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1. RESUMEN

Las macrofitas sumergidas juegan roles ecosistémicos claves. La presencia de
plantas disminuye la turbulencia del agua, aumenta la tasa de sedimentacion en su
entorno, brinda refugio al zooplancton que se alimenta de fitoplancton y reduce la
concentracion de nutrientes en la columna de agua, todos estos factores contribuyen
directa o indirectamente a la inhibicion del crecimiento del fitoplancton. Ademas las
plantas acuaticas pueden liberar metabolitos secundarios que actian como compuestos
alelopaticamente activos sobre otros organismos fotosintetizadores competidores. El
objetivo de este trabajo fue evaluar si la presencia de las macréfitas Potamogeton
illinoensis y Myriophyllum quitense genera cambios en el crecimiento de la clorofita
Ankistrodesmus sp, mediante competencia por recursos (luz y nutrientes) o por efectos
alelopéticos. Se realizaron experimentos de coexistencia en laboratorio para estudiar el
efecto de las plantas sobre un cultivo de la clorofita Ankistrodesmus sp, contemplando
los siguientes tratamientos: (1) Control (medio de cultivo y fitoplancton, sin
macrofitas), (2) Control de nutrientes (medio de cultivo y macrdfitas, sin fitoplancton),
(3) Similes plasticos de P. illinoensis 0 M. quitense (medio de cultivo, fitoplancton y
similes plasticos), y (4) Plantas reales de P. illinoensis o M. quitense (medio de cultivo,
fitoplancton y macrofitas). En los ensayos realizados se encontr6 que las plantas
acuaticas P. illinoensis y M. quitense presentaron un efecto negativo sobre el
crecimiento de Ankistrodesmus sp, en ambos casos se observd el mismo patron de
crecimiento, el control alcanzé la mayor biomasa fitoplanctonica, luego le siguio el
simil plastico y por ultimo la planta real. En ambas especies la estructura de las plantas
jugé un rol muy importante; sin embargo el efecto estructural (sombra y sedimentacién)
de M. quitense fue mayor que el de P. illinoensis. Se comprobd que las plantas no
provocaron una reduccion de nutrientes que afectara el crecimiento microalgal,
observandose un crecimiento exponencial en todos los tratamientos. Sin embargo, se
detectaron diferencias entre los tratamientos con plantas reales y los similes plasticos lo
que se podrian adjudicar a la presencia de compuestos alelopaticos, siendo el efecto de
M. quitense dos veces mayor que el de P. illinoensis a lo largo del experimento.



2. INTRODUCCION

2.1 Estados alternativos y rol de las plantas sumergidas

Las condiciones externas a los ecosistemas, como ser clima, reduccion del agua
subterranea, suministros de nutrientes o quimicos tdxicos, fragmentacion de habitat,
pérdida de biodiversidad, generalmente cambian gradualmente en el tiempo, y los
ecosistemas pueden responder a los mismos de manera también gradual. Sin embargo,
la teoria de los Estados Estables Alternativos plantea que los ecosistemas pueden
cambiar abruptamente. Los regimenes de cambios se dan a causa de que el sistema
reacciona sensiblemente a cambios de condiciones cuando se esta cercano al umbral
critico. Una de las razones de esto podria ser la existencia de atractores alternativos en
un determinado rango de condiciones (Scheffer et al., 1993). Esta teoria ha sido
postulada y discutida intensamente durante varias etapas de la historia de la ecologia
(Holling 1973; May 1977; Scheffer et al., 2001; Beisner et al., 2003; Scheffer &
Carpenter, 2003; Folke et al., 2004; Schroder et al., 2005), el interés ha aumentado
considerablemente desde que este fendmeno fue demostrado empiricamente en lagos
someros templados. La hipotesis de esta teoria predice que en los lagos someros pueden
ocurrir al menos dos estados alternativos: el estado de agua turbia que se debe a la
elevada biomasa algal y/o resuspension del sedimento y el estado con un predominio de
vegetacion acuatica sumergida Los cambios entre estos estados son generalmente
abruptos y muy dificiles de revertir si no se modifican las condiciones externas
(Scheffer et al., 1993).

