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2. ABSTRACT

Research on Schoenoplectus californicus focus on the development of aboveground
biomass estimations. However, belowground estimations are important for net
primary productivity monitoring in wetlands. This study aims to monitor nutrient
assimilation by developing allometric models for above and belowground biomass
estimation of S. californicus in constructed wetlands. The plants we evaluated were
grown in vitro, allowing us to control the experimental conditions. The results show
shoot length and apex diameter as the significant parameters for building our models.
Two nondestructive allometric equations were established to predict above and
belowground biomass. The models were highly significant for both above and
belowground (R? = 0.79 and 0.49, p<0.001) and performed adequately for biomass
predictions. During active growth, both the aboveground and belowground
components are essential for removing nutrients from the water, according to the
nutrient content analysis in tissues. Although S. californicus can assimilate carbon
from water in its submerged portions, its isotopic signal is consistent with preferential
assimilation of atmospheric carbon. Both nondestructive equations allowed the
monitoring of biomass accumulation in constructed wetlands for seven months,
demonstrating that this low-cost method can be used to evaluate the performance of

wetlands for wastewater.

Key words: non-destructive sampling, Schoenoplectus californicus, aboveground

biomass, allometric models, belowground biomass, floating wetlands, dL3C.



3. RESUMEN

La investigacion sobre Schoenoplectus californicus se ha centrado en desarrollar

estimaciones de biomasa aérea. Sin embargo, las estimaciones subterraneas son
importantes para el monitoreo de la productividad primaria neta en los humedales.
Este estudio tiene como objetivo monitorear la asimilacion de nutrientes mediante el
desarrollo de modelos alométricos para la estimacion de la biomasa aérea y
subterranea de S. californicus en humedales construidos. Las plantas evaluadas fueron
cultivadas in vitro, lo que permitié controlar las condiciones experimentales. Los
resultados muestran que la longitud de los brotes y el didmetro del apice son
parametros significativos para construir los modelos. Se establecieron dos ecuaciones
alométricas no destructivas para predecir la biomasa aérea y subterranea. Los modelos
fueron altamente significativos en ambos casos (R2=0,79 y 0,49, p<0,001
respectivamente) y funcionaron adecuadamente para las predicciones de biomasa.
Durante el crecimiento activo, tanto los componentes aéreos como subterrdneos son
esenciales para eliminar los nutrientes del agua, segun el andlisis del contenido de
nutrientes en los tejidos. Aunque S. californicus puede asimilar el carbono del agua
en sus porciones sumergidas, su sefial isotOpica es consistente con la asimilacion
preferencial del carbono atmosférico. Ambas ecuaciones no destructivas permitieron
monitorear la acumulacion de biomasa en humedales artificiales durante siete meses,
lo que demuestra que este método de bajo costo se puede utilizar para evaluar el

desempefio de los humedales para las aguas residuales.

Palabras clave: muestreo no destructivo, Schoenoplectus californicus, biomasa aérea,

modelos alométricos, biomasa subterranea, humedales flotantes, 53C.



4.

INTRODUCCION

La fitorremediacion es una estrategia sostenible, eficiente y de bajo costo que permite
que las plantas capturen contaminantes en sus tejidos (Miglioranza et al., 2004; Jiang
et al., 2016). Es asi como los humedales artificiales se han utilizado en diferentes
lugares del mundo para este fin (Scholz & Lee 2005). No obstante, su desempefio

depende de factores como el disefio y el tipo de aplicacion (Jiang et al. 2016).

Con frecuencia se utilizan dos tipos de humedales artificiales: superficiales y sub-
superficiales (Scholz & Lee 2005). El primero se asemeja mas a un humedal natural
con macrofitas enraizadas en el sedimento y flujo de agua entre ellas (Brix 1994).
Mientras que en el de flujo sub-superficial, el agua pasa a traves de un medio poroso

donde se encuentran enraizadas las plantas (Brix 1994).

Otro tipo de humedal artificial corresponde a los sistemas de islas flotantes (Tanner
& Headley 2011, Wang & Sample 2014, Yeh et al. 2015). Estos consisten en una
estera organica flotante que sostiene a un sustrato y a macrofitas con las raices
suspendidas dentro del agua (Wang & Sample 2014, Yeh et al. 2015). Las raices
proveen una superficie importante para el desarrollo de biofilms que coadyuvan al
proceso de remocion y retencion de contaminantes (Wang & Sample 2014, Yeh et al.
2015). La rizdsfera suspendida es también ventajosa en relacion a la fluctuacion de
agua (Pavlineri et al. 2017). Estos sistemas tienen la capacidad de inducir pH mas
neutros, reducir las concentraciones de oxigeno en el agua y de esta manera restringir
el crecimiento de fitoplancton en aguas eutrofizadas (Borne et al. 2013, Jones et al.
2017).

Uno de los componentes principales de los humedales son las macréfitas (Brix 1997).
Estas plantas se encuentran adaptadas a medios acuaticos con partes sumergidas que
proveen una superficie de adherencia para la formacion de biofilms (Brix 1997). Las
macrofitas obtienen los nutrientes que necesitan para crecer al absorberlos en sus
tejidos (Brix 1997). Las plantas enraizadas obtienen sus nutrientes mayormente del
sedimento y en menor medida de los tallos y hojas sumergidos (Barko & Smart 1981,

Vymazal 2007). Por otra parte, las plantas en sistemas flotantes obtienen los
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nutrientes directamente de la columna de agua optimizando la remocidn en

comparacion con las plantas enraizadas (Vymazal 2007, Tanner & Headley 2011).

La relacion directa entre la circulacion del agua y la productividad primaria neta en
los humedales (Brinson et al. 1981) se puede estimar a traves de la biomasa vegetal
(Zhao et al. 2016, Yue et al. 2021). Muchas técnicas de monitoreo de biomasa para
la vegetacion acuatica en humedales consisten en muestreo destructivo y no
destructivo. Aungue las ventajas y desventajas de ambos métodos se han discutido
extensamente (Dai & Wiegert 1996, Daoust & Childers 1998), varios autores
coinciden en que los métodos no destructivos pueden proporcionar estimaciones
valiosas con ventajas en comparacion con los métodos destructivos (Daoust &
Childers 1998, Thursby et al. 2002, Gouraud et al. 2008, Silva et al. 2010, Wood et
al. 2012).

