——/NTERNATIONAL MEETING ON PHYTODEPURATION (July 2005, Lorca, Murcia, Spai

ENCUENTRO INTERNACIONAL EN FITODEPURACION (Julio del 2005, L orca) 1‘.\@

TITULO DEL TRABAJO

“Capacidad de retencidn dd nitrogeno por e macréfito Chara hispida procedente de una
laguna de Ruidera’

TITULO RESUMIDO

Retencion de nitrogeno por Chara hispida

NOMBRE DE AUTORES

MariaA. Rodrigo*, Cira Caballero, Carmen Rojo y Migud Alvarez:

NOMBRE Y DIRECCION DE LASINSTITUCIONES

Indituto Cavanilles de Biodiverstat i Biologia Evolutiva Univerdtat de Vdencia Apatado
Oficia 2085. 46071-Vdencia

L Centro de Ciencias Medicambientdes. Consgo Superior de Investigaciones Cientificas
Madrid

NUMERO DE TELEFONO, FAX Y E-MAIL

Td: int+34963543596; Fax: int+34963543670; e-mail: mariaarodrigo@uv.es

FIGURASY TABLAS

3figurasy 1tabla

216



=
ZZ_/NTERNATIONAL MEETING ON PHYTODEPURATION (July 2005, L orca, Murcia, Spai'd

FURDL L0
LTBAL HATIHT

m ENCUENTRO INTERNACIONAL EN FITODEPURACION (Julio del 2005, L orca) ‘ )

CAPACIDAD DE RETENCION DEL NITROGENO POR EL MACROFITO Chara
hispida PROCEDENTE DE UNA LAGUNA DE RUIDERA

Marfa A. Rodrigo*, Cira Caballero, Carmen Rojo y Migud Alvarez:

Ingtituto Cavanilles de Biodiversitat i Biologia Evolutiva. Universitat de Vaencia
¥ Centro de Ciencias Medioambientales. Conssjo Superior de Investigaciones Cientificas.
Madrid

RESUMEN

Se ha determinado mediante experimentos de laboratorio (asimilacion de N'° y disminucion de la concentracion de nitrato) la
tasa de incorporacién de nitrégeno por parte del macréfito Chara hispida procedente de La Colgada, una de las 15 lagunas
del Parque Natura de las lagunas de Ruidera (CastillaLa Mancha). Se sigui6 € crecimiento de emplares de Chara en
acuarios experimentales desde la germinacion hasta que contaban con una atura promedio de 15 cm, momento en € que se
adiciond nitrato (N*+N2). El primer método de incorporacion de N dio un vaor de 0.0165 mgN/gPSh, mientras que latasa
de reduccién estimada a partir de la disminucion del nitrégeno en € agua fue de 0.1435 mgN/gPSh. Esto supone que a

menos un 11.5% del nitrégeno de la laguna queda retenido por los macroéfitos. La tasa de incorporacion de N por Chara en e
laboratorio aplicada alalagunaimplica que las praderas de caréfitos de La Colgada pueden incorporar 2.67 Kg N/h.

Palabras clave: caréfitos, N*°, incorporacion, lagunas de Ruidera.

CAPABILITY OF NITROGEN RETENTION BY THE MACROPHYTE Chara hispida
FROM A RUIDERA LAKE (SPAIN)

ABSTRACT

Nitrate uptake rates in the submerged macrophyte Chara hispida were determined by ®N addition and by disappearance of
nitrate from the water in laboratory experiments. The macrophyte spores came from Colgada Lake, one of the 15 lakes in
Ruidera Natura Park (Castilla-La Mancha, Spain). We followed the growth of Chara individuas in experimental aquaria
from germination until they hed an average height of 15 cm, then nitrate (N**+N*°) was added. The first method of N uptake
gives avaue of 0.0165 mgN/gDW-h, whereas with the second the value was 0.1435 mgN/gDW:-h. This implies that at least
11.5% of dissolved nitrogen is taken up by charophytes. Nitrogen uptake rates obtained through lab experiments has been
transferred to the natural environment to calculate the incorporation of nitrogen by Chara bedsin Colgada Lake, and it is of
2.67 Kg N/h.