Las macrofitas sumergidas juegan diferentes roles ecosistemicos (Figura 1) y se
considera que son de gran importancia para el mantenimiento del estado de agua clara
en lagos someros (ej. Jeppesen et al., 1997; Jeppesen et al., 1998a). Las macrofitas
sumergidas acumulan gran cantidad de nutrientes en su biomasa (ej. van Donk et al.,
1993; Kufel & Ozimek, 1994; Van Donk & Van de Bund, 2002), y junto a la
asimilacion por las microalgas epifitas, provocan una disminucion de la disponibilidad
de nutrientes en la columna de agua. Por esta razon muchas veces son grandes
competidores de otros organismos autotrofos, como ser el fitoplancton. Al limitar el
crecimiento del fitoplancton contribuyen a aumentar la transparencia del agua. Las
macrofitas también incrementan la transparencia del agua al proveer refugio al
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zooplancton (fitoplanctivoro) predado por peces planctivoros (Jeppesen et al., 1998b;
Burks et al., 2002), y por la excrecion de compuestos alelopaticamente activos que
inhiben el crecimiento del fitoplancton (Gross, 2003; Scheffer et al., 1993).

Turbidez

Algas

Resuspencidn
del sedimento

Profundidad
del agua

Vegetacion

Sustancias
alelopiticas

Zooplancton

©

Figura 1. Interacciones entre la vegetacién acuatica y el resto de los componentes del sistema, con los
signos de mas y menos se indica si las interacciones son positivas 0 negativas respectivamente (Tomado
de Scheffer et al., 1993).

2.2 Alelopatia

La definicion original de alelopatia hace referencia a interacciones bioguimicas
estimulatorias o inhibitorias entre diferentes productores primarios o entre productores
primarios y microorganismos (Molisch, 1937). Sin embargo la mayoria de los estudios
recientes se han focalizado en los efectos inhibitorios de las sustancias alelopaticas
(Gross, 2003). Existen varios casos de actividad alelopatica en macrofitas, por ejemplo:
Chara (Wium-Andersen et al., 1982; Blindow & Hootsmans, 1991; Mulderij et al.,
2005), Ceratophyllum (Kogan & Chinnova, 1972; Wium-Andersen et al., 1983; Wium-
Andersen, 1987; Jasser, 1995; Mjelde & Faafeng, 1997; Nakai et al., 1999; Korner &
Nicklisch, 2002; Gross et al., 2003), Stratiotes aloides (Mulderij et al., 2005),
Myriophyllum (Planas et al., 1981; Jasser, 1995; Gross et al., 1996; Nakai et al., 1999;
Nakai et al., 2000; Nakai et al., 2001; Korner & Nicklisch, 2002; Leu et al., 2002) y
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Potamogeton (Jasser, 1995; Wu et al., 2007), que resultan en cambios en la biomasa de

fitoplancton, composicion, y/o estructura del fitoplancton.

Las interacciones alelopaticas son un factor de gran debate debido a la dificultad
de demostrar esta interaccion in situ (Gross et al., 2007). Aunque varios autores
sugieren la existencia de esta interaccion al observar diversos patrones de fitoplancton
en estudios de lagos someros vegetados (Blindow, 1992; Mjelde & Faafeng, 1997), no
existe suficiente evidencia acerca del rol de las interacciones alelopaticas a nivel
ecosistémico (Hilt & Gross, 2008).

Willis (1985) plantea que se deben cumplir seis requisitos para demostrar la
ocurrencia de alelopatia: (1) patron de inhibicion de determinados grupos de plantas o
algas, (2) produccion de compuestos alelopaticos por plantas, (3) liberacion de esos
compuestos, (4) su transporte y/o acumulacion en el ambiente, (5) asimilacion de los
compuestos por organismos receptores o blancos y (6) la inhibicién no puede ser
explicada solamente por otros factores abidticos y bioticos, especialmente herbivoria y
competencia. Muchas de las investigaciones en ecosistemas acuaticos no cubren estos
seis requisitos, la evidencia para probar las interacciones alelopaticas todavia sigue
siendo dificil (Gross, 2003). Se requiere de la combinacion de experimentos in situ méas
realistas (Hilt & Gross, 2008). La actividad alelopética in situ se ve influenciada por
otros factores, tales como, la sensibilidad diferencial ante alelogquimicos que existe

dentro y entre los diferentes grupos taxonémicos de fitoplancton.

