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RESUMEN

Se compararon las variaciones morfologicas que presentd Eichhornia crassipes (Mart. Solms) a la entrada y salida de un
humedal construido para tratar un efluente cloacal. Se determiné la concentracion de fosforo en el agua y en las plantas. Se
midio la altura de las plantas, la longitud de las raices y la biomasa. Para estudiar la morfologia interna de la raiz se calcul6 el
area transversal de la raiz (ATR), de la médula (ATM) y de los vasos metaxilematicos tardios (ATV) y el area total del metaxi-
lema (ATV?) por seccion.

Las diferentes concentraciones de fosforo presentes en el efluente cloacal, a la entrada y salida del humedal, produjeron varia-
ciones en la morfologia externa e interna de E. crassipes. La concentracion de fosforo en los tejidos mostrd una relacion direc-
ta con la concentracion de fosforo en el agua. En las plantas de la entrada se observo una mayor altura, menor longitud y bio-
masa de las raices en comparacion con las plantas de la salida. En las plantas de la entrada se observo un aumento de los
valores de ATM y ATV y AT Vt, comparadas con las plantas de la salida. La variacion en los parametros morfoldgicos internos
se debio6 probablemente al aumento del area transversal de la raiz.

Palabras claves: Eichhornia crassipes - Fosforo - variacion morfoldgica - humedal artificial.

ABSTRACT

The present study compares the morphological variation of Eichhornia crassipes (Mart. Solms) between the inlet and outlet
zones of a wetland constructed for the treatment of a sewage effluent. The phosphorus concentration in water and plants was
determined. Plant height, root length and dry biomass were measured. The areas of cross-sectional whole root (ATR), stele
(ATM), large metaxylematic vessels (ATV) and the total metaxylematic vessels (ATVt) were calculated.

The different phosphorus concentrations registered at the inlet and outlet zones of the constructed wetland, induced internal
and external morphological changes in E. crassipes. Phosphorus concentration in tissues was positively correlated with phos-
phorus concentrations in water. The inlet zone plants were taller and they had shorter roots and less proportion of root dry
weight in comparison with the outlet zone plants. The inlet zone plants increased the ATM, ATV and ATVt values, in compari-
son with the outlet zone plants. The variation in the internal morphological parameters was probably due to the increase of the
cross-sectional whole root.

Keywords: Eichhornia crassipes — Phosphorus - morphological change — constructed wetland.

INTRODUCCION minantes a eliminar fueron el fosforo y el nitro-
geno (Athie & Cerri, 1987; Sedlack, 1991;
La mayoria de las investigaciones sobre humeda- Weisner et al., 1994; Adler et al., 1996; Perdomo

les han sido realizadas para la depuracion de et al., 2000; Merlin et al., 2002; Ansola et al.,
efluentes cloacales y agricolas, donde los conta- 2003). Se ha demostrado que en un humedal, la
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desnitrificacidon es el principal mecanismo de
eliminacion de nitrégeno (Saunders & Kalff,
2001), mientras que el fosforo solo puede ser
removido del agua por adsorcion de los sedimen-
tos o absorcion de las plantas acuaticas. En el
humedal estudiado, se demostro que E. crassipes
fue la responsable de la remocion del 80 % del P
(Maine et al., 2005) y menos del 10 % del nitré-
geno inorganico (Maine et al., 2004).

El fosforo puede alterar el desarrollo de la
planta de dos formas, una es actuando como
nutriente estimulando la produccidon de biomasa
aérea, y otra es funcionando como una senal que
regula los cambios en la arquitectura de la raiz
(Lopez-Bucio et al., 2002). Dichos cambios pue-
den afectar profundamente la capacidad de la
planta para tomar nutrientes y agua. Una primera
adaptacion a las bajas disponibilidades de fosforo
involucra cambios en el desarrollo postembrio-
nario del sistema radicular. Esto incluye alte-
raciones en la longitud total de la raiz, en el alar-
gamiento de los pelos radiculares y en la
formacion de raices laterales (Dinkelaker et al.,
1995; Bates & Lynch, 1996; Borch et al., 1999).
Esto sugiere que la plasticidad morfologica es un
importante mecanismo adaptativo para adquirir
nutrientes (Hutchings & de Kroon, 1994).