Key words: charophytes, **N, uptake, Ruidera |akes.

1. INTRODUCCION

La contaminacion de las aguas por nitratos es un problema muy extendido en Europa y en
paticular en Espafia ES especidmente serio en los entornos agricolas por € consumo
inmoderado de fertilizantes nitrogenados (Vitousek et al. 1997). El Parque Naturd de las
lagunas de Ruidera es un espacio naturd muy caracterigtico de Cadtilla-La Mancha, y de gran
importancia no solo en Espafia sno en d contexto europeo. En los Ultimos afios 2 ha
detectado una tendencia de aumento de los riveles de fosforo y especidmente de nitrogeno en
las aguas de estas lagunas (Alvarez-Cobelas et a. 2004). Las fuentes de contaminacion
detectadas han ddo los efluentes de aguas resdudes de los municipios vecinos, las
filtraciones dd agua resdud de las fosas sépticas de viviendas, hotdes, restaurantes,
campings y chaets ubicados en € entorno y los aportes de nitrato desde € acuifero,
procedentes del abonado intensvo con compuestos hitrogenados en la zona de las lagunas
dtas (Alvarez-Cobelas et al. 2004).

En € marco de un proyecto de invesigacion que estudia de forma globa los procesos
lacugtres implicados en la desnitrificacion dd agua proveniente de acuiferos (REN2002-
00558 / HID) en las lagunas de Ruidera, se pretende evduar la capacidad de retencion del
nitrato por las praderas de cardfitos desarrolladas en una de dichas lagunas. Los macrdéfitos
sumergidos han sdo descritos en muchas ocasones como importantes retenedores de
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nutrientes (Jeppesen, 1998), su desarrollo consume e inmoviliza nutrientes en @ sedimento,
controlando asi € crecimiento de las agas microscopicas y mejorando la calidad dd agua. De
las 15 lagunas que conforman € parque naurd, la laguna Colgada fue la eegida para redizar
los estudios, pues es la que presenta una mayor cobertura de cardfitos, en razon de su
extenson (Alvarez-Cobelas et d. 2004). Se trata de una laguna de 103 Ha de superficie que
presenta una profundidad media de 8 m y una profundidad méaxima de 18 m. La extenson de
meacréfitos sumergidos cubre una superficie de 39 Ha (valor promedio de los afios 2003 y
2004; Alvarez Cobelas et al., datos no publicados), que representan 405 Ton de biomasa seca
de macrdfitos, con € cardfito Chara hispida como la especie dominante (Cirujano, com.
pers.).

En concreto, en este trabgo se pretende determinar, mediante experimentos de laboratorio, las
tasas de incorporacion de nitrato por la especie de cardfito principa de la laguna Colgada,
utilizando dos méodos disintos (i) amilacion de N*° por los tegidos del vegetd y (i)
reduccion de la concentracion de nitrato en € agua a lo largo dd tiempo. De edta forma se
pretende findmente cdcular los vaores de retencion de N por parte de las praderas de
cardfitos en lalaguna Colgada, €legida como representante de las lagunas de Ruidera.