La revision realizada por Gross y colaboradores en 2007 presenta diferentes
aproximaciones metodoldgicas utilizadas para demostrar interacciones del tipo
alelopaticas entre plantas acuaticas y algas (Figura 2). Las estrategias se pueden resumir
de la siguiente forma:

e Extractos de plantas u homogenizados. Las macrofitas son homogenizadas con
agua, incubadas por un cierto periodo de tiempo y filtradas. Posteriormente el
filtrado es adicionado a organismos blanco. Esta metodologia permite comparar el
potencial alelopatico de diferentes especies de macrofitas y variaciones
estacionales de un modo sistematico. La aplicacion de extractos en medios con y
sin nutrientes limitantes permite evaluar las interacciones entre los tenores de

nutrientes y la sensibilidad hacia los compuestos alelopaticos. Al mismo tiempo,

6



es posible evaluar el impacto de la disponibilidad de recursos en la produccion de
compuestos alelopaticos, mediante el cultivo de las plantas productoras bajo
diferentes condiciones de luz y nutrientes. Sin embargo, estos experimentos
presentan un bajo grado de realismo y no permiten una facil identificacion de los
compuestos activos liberados. Existen ciertas dificultades para decidir el solvente
a utilizar, muchos de los compuestos son lipofilicos, sin embargo el uso de
solventes como etanol puede conducir a dafios por toxicidad. La utilizacion del
agua como solvente presenta ciertos inconvenientes, como ser la generacion de
problemas osmoticos.

Experimentos de coexistencia. Se compara el crecimiento de plantas y/o algas
cultivadas juntas y por separado. Estos experimentos brindan informacién acerca
de interacciones negativas o positivas, pero en si mismos no proveen evidencia de
que las interacciones alelopaticas ocurran, se deberan considerar factores de
competencia por luz y nutrientes.

Experimentos con bolsas de dialisis. Experimentos de coexistencia en los que los
organismos son separados por membranas de dialisis, lo cual permite la libre
circulacion de moléculas de bajo peso molecular. En este tipo de experimentos se
deberan considerar factores de competencia por luz y nutrientes. Se debe tener
precaucion acerca de las membranas de didlisis a utilizar ya que las mismas
pueden liberar sustancias toxicas y afectar los resultados; esto se soluciona
utilizando membranas como las que se utilizan en la elaboracién de de
frankfruters o salchichaspara permitir el pasaje de las moléculas desde la planta
hacia los organismos blanco. Exudados de plantas. Se compara el patrén de
crecimiento de las especies blanco con y sin agregado de exudados, si se observan
diferencias se le atribuye a interacciones alelopaticas. Los exudados se obtienen a
partir de la filtracion de macrofitas cultivadas o agua proveniente de sitios con alta
densidad de macrofitas. Estos experimentos pueden fallar en la deteccion de
alelopatias, ya sea por imperfecciones en el filtrado, o por la pérdida de efectos
inhibitorios debido a la adsorciéon a superficies no blanco o la volatilidad de
algunos compuestos. Lo anterior se puede solucionar mediante la adicion
secuencial de exudados durante el experimento.

Purificacion de compuestos de extractos o exudados. La extraccion de

compuestos activos provenientes del filtrado de cultivos se realiza con solventes



organicos o fases solidas. Los compuestos activos son moderadamente lipofilicos,

por lo tanto pueden ser extraidos por ejemplo con dietil o etil acetato.

Extractos ;
de plantas

Transporte y
acumulacion en e
ambiente

Inhibicién de
alaas/plantas av . i
Purificacion ¢

w de compuestos

Exudados
de plantas

Asimilacion po
los organismos
blanco

Experimentos &
Liberacion de coexistencia
de los

comouestos Experimentos
con bolsas de
dialisis

Exclusion de
competencia
por nutriente;

Evidencia extraida Ninguna  Débil / Inconclusa  Fuerte / Directa
de los experimentos: L ——

Figura 2. Representacion esquemdtica la evidencia extraida de los diferentes
experimentos (en cuadrados) utilizados para mostrar interacciones alelopéticas, para
esto se hace referencia a los seis pre-requisitos establecidos por Willis (1985, elipses).
El grado de realismo de las diferentes aproximaciones metodolégicas se indica mediante
los termdmetros (Tomado de Gross et al., 2003).

2.3 Justificacion

Las macrofitas Potamogeton illinoensis y Myriophyllum quitense son plantas
nativas muy frecuentes en los sistemas someros de Uruguay (Kruk et al., 2009).
Algunos sistemas someros con niveles de nutrientes correspondientes a la eutrofia e
hipereutrofia, por ejemplo Laguna del Diario-Maldonado, se mantienen en fases de agua
clara con una importante cobertura de ambas especies (De los Santos et al., 2008). En
este contexto, resulta relevante analizar la capacidad de P. illinoensis y M. quitense de
controlar el crecimiento microalgal por limitacion de nutrientes y/o por alelopatia. Es
importante destacar que las especies estudiadas no cuentan con antecedentes cientificos

vinculados a los mecanismos que condicionan las interacciones fitoplancton-macrofitas.