Las relaciones alométricas o fenométricas se usan comdnmente como método no
destructivo para calcular la biomasa de plantas en humedales (Hardisky 1980, Gross
et al. 1991, Daoust & Childers 1998, Thursby et al. 2002, Miao et al. 2008, Patzig et
al. 2020). El desarrollo de la planta se puede medir como una relacién de escala entre
rasgos especificos y el tamafio corporal total debido a la falta de teorias generales para
las tendencias alométricas (West et al. 1997, Niklas 2004). No existen rasgos
comunes para las plantas de los humedales porque las variables climaticas las influyen
(Pan et al. 2020) y estos rasgos, a su vez, modifican la asignacién de biomasa. Las
plantas tienden a disminuir el desequilibrio en la adquisicion de recursos mediante la
distribucion de biomasa a diferentes drganos, lo que altera la relacién raiz:tallo
(Shipley & Meziane 2002, Mensah et al. 2016, Yin et al. 2019) . Como resultado, se
deben establecer ecuaciones alométricas para cada humedal y especie (Giroux &
Bedard 1988, Thursby et al. 2002, Gouraud et al. 2008).

Las macrofitas también se pueden relacionar con su ecosistema a través del analisis
de isotopos estables (Middelburg 2014). La forma en que el carbono asimilado se

asigna a los tejidos no fotosintéticos se ha estudiado utilizando **C radiactivo y luego



13C para estudios de productividad (Coleman & Fry 1991, Hama et al. 1993, Pimenov
et al. 2008, Bouillon et al. 2012).

La absorcion de carbono en la biosfera depende de factores bidticos. Los autétrofos
absorben carbono a través de la fotosintesis. La firma del is6topo de carbono estable
313C de las plantas acuéticas esta influenciada por varios factores. La fuente de
carbono y la resistencia a la difusion afectan la discriminacién del carbono (Keeley
& Sandquist 1992, de Carvalho et al. 2009). Otro factor que influye en la forma en

que las plantas acuéticas asimilan el carbono es la via metabdlica (Pate 1999).

Las macrdfitas de agua dulce adquieren didxido de carbono de la atmdsfera, de la
columna de agua y del agua sedimentaria (LaZerte & Szalados 1982, Madsen & Sand-
Jensen 1991, Winkel & Borum 2009, de Carvalho et al. 2009). La utilizacion de
dioxido de carbono de cualquiera de esas fuentes es un proceso flexible que depende
de las etapas de desarrollo y las necesidades metabolicas del organismo (Prins &
Elzenga 1989) . Las macrofitas emergentes usan carbono inorganico de la atmosfera
mientras que las macréfitas sumergidas pueden usar HCO3". Se encontrd ademas que
las plantas con hojas sumergidas y emergentes usan ambas alternativas dependiendo
de la disponibilidad de CO- disuelto (Hemminga & Mateo 1996, Yu et al. 2015).

Una de las macréfitas mas comunes y utilizada ampliamente para fitorremediacion es
la totora (Schoenoplectus californicus) (Vymazal 2011), de la que se conoce su
contribucion en humedales para reducir la biodisponibilidad de metales pesados como
el cobre (Murray-Gulde et al. 2005). La totora también contribuye a la degradacion y
volatilizacion de hidrocarburos y al secuestro de pesticidas organoclorados (Haberl et
al. 2003, Miglioranza et al. 2004b). Adicionalmente, se la ha utilizado en tratamientos
de aguas residuales domésticas mostrando su eficiencia en la remocion de nutrientes
(Rojas et al. 2013, Lopez et al. 2016).

En este sentido, este estudio pretende comprender los procesos de adaptacion de
totora a sistemas de islas flotantes al igual que su eficiencia en la captura de nutrientes
de la columna de agua y acumulacién de biomasa. En base a los anteriores

argumentos, se ha formulado la siguiente pregunta: ;Como varia la eficiencia de
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4.1.

4.2.

5.

5.1.

remocion de nutrientes de la columna de agua por totora en una isla flotante y en un

humedal?

HIPOTESIS

Las totoras de la isla flotante son mas eficientes en la remocion de nutrientes de la

columna de agua que las totoras del humedal.

OBJETIVOS
4.2.1. Objetivo general

Evaluar la eficiencia de remocién de nutrientes de la columna de agua por
Schoenoplectus californicus (C.A. Mey.) Sojak (totora) en una isla flotante y un

humedal.
4.2.2. Objetivos especificos

— Evaluar el crecimiento y desarrollo de totoras en humedales construidos que
simulen la isla flotante y un humedal.

— Cuantificar la produccion de biomasa y crecimiento de totora en una isla
flotante y un humedal.

— Determinar la remocion de nutrientes de la columna de agua alrededor de la isla
y el humedal.

— Evaluar la asimilacién de carb6n de totoras en la porcion emergente y

sumergida.

METODOLOGIA
AREA DE ESTUDIO

El experimento se llevd a cabo en la ciudad de La Paz, en la region occidental de
Bolivia en las instalaciones del campus de la Universidad Mayor de San Andrés en
Cota Cota (16°32'S, 68°03'W, 3450 m). Esta zona del Valle de La Paz pertenece a la

ecorregion Interandina Seca (Beck & Zenteno-Ruiz 2015). El clima se caracteriza por
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5.2.

tener dos estaciones: seca (mayo-julio) y humeda (diciembre-marzo) (Miranda et al.
2015). La temperatura media anual es de 14°C y la precipitacién media anual es de
596,4 mm.

METODOS

5.2.1. Diseio experimental

Para medir con precision la biomasa y el crecimiento de S. californicus, elegimos al
azar 30 plantas de cinco categorias de tamafio (de 4 a 15 cm, > 15 hasta 30 cm, >
30 hasta 50 cm, > 50 hasta 70 cm y > 70 hasta 90 cm) para pesar y medir las
caracteristicas morfométricas en las partes aérea y subterranea. Este muestreo
destructivo facilito el desarrollo de relaciones alométricas entre la biomasa aérea y
subterranea en modelos de regresion mdltiple. Se desarrollaron dos ecuaciones
alométricas no destructivas para predecir la biomasa aérea y subterranea, y utilizamos
la estimacion no paramétrica de Duan para las predicciones. La estimacion se
compar6 con los datos medidos utilizando la prueba de clasificacion con signos de
Wilcoxon. Cada planta se tom6 como indicador de fijacion de carbono y consumo de
nutrientes como fésforo y nitrégeno medidos en los tejidos de las plantas. Mediante
un experimento de disolucion isotdpica en condiciones cerradas, se midio la
incorporacion de *C en los tejidos de las plantas después de un periodo de
translocacion de seis horas. Se aplicaron ambas ecuaciones alométricas y la densidad
de plantas en el humedal construido para explicar los cambios y diferencias en el

crecimiento y adaptacion de S. californicus durante siete meses.