Investigaciones relacionadas con el crecimiento
y la produccion de biomasa de E. crassipes en
humedales naturales demostraron que la biomasa
aumenta en funcion de las concentraciones de
nutrientes, creciendo en mayor medida la parte
aérea en comparacion con la raiz (Lallana &
Kieffer, 1988). Por otro lado, la biomasa de las rai-
ces es mayor en las plantas cultivadas en aguas
pobres en nutrientes (Reddy & Sutton, 1984).
Segtin Bloom et al. (1985) las plantas tienden a
responder a la limitacion de los recursos asignan-
do una mayor proporcion de su biomasa a aquellos
organos implicados en la captura de los mismos.

En relacion con las variaciones en la morfologia
interna, Harvey y van den Driessche (1999)
encontraron que los vasos xilematicos de las raices
del alamo tendieron a aumentar su diametro en
respuesta a niveles altos de nutrientes en el medio.

El objetivo del trabajo fue determinar el efecto
del fosforo sobre la morfologia tanto externa

como interna de plantas de E. crassipes localiza-
das a la entrada y a la salida de un humedal cons-
truido para el tratamiento de un efluente cloacal.

MATERIAL Y METODOS
Sitio de estudio

El humedal donde se llevo a cabo el estudio se
localiza en la planta de la industria metalurgica
Bahco Argentina S.A. de la ciudad de Santo
Tomé, Santa Fe, Argentina (31° 40° 01.9” S,
60°47° 06.9” O).

El humedal es del tipo de flujo superficial. Las
dimensiones son de 50 m de largo por 40 m de
ancho y profundidad de 50 a 80 cm, con un tiem-
po de residencia hidraulica estimado entre 7y 12
dias. Presenta un tabique central, paralelo al sen-
tido de circulacion del efluente, el cual divide al
humedal en dos secciones de igual superficie y
obliga al efluente a recorrer el doble de distancia.

El fondo del humedal estd impermeabilizado
con 5 capas de bentonita compactadas (profun-
didad aproximada de 60 cm), logrando una con-
ductividad hidraulica de 107 m s°! para evitar la
contaminacion del agua subterranea. Sobre la
bentonita compactada, se coloco suelo del area
de excavacion hasta una altura de un metro.

El efluente, después de atravesar el hume-
dal, es conducido por un canal hacia una lagu-
na de 1 hectareas.

Se recolectaron 50 plantas al azar, tanto a la
entrada como a la salida del humedal, en
diciembre de 2002. Al mismo tiempo, se reco-
gi6 agua de los mismos sitios en botellas de
plastico, colocandolas en conservadoras de frio
portatiles. Inmediatamente, las muestras de
agua se llevaron al laboratorio y se efectuaron
los analisis quimicos (Vollenweider, 1974;
APHA, 1998). A fin de obtener parametros de
comparacién como testigo, se recolectaron
plantas de E. crassipes y agua en una laguna
cercana a la ciudad de Santa Fe, Argentina
(31°38702.4” S, 60° 40° 03.1” O). Las plantas
se colocaron en bolsas de plastico y se llevaron
inmediatamente al laboratorio.
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Tabla 1. Parametros fisicoquimicos, concentraciones de fosforo y especies nitrogenadas y relacion N:P del agua muestreada a la entrada y
salida del humedal artificial y en un ambiente natural testigo (Media + desviacion estandar). Physico-chemical parameters, phosphorus and
inorganic nitrogen concentrations, and N:P ratio of the sampled water at the inlet and outlet zones of the constructed wetland and in a con-

trol natural environment (Mean + standard deviation,).

Parametros Entrada Salida Testigo
pH 7.59 +£0.02 7.52 +£0.02 6.97 £0.02
Conductividad (mmhos/cm) 480+ 10 470+ 10 164 £ 10
Fosforo (P) (mg/1) 0.240 = 0.02 0.026 + 0.004 0.05 +£0.01
Nitrato (NO5") (mg/1) 10.7+0.3 53+03 1.72£0.3
Nitrito (NO,") (mg/1) 0.121 £0.05 0.013 +0.003 0.006 = 0.05
Amonio (NH,") (mg/1) 1.98 +£0.02 0.98 +0.02 0.65 +0.02
Nitrogeno inorganico (N) (mg/1) 3.99 +1.32 2.38 £0.835 0.894 +0.086
N:P 16.6 91.5 17.9

Analisis quimicos

Sobre tres réplicas de las muestras de agua se
efectud la determinacion de fosforo (Murphy &
Riley, 1962), NH,* (Electrodo selectivo de amo-
nio, Orion ion plus 9512BN), NO5- (Electrodo
selectivo de Nitrato, Orion ion plus 9700N) y
NO," por método colorimétrico (APHA, 1998).
La conductividad se midio utilizando un con-
ductimetro YSI 33 y el pH usando un electrodo
de vidrio Orion. El fésforo total en tejidos
vegetales se determind sobre dos réplicas, pre-
via digestion 4acida (HCI/NO;H/HCIO,) segun
Murphy & Riley (1962).