2.4 Hipotesis

La hipotesis planteada en este trabajo es que la presencia de las macrofitas P.
illinoensis y M. quitense condiciona una menor biomasa algal debido a la competencia
por luz o nutrientes, y/o efectos alelopaticos que afecten su crecimiento. La hipotesis
nula que se utilizara para el analisis estadistico serd que no se observan cambios en la

biomasa algal entre el tratamiento con plantas acuaticas y sus controles.

2.4 Objetivo

El objetivo de este trabajo fue evaluar si la presencia de las especies P.
illinoensis y M. quitense genera cambios en el crecimiento de la clorofita
Ankistrodesmus sp, mediante competencia por recursos (luz y nutrientes) y/o por efectos

alelopaéticos.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Modelo de estudio

3.1.1 Macréfitas

La familia Potamogetonaceae esta formada exclusivamente por macrdfitas
acuaticas perennes o raramente anuales, esta constituida por los géneros Potamogeton y
Groenlandia (Rodriguez & Irgang, 2001). El género Potamogeton esta constituido por
69 especies (Wiegleb & Kaplan, 1998), es considerado uno de los mas diversificados y
con mayor importancia ecoldgica dentro de las macrofitas acuaticas (Haynes, 1985;
Kadono, 1982). Es un género cosmopolita de hidrofitas vasculares, estd conformado por
plantas anuales o perennes que poseen una amplia distribucién y habitan aguas Iénticas
o ldticas, dulces o salobres. Son plantas sumergidas, arraigadas en el fondo con hojas
sumergidas o sumergidas y flotantes. Se propagan por semillas y por dérganos de
reproduccion asexual (tubérculos e hibernaculos). Desarrollan inflorescencias en
espigas cilindricas o capituliformes, compactas o laxas y pedunculadas (Tur, 1982).
Presentan una gran variabilidad vegetativa lo cual hace dificultosa la clasificacion
taxondmica. Las especies de este género presentan gran plasticidad morfoldgica, como
la mayoria de las macréfitas acuaticas debido a las diferencias en cuanto a las
caracteristicas fisico-quimicas del ambiente en donde viven (Sculthorpe, 1967; Tur,
1982). En Uruguay existen seis especies pertenecientes a esta familia (Alonso Paz,
1997). La especie Potamogeton illinoensis es una especie polimérfica, presenta tallos
cilindricos de hasta 4 mm de diametro; hojas sumergidas y flotantes ausentes o
presentes. Las hojas sumergidas son simples elipticas, obovadas a oblanceoladas de 13 a
35 mm de largo, relacion ancho-largo 3-8.5, densamente reticuladas. Desarrolla espigas

uniformes, cilindricas con 16 a36 flores (Rodrigues & Irgang, 2001).

La familia Haloragaceae esta constituida por hierbas acuéticas y terrestres, con
hojas alternas o verticiladas sin estipulas, con flores solitarias, en espigas 0 paniculas,
perfectas o imperfectas, actinomorfas. El fruto que producen puede ser drupa o
esquizocarpo. EI género Myriophyllum incluye a plantas perennes, sumergidas
enraizadas. Presentan tallos sumergidos y ascendentes, radicantes en los nudos y
glabros. Sus hojas son simples, opuestas, alternas o verticiladas. Las flores son solitarias
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o0 en hacecillos axilares, de hasta 5 mm de largo, sésiles, imperfectas o perfectas, son
plantas monoicas, raramente dioicas (Alonso Paz, 1997). En Uruguay existen tres
géneros y cuatro especies de esta familia (Alonso Paz, 1997). Myriophyllum quitense es
una especie nativa de Uruguay, presenta tallos de longitud variable, a veces semi-
lefiosos. Las hojas estan dispuestas en verticilos, con 4 a 5 hojas en el mismo nivel y

alcanzan una longitud de hasta 1,5 cm.

Las macroéfitas utilizadas en este trabajo fueron colectadas en la Laguna del
Diario (34°54°07"°S - 55°00°27°0), sistema lacustre somero ubicado en el
Departamento de Maldonado (Uruguay). Las plantas fueron lavadas con el fin de
remover el zooplancton y macroinvertebrados asociados. Se cambiaron sucesivas veces

de medio de cultivo previo a la experimentacion para asegurar dicho cometido.