5.2.2. Multiplicacion in vitro

Todas las plantas fueron generadas por cultivo in vitro y fueron proporcionadas por
la unidad de Biotecnologia Vegetal del Instituto de Biologia Molecular y
Biotecnologia de la Universidad de San Andrés. Las semillas recolectadas se
separaron en grupos de 50 y se colocaron en pequeiias bolsas de papel. La
desinfeccion se realizo sumergiendo las semillas en etanol al 70% (v/v) durante 1
minuto, luego se transfirieron a una solucion de hipoclorito de sodio al 2% durante
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15 minutos y finalmente a Benomyl al 0,2% durante 10 minutos. Despues de la
exposicion a los agentes desinfectantes, las semillas se enjuagaron tres veces con agua
destilada estéril dentro de una cabina de flujo laminar. Las semillas se inocularon en
tubos de ensayo (25 * 150 mm) con medio MS (Murashige & Skoog 1962)
suplementado con 20 g/l de azucar, 0,5 ml-L-1 de PPM, 50 ml/I de leche de coco y
gelificadas con 3,5 g/l de agar, el pH del medio de cultivo se ajustdé a 5,7 + 0,1. El
material vegetal en tubos de ensayo se tapd y se mantuvo en una céamara de

crecimiento con fotoperiodo 16/8 (luz/oscuridad).

Cuando las plantulas germinaron, los brotes mayores de 3 cm se transfirieron a tubos
de ensayo (25 * 150 mm), con medio MS (Murashige & Skoog 1962) suplementado
con 0,75 mg/l BAP, 30 g/l azicar y 0,5 ml/l de PPM, el pH de los medios de cultivo
se ajustd a 5,7 = 0,1. Una vez inoculadas, las probetas se mantuvieron en una camara

de crecimiento hasta la siguiente etapa.

Para el enraizamiento in vitro, los brotes se agruparon en manojos (3-6 brotes) y se
transfirieron a frascos que contenian el mismo medio de cultivo liquido en
condiciones similares a las descritas anteriormente. Los brotes permanecieron en esta
etapa hasta que las plantas in vitro alcanzaron una longitud total de 7 cm o mas, con

una longitud de brote mayor a 5 cm y una longitud de raiz mayor a 2 cm.
5.2.3. Aclimatacion

Las vitroplantas se lavaron suavemente con agua corriente para eliminar el medio de
cultivo de las raices y se transfirieron a tubos de ensayo con agua corriente durante
un dia. Més tarde, las plantas fueron llevadas a un invernadero, en transicion gradual
antes de ser transferidas al sistema de humedales artificiales. En esta zona se
monitorearon las plantas en cuanto a temperatura, riego y plagas en contenedores
impermeables. Cada bandeja se relleno con arena-grava gruesa (1:1). Las plantas in
vitro se colocaron cuidadosamente en el sustrato y se regaron diariamente durante una
semana con solucién nutritiva FAO (Marulanda & lzquierdo 2003) al 50% de
concentracion. Durante los siguientes 30 dias, se realizaron riegos cada 48 horas con

la misma solucion nutritiva. Después, las bandejas se regaron con agua corriente tres
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veces por semana hasta que fueron lo suficientemente grandes para transferirlas al

humedal artificial.
5.2.4. Humedal artificial

Las plantas del invernadero se trasladaron al sistema de humedales artificiales, que
constaba de nueve unidades llenas de sustrato de arena y grava gruesa. De las nueve
unidades instaladas, se utilizaron solamente cuatro para esta investigacién como se
observa en la figura 1 (1, 3, 6 y 9). Los nitritos, nitratos, fosfatos, sulfatos, sulfuros,
acetato y amonio se alimentaban a la primera unidad y a partir de ahi cada unidad
recibia el restante de los nutrientes a través de una tuberia distribuidora, finalmente,
la unidad nueve recibia el residual.

Para las islas flotantes, se armaron aros con mallas, para dar espacio al crecimiento
de las raices, que se encontraban unidos a botellas plasticas para ayudar a la flotacion.
Se trasladaron plantas del invernadero con el mismo sustrato sobre las mallas y se

dispusieron en tres unidades (A, B, C) con cantidades distintas de nutrientes.

Figura 1. Esquema de humedales artificiales.
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5.2.5. Relaciones alométricas

Treinta plantas de diferentes tamarios fueron seleccionadas al azar durante la
aclimatacion en el invernadero. Se dividieron en cinco categorias segun la altura de
la planta: a) de 4 a 15 cm, b)> 15 hasta 30 cm, c¢) > 30 hasta 50 cm, d) > 50 hasta
70 cmy e)> 70 hasta 90 cm. La porcion aérea de las plantas se midié manualmente
con regla graduada en cm y un vernier digital. Las medidas morfométricas tomadas
fueron: longitud del brote desde la base hasta el &pice, diametro basal y didmetro del
apice. Las plantas se lavaron con agua destilada para eliminar particulas, separando
la porcién aérea (brote) y la porcidn subterranea (raices y rizomas). Cada porcion se
peso para obtener el peso fresco. Posteriormente, cada porcion se deshidraté a 105°C
durante 24 horas y se pesé para obtener el peso seco (Neubauer et al. 2012). Usamos
el peso para establecer la asignacion de biomasa y las proporciones raiz:tallo para
explicar la productividad de las plantas a lo largo de sus etapas de desarrollo (Monk
1966). Luego, todos los parametros morfométricos se incorporaron a modelos de
regresion multiple para establecer la mejor ecuacion alométrica como método no

destructivo que permitio la conservacion de plantas y gener6 predicciones.

Cada parametro morfométrico fue promediado y multiplicado por el nimero de brotes
de cada planta. Se utilizaron ecuaciones lineales generales de la forma Y=o + p1X1
+ B2X2 + B3X3 + ... + ¢ para predecir la biomasa aérea y subterranea. Los analisis
de regresion se realizaron con el software estadistico R version 4.1.1 (R Core Team
2021). Los supuestos para el método de regresion lineal de minimos cuadrados se
verificaron probando los pardmetros para valores atipicos, colinealidad y residuos
para normalidad y homocedasticidad. Dado que las medidas morfométricas se
tomaron de las plantulas en el invernadero, hubo caracteristicas de desarrollo
limitadas para medir. Por lo tanto, algunos parametros se eliminaron después de
probar la colinealidad. Todas las variables se transformaron logaritmicamente (base
10) y todos los modelos se estimaron con modelos de regresion lineal multiple log-

log.
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Los modelos de biomasa aérea y subterranea se ajustaron de forma independiente y
también se ajusté un modelo con contenido de nutrientes (tabla 1). Las relaciones
alométricas se seleccionaron con base en el nivel de significacion del coeficiente y el
R?. Se eliminaron los parametros con coeficientes no significativamente diferentes de
cero (p > 0,05) (Silva et al. 2010).

Dado que los modelos son utiles para la prediccion, la transformacion inversa podria
dar lugar a estimaciones sesgadas en la escala no transformada. Por lo tanto,
aplicamos la estimacion no paramétrica de Duan (Duan 1983) mediante la funcién
predictDuan() del paquete smwrStats (Lorenz in press). La estimacion de biomasa de
los modelos se comparé con el método destructivo (Giroux & Bédard 1988, Gouraud
et al. 2008) mediante la prueba clasificada firmada de Wilcoxon en el software Stata
16 (StataCorp 2019) y el analisis de correlacion en el software R version 4.1.1 (R
Core Team 2021).