Estudio de la morfologia externa

Se describié la morfologia externa utilizando
como parametros: longitud de raices, altura de
plantas y peso seco de la parte aérea y de las rai-
ces por planta.

Para estimar el peso seco por planta, los vege-
tales recolectados se lavaron y separaron en sus
partes aéreas (hojas) y sumergidas (raices), colo-
candolas en estufa a 105° C hasta peso constante
(Vollenweider, 1974; APHA, 1998). A partir del
peso seco, se calculd la relacion parte aérea/raiz.

Estudio de la morfologia interna
Para el estudio de la morfologia interna de la

raiz se recolectaron segmentos de 3 a 4 cm de
longitud de la zona media de la misma, los

cuales inmediatamente se fijaron en formol
4%. Transcurridas 48 h, se colocaron en etanol
70% para su conservacion.

Se realizaron preparados frescos cortando las
raices transversalmente a mano alzada con hojas
de afeitar nuevas (D’Ambrogio de Argiieso,
1986). Los cortes transversales de raiz se colore-
aron con Azul de Toluidina (Wahl et al., 2001).

Las secciones se examinaron en un microsco-
pio optico Olympus (4X, 10X y 40X). Se midie-
ron los diametros de la raiz, de la médula y de
los vasos metaxilematicos tardios con un ocular
micrométrico. Para calcular los valores respecti-
vos del area transversal de la raiz (ATR), de la
médula (ATM) y de los vasos metaxilematicos
tardios (ATV), se utilizaron las formulas para el
calculo del area de un circulo. Cuando fue nece-
sario, se utilizaron las féormulas para el calculo
del area de una elipse o de una parabola.

Se contd el numero de vasos metaxilematicos
tardios por seccion y se calcul6 el area total del
metaxilema (ATVt) sumando las areas de todos
los vasos por corte.

Analisis estadisticos

Los calculos se llevaron a cabo utilizando el soft-
ware Statgraphics Plus 3.0. Debido a que las
poblaciones no presentaron una distribucién nor-
mal, se aplicaron test no paramétricos y se reali-
zaron graficos de caja y bigote, utilizando la
mediana como medida de tendencia central y el
rango intercuartilico (25 y 75 %) como medida de
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Tabla 2. Concentraciones de fosforo en tejidos vegetales (parte aérea y raiz) de E. crassipes a la entrada y salida del humedal artificial y en
un ambiente natural testigo (Media + desviacion estandar). Phosphorus concentrations in E. crassipes tissues (aerial part and root) at the
inlet and outlet zones of the constructed wetland and in a control natural environment (Mean + standard deviation).

Concentracion de P (mg/g peso seco) Entrada Salida Testigo
Parte aérea 5.50+£0.33 2.61 +0.18 3.47+0.13
Raiz 447 £0.27 2.19+0.14 2.92 £0.06
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Figura. 1. Graficos de caja y bigote de la altura de las plantas
(a) y longitud de las raices (b) de E. crassipes en los diferentes
sitios de muestreo. Box and wisker plot of plant height (a) and
root length (b) of E. crassipes in the diferent sampling sites.

variabilidad. Se aplicé el analisis de Kruskal-
Wallis para testar las diferencias entre los parame-
tros medidos de las plantas de la entrada, de la
salida del humedal y las testigo (Walpole et al.,
1999). Si se observaban diferencias estadistica-
mente significativas, se utiliz6 el test de Wilcoxon
para comparar los tratamientos entre si. En todas
las comparaciones se utilizé un nivel de p < 0.05.

dal construido, y del punto de muestreo testigo se
representan en la Tabla 1. Los datos evidencian la
disminucién de las concentraciones de los nutrien-
tes disueltos del efluente después de atravesar el
humedal, demostrando la eficiencia de dicho sis-
tema como depurador del efluente. El humedal
mostrd una eficiencia del 96 % en la retencion del
fosforo disuelto. No se observé lo mismo para las
especies nitrogenadas, ya que los porcentajes de
remocion fueron sé6lo de alrededor del 50 %.

Las concentraciones de fosforo en la parte
aérea y raices de E. crassipes presentan una
relacion directa con la concentracion de fosforo
en agua, observandose la mayor concentracion
de fosforo en la parte aérea (Tabla 2).

