitrato (b) y N-Amonio (c) obtenidas durante el
periodo de experimentacion en cada tratamiento de Ni aplicado en acuarios con agregado

de Ni + nutrientes.
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Fig. 2.18. Concentraciones de PT en hojas (a) y raices (b) de S. herzogii obtenidas en los
distintos tratamientos aplicados en la experiencia de Ni definitiva. Diferentes letras
representan diferencias estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios
estandar.
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Fig. 2.19. Concentraciones de NTK en hojas (a) y raices (b) de S. herzogii obtenidas en
los distintos tratamientos aplicados en la experiencia de Ni definitiva. Diferentes letras
representan diferencias estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios
estandar.
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Fig. 2.20. Concentraciones de clorofila en S. herzogii obtenidas en los distintos tratamientos
aplicados en la experiencia de Ni definitiva. Diferentes letras representan diferencias
estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios estandar.

2.3.5. Efecto del enriquecimiento con nutrientes sobre la toxicidad al Cr:

La exposicion al Cr redujo la biomasa de raices en todos los tratamientos expuestos a
las diferentes concentraciones de metal ensayadas, mientras que la exposicion al Cr
enriquecida con nutrientes mostrd una significativamente mayor biomasa de raices (Tabla
2.2). Se observo una reduccion significativa del crecimiento en el tratamiento expuesto a 7 mg
Cr I'" (Fig. 2.21). No se encontraron diferencias significativas entre las tasas de crecimiento
relativo de los tratamientos expuestos a 5 y 6 mg Cr I y el control. Se observd una
atenuacion de la reducciéon de biomasa en la exposicion a 7 mg Cr I'' en el tratamiento
enriquecido con nutrientes. Las concentraciones de Cr en tejidos vegetales de los controles se
encontraron por debajo de los limites de deteccion del método. Las concentraciones de Cr
fueron significativamente mayores en raices que en hojas (Fig. 2.22). La concentracioén de Cr
en raices aumentd conforme aumentd la concentracion en el agua. El enriquecimiento con
nutrientes no causdé ningun cambio significativo en las concentraciones de Cr en hojas y

raices. Se observo una rapida disminucion de la concentracion de Cr en agua sin registrar
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diferencias entre los tratamientos (Fig. 2.23), removiéndose de la solucién aproximadamente
el 90% del Cr agregado después del primer dia de comenzado el experimento. La
concentracion de nutrientes en agua disminuy6 a lo largo del tiempo en los tratamientos
enriquecidos con nutrientes (Fig. 2.24). Las concentraciones de PT fueron significativamente
mayores en hojas que en raices en los tratamientos sin agregado de nutrientes (Fig. 2.25). El
enriquecimiento con P produjo concentraciones significativamente mayores de PT en hojas y
raices. Los tratamientos expuestos al Cr + nutrientes mostraron concentraciones de PT
significativamente mayores en las raices que el control enriquecido con nutrientes. Las
concentraciones de NTK fueron significativamente mayores en hojas que en raices (Fig.
2.26). El enriquecimiento con nutrientes incremento la concentracion de NTK en hojas pero
no en raices. Las concentraciones de clorofila no fueron estadisticamente diferentes entre los

tratamientos (Fig. 2.27).
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Fig. 2.21. Tasas de crecimiento relativo (R) de S. herzogii obtenidas en los distintos
tratamientos aplicados en la experiencia de Cr definitiva. Diferentes letras representan
diferencias estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios estandar.
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Fig. 2.22. Concentraciones de Cr en hojas (a) y raices (b) de S. herzogii obtenidas en los

distintos tratamientos aplicados en la experiencia de Cr definitiva. Diferentes letras

representan diferencias estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios

estandar.
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Fig. 2.23. Concentraciones de Cr en agua obtenidas durante el periodo de experimentacion
en cada tratamiento aplicado en acuarios con agregado de Cr (a) y en acuarios con
agregado de Cr + nutrientes (b).
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Fig. 2.24. Concentraciones de PRS (a), N-Nitrato (b) y N-Amonio (c) obtenidas durante el
periodo de experimentacion en cada tratamiento de Cr aplicado en acuarios con agregado