2. MATERIAL Y METODOS

Se tomaron muestras de sedimento de la laguna Colgada que contenian esporas de Chara
hispida y se tradadaron a laboratorio, donde se ubicaron en mesocosmos experimentales de
plagtico de 178 litros de capacidad (Figura 1). Los mesocosmos, que estaban situados en una
planta piloto de acuarios de experimentacion de Servicio Centra de Soporte a la
Investigacion Experimental de la Universdad de Vdencia, fueron relenados cuidadosamente
con agua dd grifo declorada. Los acuarios se iluminaron mediante tubos fluorescentes
Stuados sobre la parte superior dd mesocosmos y estaban sometidos a ciclos de iluminacidn
dia-noche. Se dguid la germinacion y pogterior crecimiento de los cardfitos. Para dlo, cada
15-30 dias, se retiraban 10 gemplares y se media la longitud de su parte por encima de
sugtrato, de su rizoide y se determinaba su peso fresco y seco (tras 24 h a 70 °C), asi como €
nimero de nudos de los pies. A los 165 dias tras la germinacion se redujo b profundidad de la
columna dd agua sobre los macrdfitos de forma que en estas condiciones la luz incidente
(PAR) a nivel de la superficie del agua era de arededor de 40 pEm? s y se afiadi nitrato d
agua para reproducir las concentraciones medias habituaes en la laguna Colgada (8-10 mgN-
NOs/L). Un 2% de ese nitrato fue KN™Os. Al cabo de 3 y de 6 dias de incubacion se
extrgeron varios gemplares de Chara para la determinacion del %am N™. Previamente a la
adicion de N*® se retir6 un par de cardfitos para determinar su contenido en N*° naturd.
También se determiné € contenido en nitrégeno por unidad de peso seco de tgido vegetd
mediante una andizador dementd Perkin Elmer 2400. Se determinaron a lo largo dd tiempo
las concentraciones de nitrato, fosfato y clorofila a en d agua (esta Ultima variable para
control del crecimiento de fitoplancton), asi como € pH, la concentracion de oxigeno
disudto y la temperaiura de agua. Para la determinacion del nitrato y del fosfato se utilizaron
métodos anditicos estandar (A.P.H.A, 1989), para la determinacion de la clorofila a se utilizo
un fluorimetro Aquafluor (Turner Designs), y para  pH, la temperatura y d oxigeno se
utilizd un medidor multiparamétrico WTW-Multiline F/Set3. La intensdad luminosa se midio
con un sensor de radiacion fotosntéticamente activa LI-COR modelo LI-250. Las tasas de
incorporacion de nitrogeno por los macréfitos se obtuvieron a partir de la reduccion de la
concentracion de nitrato en € agua a lo largo del tiempo (Harlin y Whedler, 1985), asi como
de la asmilacion de N*° (Glibert y Capone, 1993) tras la adicion de una fuente nitrogenada
marcada isotépicamente. La tasa de incorporacion mediante & primer méodo se caculé a
patir deladiferenciaentrelacantided inicid y find de nitrato en & agua segun:
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mgN; - mgN;

tB
donde mgN; y mgN; son las cantidades inicidles y findes, respectivamente de nitrato en €
agua (concentracion por volumen), t es @ tiempo transcurrido (en horas) y B es la media entre
la biomasa dd mecrdfito inicid y find (gPS). La tasa de incorporacion de N*° se cdculd
también a partir de la gparicion dd isdtopo pesado en d tgido dd macréfito segin Frenette et
a. (1996):

Tasaneta(mgN/gPSh) ?

% atomN *°muestra - %atom N *° blanco)
(N *afiadido/N* afiadido ? DIN)-100) - %atomN *°blanco)-t

Tasaincorporad6n especificadeN (Vy, h™) ?

Tasaincorporacion de N (mgN/h) ? PON-V

donde %atomN'°muestra es & porcentgje atémico presente en los cardfitos, Y%atomN*°blanco
representa la abundancia naturd de N*° en los tejidos de los cardfitos, DIN es @ nitrégeno
inorganico disudto en d agua, t es € tiempo de incubacion (en horas), y PON es d nitrégeno
organico particulado contenido en los cardfitos (en mg/gPs).

3. RESULTADOS

La tabla 1 resume las condiciones de crecimiento de los macrdfitos en los acuarios. En la
medida de lo posible se gproximan a los vaores presentes en la laguna Colgada. Antes de la
incorporacion de nitrato, la parte de Chara hispida por encima del sustrato crecia con una tasa
media de 0.17 cm/dia (valor maximo 0.23 cm/dia) (Figura 2). Los rizoides apenas aumentaron
de longitud promedio con € paso de tiempo. La biomasa de los gemplares individuaes
aumentaba a razdén de 1.12 mgPF/dia de media (vdor méximo 2.1 mg/dia). El incremento de
peso seco fue de 0.16 mgPS/dia. Los macrdéfitos crecian sin depdsitos aparentes de carbonato
cdcico sobre sus tgidos. El contenido en nitrogeno de los cardfitos resultd ser dd 3% de
peso seco ddl tgido vegetdl.