Morfologia externa

La biomasa aérea y la altura fueron significati-
vamente mayores en las plantas de la entrada del
humedal en comparacion con las plantas de la
salida y testigo, probablemente debido a que a
la entrada, las concentraciones de nutrientes en
el efluente eran altas (Figs. la, 2a). Entre las
plantas de la salida y testigo no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas.

Para la longitud de raices se registraron dife-
rencias estadisticamente significativas entre
los tres sitios de estudio. La longitud de raices
fue menor cuanto mayor fue la concentracion
de fosforo, siguiendo la relacion Salida >
Testigo > Entrada (Fig. 1b).
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Figura 2. Graficos de caja y bigote del peso seco de la parte
aérea (a) y de las raices (b) por planta de E. crassipes en los
diferentes sitios de muestreo. Box and wisker plot of aerial
part (a) and roots (b) dry weight per plant of E. crassipes in
the different sampling sites.

La biomasa de raices fue significativamente
mas alta en las plantas de la salida del hume-
dal, en comparacion con las de la entrada y tes-
tigo (Fig. 2b). No se observaron diferencias
estadisticas entre las plantas de la entrada del
humedal y las testigos.

La relacion parte aérea/raiz disminuyo sig-
nificativamente entre las plantas de la entrada
respecto de las de la salida y testigo, probable-
mente debido a las diferentes concentraciones
de fosforo. Los valores de mediana fueron:
Entrada (6.8), Testigo (2.2), Salida (1.6); evi-
denciando un menor crecimiento radicular en
la entrada del humedal.
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Figura 3. Graficos de caja y bigote del area transversal de la
raiz (ATR) (a) y de la médula (ATM) (b) de las raices de E.
crassipes en los diferentes sitios de muestreo. Box and wisker
plot of the cross-sectional area of root (ATR) (a), and stele
(ATM) (b), of E. crassipes roots in the different sampling sites.

Morfologia interna

Las plantas de la entrada produjeron raices mas
gruesas en comparacion con las plantas de la
salida y testigo. Se registrd un area transversal
de la raiz (ATR), area transversal de la médula
(ATM), area transversal de los vasos metaxile-
maticos tardios (ATV) y area metaxilematica
total (ATVt) mayor en las plantas de la entrada
del humedal respecto a las de la salida y testigo
(Figs. 3a, 3b, 4a y 4c, respectivamente). El
numero de vasos metaxilematicos tardios fue
mayor en las plantas de la entrada del humedal
en relacion con las de la salida y testigo
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(Fig. 4b). En ningin parametro morfologico
interno de las raices se encontraron diferencias
significativas entre las plantas de la salida y tes-
tigo. En la Fig. 5 se muestran imagenes de
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Figura 4. Graficos de caja y bigote del area transversal de los
vasos metaxilematicos tardios (ATV) (a), numero de vasos
metaxilematicos por seccion (b) y area total ocupada por el
metaxilema (ATVt) (c) de las raices de E. crassipes en los
diferentes sitios de muestreo. Box and wisker plot of cross-
sectional area of the late metaxylematic vessels (ATV) (a),
number of metaxylematic vessels per section (b) and total
area ocupied by the metaxylem (ATVt) (c) of E. crassipes roots
in the different sampling sites.

microscopia optica de las secciones transversa-
les de las raices de las plantas de la entrada, y
salida del humedal artificial (Figs. 5a y 5b) y
del humedal natural (Fig. 5c¢).

Se calculd la relacion ATVt:ATR, dando
como resultado 0.009 (£0.004); 0.008 (+£0.002)
y 0.007 (£0.001), para la entrada, salida y testi-
go, respectivamente. No se registraron diferen-
cias significativas entre estos valores, indicando
que el area total del metaxilema (ATVt) aumen-
t6 al mismo tiempo que aumento el area trans-
versal de la raiz (ATR).

DISCUSION

Ante un suministro alto de nutrientes, las plantas
desarrollan mayormente la parte aérea, coinci-
diendo con los resultados obtenidos por otros
autores (Reddy & Sutton, 1984; Lallana &
Kieffer, 1988; Neiff et al., 2001). La mayor con-
centracion de fosforo se presenta en la parte aérea,
favoreciendo los procesos quimicos inherentes a
la fotosintesis como la fotofosforilacion y la
reduccion del NADPT a NADPH (Blanco, 1993).