de Cr + nutrientes.
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Fig. 2.25. Concentraciones de PT en hojas (a) y raices (b) de S. herzogii obtenidas en los

distintos tratamientos aplicados en la experiencia de Cr definitiva. Diferentes letras

representan diferencias estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios

estandar.
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Fig. 2.26. Concentraciones de NTK en hojas (a) y raices (b) de S. herzogii obtenidas en
los distintos tratamientos aplicados en la experiencia de Cr definitiva. Diferentes letras
representan diferencias estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios
estandar.
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Fig. 2.27. Concentraciones de clorofila en S. herzogii obtenidas en los distintos
tratamientos aplicados en la experiencia de Cr definitiva. Diferentes letras representan
diferencias estadisticamente significativas. Las barras representan los desvios estandar.

2.3.6. Balance de metales de los experimentos de toxicidad al Cr, Niy Zn:

Las concentraciones de metales en tejidos vegetales fueron significativamente
diferentes para los tres metales estudiados. Para las raices, dichas concentraciones siguieron el
mismo orden en que los metales fueron agregados: Zn>Cr>Ni, mientras que para las hojas, la
relacion fue: Zn>>Cr=Ni. Las concentraciones iniciales de metales en agua se correlacionaron
significativamente con las concentraciones finales de metales en raices (r= 0,938, p= 0,0002)
y hojas (r= 0,943, p=0,0001) en los tratamientos enriquecidos con nutrientes, al igual que las
concentraciones de metales en raices (r= 0,906, p= 0,0008) y hojas (r= 0,937, p= 0,0002) en
los tratamientos con agregado de metal.

La Tabla 2.3 muestra el balance de metales para cada tratamiento. La cantidad
removida se estim6 como la diferencia entre las concentraciones iniciales y finales en agua.
La diferencia entre la cantidad removida de la soluciéon y el contenido de metal en el tejido

vegetal se consider6 asociada a la fraccion detritica. La remocién de Zn aumentd desde 35-
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42% en los tratamientos sin adicidon de nutrientes hasta 50-57% en los tratamientos
enriquecidos con nutrientes. El aumento de la remocion se debid a un aumento de la fraccion
detritica en los tratamientos enriquecidos con nutrientes. La remocion de Ni representd
aproximadamente la mitad de la concentracion inicial agregada, encontrandose la mayor parte
de este metal en la biomasa vegetal, sin registrar diferencias significativas entre los
tratamientos. El Cr fue casi completamente removido de la solucion. La cantidad de Cr
retenida en el detrito fue mayor que la retenida en la biomasa de S. herzogii. El

enriquecimiento con nutrientes incremento el Cr retenido en la biomasa vegetal.

Tabla 2.3. Balance de metales (mg) obtenidos en los experimentos del efecto del
enriquecimiento con nutrientes sobre la tolerancia al Zn, Niy Cr.

Tratamientos % de remociéon Metal en biomasa Metal en detrito
Zn 10 mg I 35 15,7 1,8
11 mg 1" 41 20,0 2,6
12 mg I 42 243 0,7
10 mg 1" + nut. 57 21,5 7,0
11 mg " + nut. 50 18,8 7.2
12 mg 1" + nut. 53 252 6,8
Ni 2mgl! 47 5.4 0,1
3mgl” 52 7,1 0,4
4mgl’ 46 8,7 0,3
2 mg 1"+ nut. 50 4,7 0,4
3 mg 1" + nut. 43 5,5 0,5
4 mg 1"+ nut. 52 8,3 32
Cr 5mgl’ 99 10,7 14
6 mg 1" 99 10,8 18
7mgl’ 99 16,1 16
5mg 1"+ nut. 99 11,9 15
6 mg 1" + nut. 99 15,0 14
7 mg "' + nut. 99 18,0 17