La tasa de incorporacion de nitrégeno determinada mediante la técnica del isdtopo N fue de
0.0165 mgN/gPS:h, mientras que la tasa de reduccion estimada a partir de la reduccion de
nitrégeno en d agua (Figura 3) fue de 0.1435 mgN/gPSh. El desarrollo del fitoplancton en la
columna de agua del acuario no s incrementd Sgnificativamente después de la adicion de
nitrégeno, como lo indican los vaores précticamente congtantes de clorofilaa (Figura 3).

4. DISCUSION

La capacidad de los cardfitos de amacenar eficientemente nutrientes en lagos ha sido revisada
recientemente por Kufd y Kufd (2002). En dicho trabgo se concluye que las praderas de
mecréfitos pueden actuar como una trampa eficiente de nutrientes en lagos con gran cobertura
de macrofitos como es e caso de La Colgada. Nuestros datos de contenido en nitrogeno en
tgido de Chara hispida estén en & rango de los mostrados para otras especies de cardfitos
(Kufd y Kufd, 2002). Asmismo, los datos obtenidos en € presente estudio sobre
incorporacion de nitrogeno mediante la técnica isotopica son préximos a los ofrecidos por
Hough y Putt (1988) (en Kufd y Kufel, 2002) para Chara vulgaris. Con estos datos de
incorporacion de N por Chara hispida agui obtenidos mediante experimentos de laboratorio
s puede hacer una extrgpolacion a medio natura (con la prudente cautdla que supone
consderar d cambio de escda y las posbles diferencias entre d ambiente naurd y €
ambiente creado en € laboratorio) y calcular la incorporacion de nitrogeno por las praderas de
Chara en La Colgada. De esta forma se ha obtenido un vaor de retirada de nitrogeno del agua
por esta masa vegetal de 2.67 kgN/h.
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En las condiciones de laboratorio ensayadas, d fitoplancton, pero principdmente las
microadgas bentonicas (desarrolladas sobre todo en las paredes del acuario) y los cardfitos son
los agentes que reducen € nitrogeno dd agua. En edas circungtancias, gproximadamente €
11.5% de la reduccién se debe a Chara hispida, dato que nos ha sdo posble determinar
gracias a las técnicas isotopicas. Dado que la relacion agas bentonicasmacrdfito en un
acuario es légicamente superior d de una laguna como La Colgada, podemos sin duda
condderar que como minimo un 115 % dd nitrogeno es diminado dd agua por los
macrdéfitos. La biomasa de macrdfitos en la laguna Colgada, aunque no presenta uno de los
valores méximos encontrados en la literatura, Si es de los devados (415gPSnt de materia
vegetd, descontando las incrustaciones de carbonato cdcico en forma de cdcita que se
disponen sobre los cardfitos y que suponen € 60% de peso seco tota). Dada esta devada
biomasa de macrdfitos y su capacidad de incorporacion de nitrogeno, pensamos que las
praderas de Chara hispida retienen unaimportante cantidad del nitrogeno de lalaguna.
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Tabla 1. Valoresde algunos variables del aguay del sedimento durante los experimentos de adicién de N*°
en los mesocosmos con Chara hispida.

Temperatura agua (°C) 18.9-19.2
pH agua 7.2-7.6
Oxigeno disudto agua (mg/L) 9.5-10.3
Saturacion de oxigeno (%) 103-112
Nitroégeno totd en @ sedimento (mgN/g peso seco) 2.1
Fosforo total en @ sedimento (mgP/g peso seco) 0.11

Figural. Ay B: Mesocosmos para €l cultivo de macr éfitos. Detalle de Chara hispida en dos momentos de
crecimiento: alos21 dias(C) y alos57 dias (D) trasla ger minacién. E: detalle de un pie de Chara hispida.
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Figura 2. A: Crecimiento promedio de piesindividuales de Chara hispida.
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Figura 3. Variacion en € tiempo dela concentracion denitrato, fosfato, (y larelacion N:P) y laclorofilaa
en la columna de agua de los mesocosmos donde crel%en los macr &fitostrasla adicion de nitr 6geno (N4 +
N™).
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