5.2.6. Contenido de nutrientes en tejidos

Se separ6 una muestra seca de cada planta recolectada para analizar el contenido de

nutrientes.

El nitrogeno total (N) se analizo utilizando el método micro-Kjeldahl modificado de
Cochrane & Barber (1993). Primero, el material vegetal se oxid6 con acido fosforico,
acido sulfurico y selenio. Luego, la muestra se digirié en &cido sulfurico para
convertir el nitrégeno organico en sulfato de amonio. EI amoniaco se destil6 de la
solucion resultante en condiciones alcalinas con &cido bérico. El &cido no consumido
se valord con una solucién estandar donde se consume hasta alcanzar el punto de
equivalencia que permite calcular la cantidad de nitr6geno en la muestra en forma de

amoniaco.

El fosforo (P) y el calcio (Ca) se determinaron por el método de calcinacion de
Cochrane & Barber 1993. Una muestra molida de la planta se incineré a 470°C
durante al menos dos horas. Después de enfriar, se diluy6é 1 ml de la muestra en HCI

1:1y se calent6 a 100°C hasta que se sec0. Las cenizas se disolvieron en HCI 0,2 M
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y se centrifugaron. Para el calcio, la concentracion se determind por espectroscopia

de absorcion atémica, se diluyeron 4 ml del extracto con 1 ml de solucion estandar.

Para la determinacién de fosforo, se prepararon tres tubos con 1 ml de extracto de
muestra de solucién estandar, 1 ml de extracto de muestra y 1 ml de solucion de
blanco agregado a los tubos de ensayo. Luego, se agregaron a cada tubo 2 ml de &cido
borico al 1% y 3 ml del reactivo mixto (molibdeno) y se mezcl6 bien. La solucidn
mixta se dejo reposar durante una hora hasta que el color azul fue intenso y se

procedio a las lecturas de espectrofotometria (UV-Vis).

Las pruebas T midieron la diferencia entre el contenido de nutrientes en la porcion
aérea y subterranea, y la relacion entre los nutrientes y la biomasa se evalué mediante
un analisis de correlacion de Spearman en el software R version 4.1.1 (R Core Team
2021).

5.2.7. Monitoreo de humedales construidos

Monitoreamos la biomasa utilizando los modelos alométricos y la densidad de plantas
durante siete meses (Neubauer et al. 2012). Veinte plantas fueron seleccionadas al
azar en cuatro unidades del sistema de humedales construidos. Se midio la altura y el
diametro del apice y se contaron todas las plantas en cada unidad. Mientras que para
islas flotantes, se midieron y contaron todas las plantas en las bandejas. Los nutrientes
en la columna de agua fueron monitoreados mensualmente. Usamos datos de nitrato
y fosfato para evaluar la relacién con la biomasa predicha usando un analisis de

correlacion en el software R version 4.1.1 (R Core Team 2021).
5.2.8. Incubacion

Se instalaron cuatro microcosmos de vidrio con cuatro plantas de S. californicus que
se aclimataron durante cuatro meses. Cada sistema se sello con vaselina liquida, uno
de los microcosmos fue el control y en los otros tres se introdujo la solucién de
bicarbonato marcada con 3C (pureza >98 %, Isotec). Después de seis horas de

asimilacion, retiramos la vaselina y las plantas se recolectaron separando la parte
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sumergida del brote de la parte emergente. Se enjuagaron varias veces con agua milli
Q para eliminar el is6topo y la vaselina de la superficie. Luego se secaron durante 72
horas a 55,5°C y se molieron.

5.2.9. Analisis isotopico

Todas las muestras fueron analizadas en la plataforma de Geoquimica-Mineralogia
de ISTerre con un (CM-CRDS) Cavity Ring-Down Spectroscopy (Picarro Inc. ®)
acoplado a un Modulo de Combustién (Costech Inc.®). El carbono total y la
composicion isotopica se midieron utilizando métodos analiticos, calibracion y
preparacion de muestras de Paul et al. (2007), Balslev-Clausen et al. (2013) y Cossa
et al. (2021). Los valores de is6topos de carbono se informaron en relacion con el
estandar de referencia internacional VPDB (Vienna Pee Dee Belemnite) y en

términos de porcentaje atomico (%o) con la abundancia isotdpica como notacion delta

).

Se utiliz6 Anova para probar los valores de 5'*C de brotes emergentes y sumergidos
en la version 4.1.1 del software R (R Core Team 2021).

RESULTADOS Y DISCUSIONES

. Relaciones alométricas

El montaje experimental permitio trabajar con plantas in vitro en fase de aclimatacion,
por lo que solo se disponia de caracteristicas vegetativas. La altura y el diametro de
los brotes a menudo se miden para las métricas generales de Schoenoplectus spp. y
plantas de humedales. Como Giroux y Bédard (1988), Gouraud et al. (2008) y Daniels
et al. (2010), se pudo medir el didmetro en la base de la planta (a nivel del suelo). Sin
embargo, se eligio el diametro del apice porque la relacion lineal seguia siendo
significativa para las estimaciones (tabla 1) por encima (p<0,001, R2= 0,793) y por
debajo del suelo (p<0,001, R2=0,494), y es mas facil tomar como medida de campo.
Mientras que el nitrogeno total y el peso seco del brote explican el modelo subterraneo
destructivo (p<0.001, R2=0.615).
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Sin embargo, las plantas de los humedales muestreadas con frecuencia son individuos
maduros con caracteristicas morfométricas adicionales. Silva et al. (2010) y Weller
et al. (2015) midieron el numero de hojas, el ancho y el largo y utilizaron estas
variables como parametros para sus formulas de biomasa. Weller et al. (2015)
también midieron caracteristicas reproductivas como flores y semillas que sirvieron

para ajustar ecuaciones con y sin estas variables.

Tabla 1. Ecuaciones de Schoenoplectus californicus para la estimacion de biomasa
seca aérea (A) y subterrédnea (B); donde H: altura del brote, D: didmetro del apice en
mm; N: nitrgeno total en %, s?: error estandar, R%: coeficiente de determinacion

ajustado, P: probabilidad.

Ecuacion R? P %
logy(A) = 0.937(logy,AD) + 1.736(logy,H) -6.685 0.793 <0.001  0.283
logy, (B) = 1.685(log,,AD) -1.018 0494 <0001  0.356
logys(B) = 0.173 + 0.482(I0g;A) — 0.933(log;sN) 0615 <0001  0.316
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6.2. Biomasa aérea y subterranea

9
a mmm Subterraneo
. Adreo

Biomasa (g)
oS

a b c d e

Categoria de tamafio

Relacién raiz:tallo (g)
=

a b o] d e

Categoria de tamaiio

Figura 2. a. Biomasa total porciones aéreas y subterraneas. b. Relacion raiz:tallo de
muestras a través de las tallas medidas.