2.4. Discusion:

2.4.1. Experimentos de pH v conductividad:

La salinidad en el afluente del humedal construido a escala reducida fue mayor al
umbral de tolerancia determinado experimentalmente para E. crassipes en 14 de 16 muestreos
y el pH en aproximadamente la mitad de los mismos. Los resultados obtenidos sugieren que la
desaparicion de E. crassipes del humedal a escala reducida se debid fundamentalmente a la

elevada salinidad y pH del afluente. P. stratiotes y S. herzogii presentaron rangos de
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tolerancia mas elevados que E. crassipes y consistentemente, su persistencia en el humedal
fue mayor. El pH del afluente fue 12,5 en octubre de 2001 y 11,9 en febrero de 2002,
correspondiendo con los muestreos previos a la desaparicion de S. herzogii y P. stratiotes,
respectivamente. Cabe mencionar que S. herzogii se transplantd en el humedal construido a
escala reducida a una menor densidad en comparacidon con las otras especies debido a una
escasa disponibilidad en el humedal natural durante la recoleccion de macroéfitas para ser
transplantadas en el humedal construido.

Siendo las concentraciones de metales registradas en el afluente del humedal
experimental y en tejidos vegetales muy inferiores a los umbrales de tolerancia determinados
experimentalmente en el presente Capitulo, como asi también a los registros citados en la
bibliografia, puede concluirse que la desaparicion de las especies flotantes se debio a la

elevada salinidad y pH del afluente.

2.4.2. Efecto del enriquecimiento con nutrientes sobre la tolerancia a los metales:

En el experimento de exposicion de S. herzogii al Zn, el enriquecimiento con
nutrientes permitio el mismo crecimiento en los tratamientos con exposicion que los controles
mientras que los tratamientos en que no se agregaron nutrientes mostraron tasas de
crecimiento inferiores. Las concentraciones de Zn en hojas fueron menores en los
tratamientos enriquecidos con nutrientes (Fig. 2.8), mientras que las concentraciones de P en
hojas fueron inferiores en los tratamientos con agregado de Zn (Fig. 2.11). Chaney (1993)
observo que plantas que sufren toxicidad por Zn contienen menores concentraciones de P en
los tejidos, sugiriendo que la toxicidad podria resultar en una inhibicion del crecimiento
radicular o en la formacion de fosfato de Zn insoluble, inmobilizado en las raices. Loneragan
y Weeb (1993) informaron que el P deprime la absorcién de Zn en las raices y la
translocacion de Zn desde las raices hacia las partes aéreas, concluyendo que bajo condiciones
de una alta disponibilidad de Zn, ocurre una inmobilizacion en las raices a través de la
formacion de fitato de Zn. Debido a que en los experimentos llevados a cabo la biomasa de
raices no disminuyo significativamente en los tratamientos enriquecidos con nutrientes y la
concentracion de Zn en raices no disminuyd, la immobilizacion simultanea de P y Zn en las
raices pareceria ser el mecanismo que explica el aumento de la tolerancia de S. herzogii a la
exposicion de Zn. La disminucion de la concentracion de clorofila en los tratamientos
expuestos a Zn enriquecidos con nutrientes es coincidente con la observacion de que un

exceso de Zn interfiere con la sintesis de clorofila (Chaney, 1993). Sin embargo, el
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crecimiento disminuy6 a concentaciones de Zn en las cuales la clorofila no se vio disminuida
(Figs. 2.7 y 2.13), sugiriendo que otra via metabdlica fue afectada, y que la tasa de
crecimiento es un indicador mas temprano y sensible de la toxicidad al Zn en comparacion
con la concentracion de clorofila.

La exposicion al Ni disminuyd simultdneamente la tasa de crecimiento y la
concentracion de clorofila sugiriendo que la toxicidad a este metal estuvo mediada por un
mecanismo de degradacion de clorofila, constituyéndose ambos parametros como adecuados
indicadores de toxicidad de Ni. Monni et al. (2000) observaron inhibicién del crecimiento en
Empetrum nigrum L., un arbusto ericaceo, con un aumento de las concentraciones de Ni'y Cu
en solucion. Las respuestas mas claras a la exposicion de metales se expresaron en los pesos
secos de raices y partes aéreas. Los autores sugirieron que la supresion del crecimiento es el
costo de la tolerancia debido a que, aunque el crecimiento fue afectado, la supervivencia no
disminuy¢6 durante los experimentos.