A la salida del humedal, en donde el nutriente
limitante fue el fosforo, de acuerdo a la relacion
N:P obtenida (Tabla 1), E. crassipes asigné una
mayor proporcion de su biomasa a las raices,
coincidiendo con lo dicho por Bloom et al.
(1985). El mayor desarrollo del sistema radicular
de las plantas de la salida y testigo aumento la
capacidad de absorcion de nutrientes al incre-
mentarse la superficie de contacto raiz-agua. Esta
estrategia permite a la planta sobrevivir en
ambientes pobres en nutrientes (Xie & Yu, 2003).
También, las raices de las plantas de la salida y
testigo fueron mas finas y largas, lo que concuer-
da con Ciro et al. (1999) y Xie & Yu (2003),
quienes expresan que las plantas con raices finas
y largas podrian ser mas eficientes en la adquisi-
cion de P que aquellas plantas con raices cortas y
gruesas. Esto demuestra el alto grado de plastici-
dad morfologica del sistema radicular en plantas
de crecimiento rapido como E. crassipes, en
comparacion con otras especies de crecimiento
mas lento (Robinson & Van Vuuren, 1998).
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Figura 5. Imagen de microscopia optica de las secciones trans-
versales de las raices de E. crassipes de la entrada (a) y salida
(b) del humedal artificial, y del humedal natural testigo (c). Ep:
epidermis, Co: cortex, En: endodermis, Me: Médula, Mx: vasos
metaxilematicos tardios y Rl: raiz lateral. Barra=114 pm.
Optical microscopy image of cross-sectional sections of E. cras-
sipes roots from the inlet (a) and outlet (b) zones of the cons-
tructed wetland and from the control natural wetland (c). Ep:
epidermis, Co: cortex, En: endodermis, Me: stele, Mx: large
metaxylematic vessels and Rl: lateral roots. Bar=114 um.
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Las raices que crecen en un medio con alto con-
tenido de nutrientes desarrollan vasos metaxile-
maticos de mayor area. Un aumento del area
metaxilematica a altas concentraciones de
nutrientes, puede ser entendido en términos de la
necesidad de aumentar su capacidad de transpor-
te para un mayor desarrollo y mantenimiento de
una mayor parte aérea (Wahl et al., 2001).
Estudios realizados por Wahl et al. (2001) sos-
tienen que las diferencias en las caracteristicas
anatomicas de raices tratadas con diferentes con-
centraciones de nutrientes pueden ser explicadas
por los efectos alométricos debidos a las diferen-
cias en los tamafios de las plantas. En este traba-
jo, una mayor concentracion de fosforo produjo
un aumento en el area transversal de la raiz, a la
vez que un aumento en los parametros morfolo-
gicos internos. Este hecho se observo con las
relaciones ATVt:ATR obtenidas.

Este estudio demostréo que la plasticidad
morfolégica juega un rol importante en la
adquisicion de fosforo por E. crassipes en un
ambiente heterogéneo. Los mecanismos que
utiliza esta especie para sobrevivir en ambien-
tes con diferentes concentraciones de fosforo,
se basan en cambios en la capacidad de absor-
cion a través de variaciones morfologicas del
sistema radicular. Debido a las ventajas que
produce una alta capacidad plastica, E. crassi-
pes es una especie eficiente para ser utilizada
en sistemas de tratamiento de efluentes.

CONCLUSIONES

Las diferentes concentraciones de fosforo pre-
sentes en el efluente cloacal, a la entrada y sali-
da del humedal, produjeron variaciones en la
morfologia externa e interna de E. crassipes.
Las plantas de la entrada desarrollaron fun-
damentalmente la parte aérea, presentando
una mayor altura y peso seco. Por el contrario,
las plantas de la salida fueron mas pequeiias
pero desarrollaron mas su sistema radicular
con una mayor longitud y biomasa. Las raices
de E. crassipes de la salida del humedal fue-
ron mas finas y largas comparadas con las rai-
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ces cortas y gruesas de la entrada. Estos resul-
tados verifican la influencia de los nutrientes
en la morfologia externa de la raiz, y sugieren
que la plasticidad morfoldgica es el mecanis-
mo mas importante que posee la planta para
adquirir nutrientes.

En las raices de las plantas de la entrada se
observo una mayor area de la médula, area y
numero de vasos metaxilematicos y area meta-
xilematica total, comparadas con las plantas de
la salida. Esta variacion en los parametros mor-
fologicos internos se debid probablemente al
aumento del drea transversal de la raiz.
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