El muestreo destructivo muestra que el contenido de biomasa en las porciones aerea
y subterranea no es significativamente diferente (t8 = 1.8103, p = 0.108). Sin
embargo, mas del 75% de la biomasa total se encuentra bajo tierra, especialmente en
las primeras etapas de desarrollo (figura 2a). Los resultados contradicen las
afirmaciones de Tanner (2001), quienes encontraron solo el 23% de la produccion
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primaria neta bajo tierra. Dagmar et al. (1971) y (Neubauer et al. 2012) también

observaron méas produccion primaria aérea.

Naturalmente, las plantas no tienen acceso a todos los recursos necesarios para su
adecuado crecimiento. Como resultado, la particion de la biomasa y su respuesta a los
nutrientes del sustrato dependen en gran medida de los recursos de las semillas
(Maskova & Herben 2018). Dada la contribucion de las raices al secuestro de
nutrientes, la asignacion de biomasa en dichos 6rganos aumenta como respuesta a una
disminucion de los recursos (Maskova & Herben 2018). Estos factores podrian haber
contribuido a la asignacion de biomasa subterrdnea ya que nuestra muestra estaba
compuesta por individuos mas jovenes que aun no se habian establecido en el
sedimento y buscaban parches de nutrientes en el sustrato que ademas estaba
constituido por arenay grava que no proveen muchos nutrientes. Sin embargo, existen
contradicciones (Figiel et al. 1995, Poorter & Nagel 2000, Lynch et al. 2012, Morris
et al. 2013, Maskova & Herben 2018, Garcia et al. 2019). Las proporciones de raiz:
brote en S. acutus se vieron afectadas por la baja concentracion de nitrégeno foliar,
lo que aumento la asignacion de biomasa subterranea (O’Connell et al. 2015). Sin
embargo, (Garcia et al. 2019) demostraron que la concentracion de nutrientes en el

agua no afect6 los cambios en la asignacion de biomasa en las plantas emergentes.

La diferencia en la biomasa aérea y subterranea también se refleja en la relacion raiz:
tallo (figura 2b). La asignacion de biomasa esta regulada por procesos metabolicos en
la planta que representan estrategias de adaptacion y supervivencia al medio ambiente
(Ning et al. 2014, O’Connell et al. 2015, Garcia et al. 2019). A medida que las
condiciones ambientales cambian a lo largo del ciclo de vida de una planta, la
asignacion de biomasa modifica su morfologia (O’Connell et al. 2015, Pan et al.
2020, Qun et al. 2021). Esto se refleja en la tendencia de las proporciones raiz: tallo
que cambian con la ontogenia, donde hay un aumento temprano de la asignacion
debajo del suelo que disminuye con la edad (Gedroc et al. 1996), lo cual es consistente

con nuestros hallazgos.

20



a 1.0

0.5

R?=0.793 p = <0.001

0.0 -

-05 4

-1.0 4

-1.5

-2.0 4

Biomasa aérea alométrica Log (g)

-25 T T T T T
-2.0 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Biomasa aérea destructiva Log (g)

2_ —
R%=0.368 p = <0.001 -

Biomasa alométrica subterranea (g)
N

0 1 2 3 4 5 6 7
Biomasa destructiva subterranea (g)

0.8 - R’=0.615 p=<0.001 e

0.6 -
0.4 -
0.2 1
0.0 1
02 A
04 -
.06 1
.0.8 A

Biomasa alométrica subterranea Log (g)

!
AN
=}

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
Biomasa destructiva subterranea Log (g)

Figura 3. Relacion entre la biomasa estimada del muestreo destructivo y el muestreo no
destructivo: a. modelo no destructivo sobre el suelo, b. modelo subterraneo no destructivo,
¢. modelo subterrdneo con contenido de nutrientes.
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Las relaciones entre las estimaciones de biomasa y las mediciones reales estan
altamente  correlacionadas  positivamente  (R%¢rea=0.793,  RZubterranea=0.368,
RZnutrientes=0.615) y son significativas (p<0.001), como se muestra en la figura 3. Una
prueba de rango con signo de Wilcoxon, no revel6 diferencias significativas entre las
estimaciones de biomasa aérea de la ecuacion y las mediciones del muestreo
destructivo , Z=1.656, p=0.098. Los mismos resultados se obtuvieron para la biomasa
subterranea a partir de las estimaciones obtenidas con la ecuacion no destructiva (Z=
1.183, p=0.237) y el modelo con contenido de nutrientes (Z= 1.676, p=0.094).

Desarrollamos los modelos para predecir la biomasa en humedales construidos con
nuestras plantas in vitro. Dado que los modelos utilizan relaciones logaritmicas, las
ecuaciones obtenidas pueden sobreestimar o subestimar la biomasa al retro-
transformarla a las unidades originales ya que la relacion no es lineal. Para evitar este
error multiplicativo al usar logaritmos, Daniels et al. (2010) utilizaron la regresion
por cuantiles para realizar estimaciones; la pendiente cuantil no es diferente de la
regresion OLS y sus intervalos de confianza en la mayoria de los cuantiles. Por esta

razon, utilizamos estimaciones de regresion lineal.

Para evitar sesgos, se utilizd la estimacion de Duan (Duan 1983) como correccion.
Aun asi, la relacion observada para la biomasa aérea (figura 3a) se sobrestima a
medida que aumenta la biomasa. Una situacion similar se observa en las estimaciones
de biomasa subterranea (figura 3 b, c), donde la biomasa tiende a ser subestimada.
Giroux & Bédard (1988) y Gouraud et al. (2008) reportaron sobreestimacion y
subestimacién de acuerdo con los resultados. EI primero proponia tres posibles
fuentes de error: (1) numero de brotes contados, (2) estimacién de altura media y (3)
estimacion de biomasa a partir de los modelos alométricos. Debido a que la
configuracion experimental permitio tomar toda la planta, se contaron todos los brotes
correctamente y se midi6 con precision todas las alturas de los brotes de cada planta.
A medida que aumentaba el tamafio de la planta, habia demasiada diferencia entre los
brotes mas pequefios y los mas altos (en cada planta). Esta diferencia en tamafos,

podria haber influido en la estimacion.
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6.3.

La altura del culmo y el diametro, son parametros que ayudaron a establecer
relaciones alométricas robustas para biomasa aérea tanto en este estudio, con 79% de
la variacion explicada con la ecuacion obtenida (tabla 1), asi como en otros estudios
(Neubauer et al. 2012 & Gouraud et al. 2008).