La inhibicion del crecimiento de raices por la exposicion al Cr observada en el
presente estudio ha sido previamente registrada y representa un indicador sensible de la
toxicidad del Cr (Shanker et al., 2005; Scoccianti et al., 2006). La reduccion de la biomasa de
raices en las exposiciones al Cr fueron revertidas por el enriquecimiento con nutrientes,
sugiriendo asi un efecto positivo del enriquecimiento sobre la tolerancia de S. herzogii al Cr.
Las exposiciones mas bajas aplicadas no mostraron cambios significativos sobre las tasas de
crecimiento relativo, mientras que las concentraciones mas altas mostraron una tasa de
crecimiento relativo negativa que fue atenuada con el enriquecimiento de nutrientes. Debido a
que no se observaron efectos sobre las concentraciones de clorofila, la toxicidad del Cr
pareceria no estar mediada por el metabolismo fotosintético en las condiciones experimentales
aplicadas. Maine et al. (2004) observaron que la concentracion de clorofila de P. stratiotes
disminuy6 a concentraciones de Cr en agua mayores a 1 mg I, mientras que S. herzogii no
mostrd cambios significativos en las concentraciones de clorofila hasta concentraciones de Cr
de 6 mg 1.

Gothberg et al. (2004) observaron altas concentraciones de metales en Ipomoea
aquatica Forsk. cultivada para consumo humano en cuerpos de agua cercanos a Bangkok que
recibian cantidades variables de nutrientes. Los autores plantearon la hipotesis de que la
fertilizaciéon podria atenuar la acumulacion de metales. Consistentemente con las
observaciones realizadas en los experimentos de invernadero en el presente trabajo, los
experimentos de Gothberg et al. (2004) mostraron que el enriquecimiento con nutrientes

incremento la tolerancia de 1. aquatica al Cd, Pb y Hg. Se registraron diferentes patrones de
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concentracion de metales en las hojas de /. aquatica debidos a la adicion de nutrientes. Las
concentraciones de Hg y Pb disminuyeron cuando los nutrientes aumentaron, similarmente a
lo observado con el Zn en el presente estudio, mientras que las concentraciones de Cd no
cambiaron con el enriquecimiento de nutrientes, similarmente a lo observado con el Ni y Cr
en el presente estudio. Los autores sugirieron que la competencia de los metales con
nutrientes y la inhibicion de la traslocacion hacia las partes aéreas seria un mecanismo
plausible. El suministro de K reduce la acumulacion de metales en tejidos vegetales
(Gothberg et al., 2004). Debe hacerse notar que en el presente trabajo, el fosfato y el nitrato
fueron agregados como sales de K. Mayores concentraciones de metales en raices que en
hojas de macrofitas expuestas a metales han sido observadas en el presente estudio en
coincidencia con muchos otros trabajos (Sen y Bhattacharyya, 1994; Banerjee y Sarker, 1997;
Gothberg et al., 2004; Paris et al., 2005). Por lo tanto, una mayor tolerancia de raices en
comparacion con las partes aéreas, en conjunto con una tendencia a disminuir la translocacioén
frente a un aumento de la concentracion de metales en las raices, representa una caracteristica
comun para diferentes metales y especies de macroéfitas. La unién de los iones metalicos
toxicos a cargas negativas en las paredes celulares de las raices o la quelacion a fitoquelatinas
seguida por la acumulacion en vacuolas, han sido propuestos como mecanismos para reducir
el transporte de metales e incrementar la tolerancia a los mismos (Gd&thberg et al., 2004).