En contraste, el modelo subterraneo no destructivo tuvo el valor R? ajustado mas bajo
de 0.49 (tabla 1). Incluir la longitud del brote (o cualquier otra variable) en esta
ecuacion no incremento el valor de R? pero incrementd el error estandar; por lo tanto,
no se considerd ninguna otra variable. Se registraron valores similares de R? en
modelos fenométricos donde la longitud y el diametro del tallo también se usaron
como parametros morfoldgicos. Sin embargo, la mayoria de los modelos que estiman
la biomasa solo tienen en cuenta la parte superior, y la parte subterrdnea generalmente
se deja fuera de este analisis (Silva et al. 2010, Wood et al. 2012). O’Connell et al.
(2014), por otro lado, pudieron establecer una fuerte relacion entre la biomasa
subterranea de los 6rganos aéreos en plantas con proporciones isométricas de raices
y brotes. La precision del modelo subterrdneo podria estar influenciada por las

proporciones raiz: tallo en la muestra, que no fueron constantes (figura 2).

Contenido de nutrientes en tejidos

El contenido total de N, P y Ca difiere significativamente entre las porciones aéreas
y subterraneas (anexo 1: tabla Al). La concentracion de estos nutrientes en macroéfitos
emergentes depende de la disponibilidad de nutrientes en el agua (Shardendu &
Ambasht 1991, Tanner 2001). Por lo tanto, esto ilustra la capacidad de absorcién de
nutrientes de S. californicus, donde el N, P y Ca sobre el suelo variaron de 0.32 a
2.2%, de 552 a 1776 mg/kg y de 11107 a 24910 mg/kg, respectivamente, y el
contenido en tejido subterraneo fue menor que en tejido sobre el suelo. Los valores
variaron de 0,14 a 1,4%, de 424 a 1332 mg/kg y de 1256 a 2212 mg/kg para N, P y
Ca en consecuencia. Los valores varian entre las plantas en los cinco tamafios, como
se muestra en los valores de desviacion estandar (anexo 1: tabla Al). Publicaciones
anteriores (Gerloff & Krombhok 1966, Ho 1979, Fernandez-Aléez et al. 1999)
documentaron la variabilidad de las concentraciones de nutrientes entre diferentes

especies de macrdfitas, dentro de la misma especie y érganos de la misma planta.
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Varios autores (Kao et al. 2003, Neubauer et al. 2012, Weller et al. 2015) también
observaron un mayor contenido de N en la parte superficial que en la subterrdnea en
las especies de Schoenoplectus. Este patron refleja la alta actividad de la enzima
nitrato reductasa en los érganos aereos, que juega un papel clave en la asimilacion de
N en las plantas emergentes (Munzarova et al. 2006). De la misma manera, los niveles
de concentracion de P y Ca registrados en los tejidos aéreos fueron mas altos que los
subterraneos, lo que confirma las afirmaciones de Ho (1979), Shardendu & Ambasht
(1991), Tanner (1996), Tanner (2001) y Neubauer et al. (2012). Aungue hay un menor
contenido de N en raices y rizomas, este tejido nitrogenado podria actuar como una
reserva de N para una estacion o etapa de desarrollo diferente (Ho 1979, Davis & van
der Valk 1983, Tanner 2001, Kao et al. 2003).

Los valores altos de N y P en el tejido aéreo que se encuentran en nuestras plantas
son evidencia de periodos de crecimiento rapido y activo (Duarte 1992, Hoagland et
al. 2001). Ambos nutrientes tienen un papel metabdlico que controla el crecimiento
de las plantas dependiendo de si crecen de forma natural o en humedales de
tratamiento. En consecuencia, respaldan la medicion de la limitacién de nutrientes
(Duarte 1992). Segun Gerloff & Krombhok (1966), las concentraciones minimas de
nutrientes para el crecimiento maximo de macrofitas son 1.3 % N y 0.13 % P.
Nuestras plantas tuvieron valores de concentracion para tejidos aéreos de 1.09 % N,
0.12 % P y para tejidos subterraneos de 0.49 % N, 0,08% P, validando la adecuada
respuesta de nuestras plantas in vitro al proceso de aclimatacion para asegurar su

supervivencia y crecimiento para las fases posteriores.

El analisis de correlacion (tabla 2) entre la biomasa y el contenido de nutrientes no
mostro una correlacion significativa entre N, P 'y Ca en ambas porciones. La falta de
relacion entre el contenido de nutrientes en los tejidos y la tendencia negativa
observada para N y P, sugiere la importancia estructural del Carbono en estos 6rganos.
Aungue no fue medido, el carbono constituye el macronutriente mas importante en
las plantas, y ambos nutrientes podrian diluirse a medida que aumenta la biomasa
como tejido estructural de carbono (Davis & van der Valk 1983, Duarte 1992,
Fernandez-Aléez et al. 1999).
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Tabla 2. Coeficientes de correlacion (R) y probabilidad (p) que relacionan las
concentraciones de nutrientes en la biomasa de S. californicus.

Porcion de la
0,
planta N (%) P (mg/kg) Ca(mg/kg)
) R -0.22 -0.35 0.071
Aérea
p 0.24 0.24 0.82
, R 0.11 -0.38 -0.2
Subterranea
p 0.58 0.12 0.43

=i 04
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Figura 4. Relacion entre el contenido de N, P y Ca en tejidos de S. californicus: a. Calcio y
Nitrégeno, b. Fésforo y Nitrégeno.
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6.4.

Un andlisis de correlacion adicional entre nutrientes (figura 4, anexo 1: tabla A2)
mostré una asociacion significativa entre N-Ca y N-P, lo que probablemente
representa el papel de cada nutriente en la planta (Duarte 1992). La interaccion de N
y Ca sugiere de manera similar el papel metabolico de Ca en la formacion de
aminodcidos y la multiplicacion celular. Como resultado, podriamos plantear la
hipotesis de una correlacion negativa entre Ca 'y C al explorar tejidos estructurales.
La correlacion moderada de N y P evidencia la relacion metaboélica que tienen para la

sintesis de proteinas y acidos nucleicos.

Independientemente de la relacién, el crecimiento continuo de los tejidos vegetales
(brotes, raices, rizomas) y el contenido estable de Ca, P y N exponen la existencia de
recursos disponibles para ellos en los sedimentos y la columna de agua en lugar de
las reservas de las plantas (Ho 1979, Davis & van der Valk 1983, Shardendu &
Ambasht 1991, Xing et al. 2015) y que también respondian al medio ambiente en el
invernadero (Poorter et al. 2012, Maskova & Herben 2018).

Monitoreo de humedales construidos
6.4.1. Humedal

Se calcul6é la biomasa aérea de cuatro unidades (figura 5) con la ecuacion no
destructiva obtenida (tabla 1). La biomasa aumentd de manera sostenida en todas las
unidades. Este patron fue mas evidente en las unidades 1 y 3, que recibieron mas
nutrientes que la 6 y la 9. En nuestro disefio, el primer tanque es el que recolecta el
agua rica en nutrientes que luego pasa por otro tanque antes de llegar al tanque 3. Los
tanques 6 y 9 reciben muchos menos nutrientes, en el tanque 9, no habia fosfato

mensurable en el agua.

En julio (temporada seca e invierno), la biomasa disminuyé temporalmente en las
unidades 3, 6 y 9. A lo largo de julio, las plantas de estas unidades se secaron y se
encontraron numerosos brotes de plantulas, aumentando asi la densidad (figura 5). A

partir de agosto, los brotes de las plantulas se redujeron, la altura y la densidad de las
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plantas aumentaron, y en septiembre (finales de la estacion seca y la primavera) las

plantas comenzaron a producir/desarrollar flores en las unidades 1 y 2.

Figura 5. Cambio en la biomasa aérea de S. californicus en cuatro tanques del humedal

construido de junio a diciembre.
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Figura 6. Cambio en la biomasa subterranea de S. californicus en cuatro tanques del
humedal construido de junio a diciembre.
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Este lento aumento inicial de brotes, crecimiento y establecimiento después de la
colonizacién son relacionados con la disponibilidad de nutrientes (Tanner 1996, An
et al. 2018, Overbeek et al. 2020). El ciclo de crecimiento y senescencia observado
estuvo dentro de los rangos estacionales del invierno austral cuando se presentan las
temperaturas mas frias, a las que S. californicus es susceptible (Neubauer et al. 2012,
Ldpez et al. 2016).

La ecuacion no destructiva (tabla 1) para la biomasa subterranea también se aplicé en
las cuatro unidades del humedal artificial. A diferencia de la estimacion aérea, la
biomasa subterrdnea no aument6é de manera constante (figura 6). De junio a agosto,
las estimaciones de biomasa subterranea varian dentro de cada unidad; de septiembre

a diciembre la biomasa aumentd en las unidades que recibieron mas nutrientes.

Las estimaciones de biomasa no fueron tan altas como de humedales maduros y
establecidos obtenidos después de varios afios (Dykyjova et al. 1971, Neubauer et al.
2012, Lépez et al. 2016). La figura 6 muestran una mayor biomasa subterranea, lo
que ilustra la importancia de los 6rganos subterraneos para la propagacion vegetativa
y la supervivencia en Schoenoplectus. Estudios previos mostraron que los rizomas y
las raices de Schoenoplectus viven de 18 a 24 meses y almacenan reservas de
polisacaridos (Dykyjova et al. 1971, Tanner 2001).

Tabla 3. Coeficientes de correlacion (R) y probabilidad (p) que relacionan las
concentraciones de nutrientes en la biomasa de S. californicus en humedales.

Porcion de la planta Nitrato Fosfato
R 0.15 0.74
Aérea
p 0.43 <0.001
R 0.12 0.45
Subterranea
p 0.51 0.059
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No existe una correlacion entre la biomasa pronosticada y el nitrato en la columna de
agua en el sistema de humedales, junto con la biomasa subterranea y el fosfato (tabla
3). En el caso del nitrato, el efecto de la fijacion de N atmosférico por bacterias y
algas (Canestraci et al. en prep.) puede haber distorsionado la relacion entre dicho
nutriente y S. californicus. Sin embargo, existe una fuerte correlacion entre el fosfato
y la biomasa aérea. Como se discutié previamente, existe una relacion entre el
carbono estructural en los tejidos y la importancia de los nutrientes en el metabolismo
y desarrollo de la planta que afecta el secuestro y translocacion de nutrientes (Ho
1979, Davis & van der Valk 1983, Tanner 2001, Kao et al. 2003).

Los datos de correlacion contribuyen a comprender los ensamblajes microbianos
asociados a los humedales construidos. La poblacién de S. californicus en el humedal
artificial proporcion6 una superficie adherente para formar perifiton en las partes
sumergidas Yy el sustrato rocoso (Brix 1997). En consecuencia, (Dodds 2003, Liu et
al. 2017, Wu et al. 2018, Wang et al. 2021) confirman la participacion de microalgas
y bacterias en el secuestro de Ny P y su papel en los procesos de transformacion que

mejoran la utilizacidn de nutrientes para las plantas acuaticas.

6.4.2. Islas flotantes

A diferencia de las plantas enraizadas en el humedal, las plantas flotantes inicialmente
incrementaron el niamero de plantas casi al doble y a lo largo de los 6 meses de
monitoreo, la cantidad de plantas incrementd levemente y se mantuvo relativamente
estable, excepto para el tanque B donde se observd una disminucion del nimero de
plantas a la mitad durante septiembre y octubre (figura 7). Las islas flotantes
presentaron numerosos brotes de plantulas y poca mortandad demostrando que se

establecieron rapidamente a los tanques con nutrientes.

Se puede observar en la figura 7 que la biomasa aérea es menor que la sumergida, en
este tipo de sistemas que crecen hidropdnicamente se espera este comportamiento. A
esta caracteristica, raices de crecimiento constante, se le atribuye la remocién de

nutrientes en humedales flotantes (Weragoda et al. 2012).
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La eficiencia de remocidn de humedales flotantes varia mucho (Pavlineri et al. 2017),
y depende de muchos factores como la presencia de especies (Weragoda et al. 2012,
Spangler et al. 2019), las condiciones climéticas (Choudhury et al. 2019) o la carga
de nutrientes. No obstante, la absorcion de nutrientes en islas flotantes es significativa
incluso en periodos cortos menor a 4 meses (Pavlineri et al. 2017). Sin importar la
especie plantada, se ha demostrado que se remueve hasta el 80% de nitrogeno y
fésforo (Benvenuti et al. 2018).

Existe una correlacién negativa entre los tejidos aéreos y los nutrientes en el agua,
mientras que los tejidos sumergidos no tienen ninguna correlacién (tabla 4). Los
tejidos aéreos tienden a tener mayores concentraciones de nutrientes mientras crecen
(Vymazal 2007, Choudhury et al. 2019) y cuando maduran se traslocan a los tejidos
sumergidos (Pavlineri et al. 2017). De manera similar, a medida que las plantas se
establecen, también se establecen comunidades bacterianas asociadas a las raices, lo
que se relaciona con una mayor actividad de desnitrificacion y una menor
acumulacién de nitrégeno en los tejidos (Hallin et al. 2015, Choudhury et al. 2019).
La presencia de bacterias impulsa la eficiencia de remocion de los sistemas flotantes
sin importar la especie plantada, sefialando que la mayor remocién de nitrégeno se
debe a la presencia de bacterias mas que a la asimilacion de las plantas (Shahid et al.
2019).
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Figura 7. Cambio en la biomasa a. aérea y b. sumergida de S. californicus en los tres
sistemas flotantes del humedal construido de julio a diciembre.
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Tabla 4. Coeficientes de correlacion y nivel de significancia
relacionando la concentracion de nutrientes con la biomasa de S.
californicus en islas flotantes