La concentracion de metales en agua disminuyd con el tiempo en todos los
experimentos. La disminucion fue mas rapida para el Cr, como fue observado previamente
por Maine et al. (2004). ElI Cr(Ill) es rapidamente adsorbido a particulas y coloides
(Masscheleyn et al., 1992). El balance de Cr (Tabla 2.3) sugiere que la remocién de la
solucion, mas rapida que la del Zn y Ni, estd mas relacionada con la quelacion fisicoquimica y
adsorcion a la fraccion detritica, que a la absorcion por las plantas. El Cr fue principalmente
adsorbido por la materia suspendida o por los restos organicos formados en el fondo
derivados principalmente de fragmentos de raices en descomposicion. La presencia de materia
suspendida en el agua permitié la adsorcion del Cr, seguida por precipitacion. La materia
suspendida del agua del rio se encuentra entre 60 y 110 mg 1" en el rio Parana (Drago y
Amsler, 1988). La remocion de Cr en los experimentos fue casi completa en las diferentes
concentraciones expuestas, igualmente a los resultados obtenidos en experimentos de
laboratorio (Delgado et al., 1993, Maine et al., 2004), pero mayor que las eficiencias de
remocion estimadas en los humedales construidos a escala reducida y definitivo en la empresa
Bahco Argentina S. A. (82% y 65%, respectivamente, Tabla 1.2, Capitulo 1, y Tabla 3.3,

Capitulo 3). El enriquecimiento con nutrientes increment6 la retencion de Cr en la biomasa de
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S. herzogii en los experimentos de invernadero (Tabla 2.3) sugiriendo que podria también
incrementarse la remocion de Cr en los humedales construidos por un incremento en la
absorcion de las plantas. Las eficiencias de remocion de Zn y Ni en los experimentos de
invernadero fueron similares a las eficiencias de remocion estimadas en los humedales
construidos a escala piloto y definitivo. En los experimentos de invernadero, la remocion de
Zn y Ni se debio principalmente a la absorcion por S. herzogii. El enriquecimiento con
nutrientes incrementd la eficiencia de remocion en las exposiciones al Zn debido al
incremento de la retencion de metales en la fraccion detritica.

El PRS y el amonio fueron removidos en los tratamientos enriquecidos con nutrientes.
La preferencia de amonio sobre nitrato por S. herzogii es consistente con observaciones
previas de Panigatti y Maine (2003). El amonio es una fuente de nitrogeno que es rapidamente
transportada por sistemas localizados en los plasmalemas de las macroéfitas, mientras que el
nitrato requiere energia para ser reducido para incorporarse posteriormente en la sintesis de
proteinas (Bishop y Eighmy, 1989). La exposicion al Zn y Ni redujo la remocion de nutrientes
de la solucion (Figs. 2.10 y 2.17) y la concentracion de P en las hojas, enfatizando la
competencia entre los metales y los nutrientes por los sitios de absorcion activos de las raices
y en el sistema de translocacion, como fue sugerido por Gothberg et al (2004). Debido a que
la remocién de Cr estuvo principalmente mediada por la fraccion detritica, la exposicion al Cr
no produjo una disminucion de la remocion de nutrientes de la solucion (Fig. 2.24), ni
tampoco algun cambio discernible en la concentracion de PT de las hojas de S. herzogii (Fig.

2.25).

2.4.3. Utilidad de los resultados obtenidos en los experimentos de tolerancia:

En sintesis, el enriquecimiento con nutrientes incremento la tolerancia de S. herzogii a
los metales. Tales efectos tienen importantes implicancias en la utilizacion de humedales
construidos para el tratamiento de efluentes industriales. El incremento en la tolerancia puede
determinar la factibilidad de utilizar humedales construidos para el tratamiento de efluentes
permitiendo el crecimiento de las macrofitas a concentraciones de metales que podrian
impedir su desarrollo de no mediar el enriquecimiento. Incluso en humedales en los cuales las
macrofitas flotantes se desarrollan sin adicion de nutrientes, el enriquecimiento mejoraria la
remocion debido al aumento de la produccion y biomasa de las macroéfitas, pero también
incrementando la actividad bioldgica en la rizésfera para alcanzar una mayor retencion en la

fraccion detritica. En funcion de los resultados expuestos se decidid6 aumentar la
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concentracion de nutrientes en el humedal definitivo mezclando el efluente cloacal de la

fabrica con el efluente industrial.
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