Porcion de la Variable Coef|C|ente_ . Nivel de significancia
planta de correlacion
Nitrato -0.5372 0.023
Aérea
Fosfato -0.801° <0.001
Nitrato -0.450°2 0.067
Sumergida
Fosfato -0.490° 0.046

a8Spearman correlation

bPearson correlation after log transformation

6.5. Analisis isotopico

Tabla 5. Resultados 5*3C en porciones emergentes y sumergidas de los tallos en (%o)

VPDB.
EMERGENTE SUMERGIDA
a b c d Promedio a b c d Promedio
Control ~ -31.74 -31.57 -31.61 -32.01 -31.733 -28.93 -30.35 -30.16 -29.38 -29.705
1 -29.32* -28.57* -29.29* -31.54 -31.54 -26.29 -24.71 -32.03 -28.68* -27.928
2 -32.37 -32.06 -32.13 -32.37 -32.233 -27.61 -28.57 -30.97 -27.84 -28.748
3 -32.08 -32.37 -32.95 -32.467 -24.73 -22.75 -27.24 -29.59 -26.078

*0p de alto contenido de carbono debido a masa insuficiente

Los valores obtenidos corresponden a plantas C3 (Ehleringer 1989). Las firmas

isotopicas de 5'°C de las porciones emergente y sumergida son diferentes (tabla 5).

Se realizé un analisis de varianza unidireccional para determinar las diferencias en la

absorcion media de carbono entre las porciones emergentes y sumergidas; se encontro

diferencia significativa en la parte emergente entre la muestra 3 y el control
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(F2=8.612, P<0.008). Mientras que, para la porcion sumergida, no se encontrd
diferencia significativa (F3=1.74, P=0.212). Se observa que las porciones sumergidas
(1, 2 y 3) han asimilado el bicarbonato marcado por eso son mas enriquecidas que las
porciones emergentes. Sin embargo, la variacion de §'°C entre el control y las 3
muestras en la porcion sumergida es de -2.12 %o mostrando firmas de §'3C mas
enriquecidas en las muestras con bicarbonato marcado con *C (figura 8) lo que
sugiere una asimilacion de carbono del agua en la porcion sumergida (Osmond et al.
1981). Thompson et al. (2018) mostrd también ésta minima diferencia de sefial
isotopica entre los tejidos emergentes y sumergidos en Hippuris vulgaris exponiendo

la fijacion preferencial de *2C en la fotosintesis que *C.

Si observamos ambos controles (figura 8), el control de porcién emergente es méas
ligero demostrando que absorbe carbono de la atmosfera. Este resultado es consistente
con otros estudios donde las plantas emergentes muestran una sefial isotopica mas
depletada que las plantas sumergidas que tienen la capacidad de absorber carbono del
agua (Chappuis et al. 2017, Liu et al. 2020, Gong et al. 2021). Los factores que
afectan la absorcion de §'3C, son las condiciones ambientales pues determinan el
origen de la fuente de carbono, sin embargo, la fisiologia de las plantas es el factor
principal para la absorcion de carbono (Chappuis et al. 2017, Liu et al. 2020,
Veldzquez-Ochoa et al. 2022).

Las macrdfitas flotantes tienen la habilidad de absorber y utilizar bicarbonato para la
fotosintesis cuando las fuentes de carbdn son limitadas (Liu et al. 2020). Esta
variabilidad en la absorcidn de carbono que presenta S. californicus se ha estudiado
méas en macrofitas sumergidas y flotantes, pero demuestra que la especie no es

adecuada para monitorear descargas antropogénicas (Heredia et al. 2022).
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Figura 8. Valores !3C para las porciones emergente y sumergida del tallo.

7. CONCLUSIONES

El enfoque alométrico ayud6 a evaluar el patrén de asignacion de biomasa y el
contenido de nutrientes, ya que un analisis indirecto del contenido de tejido permitid
obtener informacion complementaria sobre la importancia de N, P y Ca para los
procesos metabdlicos y el tejido estructural. Los valores de concentracion de Ny P
proporcionaron informacion sobre la asimilacion de los recursos disponibles en lugar
de las reservas de las plantas, lo que validé que tanto las porciones aéreas como las
subterraneas son importantes para la eliminacién de nutrientes del agua durante el

crecimiento activo.

Los modelos alométricos estimados fueron tiles para predecir la biomasa aérea y
subterranea de S. californicus. Los valores més altos de biomasa subterranea ilustran
laimportancia de los drganos subterraneos para la propagacion vegetativa y las etapas
reproductivas. El breve periodo de observacién de siete meses no es suficiente para

extrapolar la produccién de biomasa y la absorcién de nutrientes a un sistema de
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humedales real, sin embargo, se demostré la alta capacidad de asimilacion de
nutrientes de S. californicus en funcion a su disponibilidad y permitié comprender la
eficiencia de S. californicus entre la produccion de tejidos y la asimilacion de
nutrientes de las aguas residuales. Este ultimo podria haber sido influenciado por las

biopeliculas adheridas a las superficies sumergidas.

La totora tiene capacidad de asimilacién de carbono inorganico disuelto bajo ciertas
condiciones, sin embargo, su sefial isotopica es consistente con la asimilacion

preferencial de carbono atmosférico.

Las totoras de las islas flotantes se adaptaron méas rapido a los sistemas artificiales
que las totoras enraizadas y se mostraron menos susceptibles a los cambios de

temperatura y carga de nutrientes.

Los resultados presentan modelos de biomasa especificos para ayudar en el manejo
de humedales de S. californicus por encima de los 3400 m de altitud. Estos se pueden
aplicar adecuadamente para monitorear las reservas de carbono y la eliminacion
eficiente de nutrientes de las porciones aéreas (emergentes y sumergidas) y
subterraneas con un método de bajo costo y ahorro de tiempo para los enfoques de
fitorremediacion. Se sugiere que estas ecuaciones se ajusten para otros humedales,
pues desconocemos la influencia de los efectos de la altitud en los modelos. Se
recomiendan mas estudios sobre la estructura y dindmica de las poblaciones

perifiticas asociadas.
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. ANEXO1

Tabla Al. Diferencias entre el contenido de nutrientes por encima y por debajo del
suelo en tejidos de S. californicus por prueba t. Valores medios £ SD mostrados,

estadistica T y valor p.

Nutriente Aérea Subterranea t p

N (%) 1.087 £ 0.464% 0.487 =+ 0.326% -3.841 0.014
P (mg/kg) 1068.846 + 357.681 754.389+ 269.954 -2.797 0.044
Ca (mg/kg) 15182 + 4874.853 3472.111 + 2050.924 -6.39 0.0004

Tabla A2. Coeficientes de correlacion y probabilidad que relacionan el contenido de

N, Py Caen tejidos de S. californicus.

P-Ca Ca-N P-N
R 0.29 0.44 0.41
p 0.11 0.014 0.024
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