Las plantas se colocaron en frascos de vidrio de 100 ml con sedimento del
mismo sistema, dentro de recipientes plasticos con siete litros de agua declorada y
nutrientes, la relacion de agua y nutrientes en la que se mantuvieron las plantas fue la
misma a la utilizada durante los experimentos (Ver detalles en seccién 3.3). Se
utilizaron tallos o plantas con raices cuando fue posible, estas se aleatorizaron en las
unidades experimentales. EI volumen de la columna de agua ocupado por las macréfitas

fue del 30% por recipiente, esto es un PVI=30% (per cent volume infested en inglés).
3.1.2 Fitoplancton

El orden Chlorococcales agrupa a las denominadas algas verdes, estas son algas
unicelulares o cenobiales provistas de una membrana bien definida. Este orden esta
constituido por 10 familias, entre ellas la familia Oocystaceae se caracteriza por
multiplicarse por autoesporulacion, no existe la division vegetativa ni la formacion de
zoosporas en su ciclo. ElI género Ankistrodesmus forma parte de dicha familia, se
caracteriza por sus células fusiformes y largas. La multiplicacion se realiza por la
produccién de 2,4 u 8 autosporas que presentan la misma forma que la célula madre
(Bourrelly, 1966). Para este trabajo se utilizo un cultivo de Ankistrodesmus sp, el mismo
se mantuvo en peceras con iluminacion constante. Se utilizo el fertilizante comercial
Crece Mas como fuente de nutrientes , llegando a una concentracién de 595 ugl™ de

nitrato, 130 pgl™ de amonio y 259 pgl™ de fésforo reactivo soluble (medidos en

11



laboratio), a los cuales se observa un crecimiento exponencial del cultivo. Se realizaron
ensayos previos a los experimentos para obtener la relacion Optima de volumen de
cultivo y nutrientes necesaria para observar un crecimiento exponencial del
fitoplancton. En un crecimiento logistico la primer fase se corresponde a un crecimiento
exponencial donde no existe limitacion por recursos, pasado un tiempo los nutrientes
limitan el crecimiento y se alcanza una meseta en el crecimiento cuya asintota

corresponde a la capacidad de carga.

3.2 Disefio experimental empleado

El efecto de las macrofitas Potamogeton illinoensis y Myriophyllum quitense
sobre Ankistrodesmus sp se evalu6 mediante experimentos de coexistencia en
microcosmos. Se llevaron a cabo dos experimentos, en el primero se probo el efecto de
P. illinoensis, y en el segundo se agregaron tratamientos para testear simultaneamente el
efecto de P. illinoensis y de M. quitense a efectos de realizar comparaciones entre las

especies.

Los tratamientos considerados en el experiemento 1 fueron los siguientes :
e Control (medio de cultivo y fitoplancton, sin macrdfitas)
e Control de nutrientes (medio de cultivo y P. illinoensis, sin fitoplancton)
e Simil plastico de P. illinoensis (medio de cultivo, fitoplancton y simil plastico)

e Planta real de P. illinoensis (medio de cultivo, fitoplancton y macréfita)

Para el experimento 2 (Figura 3) a los tratamientos considerados anteriormente
se agregaron:
o Simil plastico de M. quitense (medio de cultivo, fitoplancton y simil plastico)

e Planta real de M. quitense (medio de cultivo, fitoplancton y macrofita)
El disefio experimental utilizado fue completamente al azar, con tres

repeticiones. Los tratamientos se asignaron al azar en los microcosmos sin restricciones

en la aleatorizacion debido a que las unidades experimentales eran homogéneas.
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Figura 3. Esquema a modo ilustrativo de los tratamientos realizados en el experimento 2.

A efectos de poder discriminar los efectos de sombra, competencia por
nutrientes y alelopatia se consider6 un primer tratamiento denominado control a efectos
de evaluar el crecimiento algal en ausencia de interacciones con las macroéfitas. En este
tratamiento se debe observar un crecimiento exponencial durante el periodo de tiempo
considerado, indicacion de no limitacién del crecimiento por nutrientes. El tratamiento
control de nutrientes se realiz6 para evaluar cuanto se reducen los nutrientes en el agua
cuando las plantas estan en ausencia de microalgas: si las plantas reducen
significativamente los nutrientes disueltos pueden controlar el crecimiento del
fitoplancton por la limitacién por nutrientes. El fitoplancton puede verse afectado por la
disminucion de la luz o por el aumento de la sedimentacion generado por la estructura
de las plantas acuéticas. Precisamente, el tratamiento con similes plasticos tiene como
objetivo diferenciar el efecto estructural de las plantas (sombra y sedimentacion,
fundamentalmente) del efecto debido a la competencia por nutrientes o a la liberacién
de compuestos alelopaticos. Los microorganismos asociados a la superficie de las
macrofitas reales (perifiton) fue cuidadosamente removido en los ejemplares cultivados
en laboratorio. Dado que no es posible la remocion total y absoluta de perifiton, las
macrofitas artificiales fueron incubadas junto con las macrofitas reales durante una
semana previa a la experimentacion a efectos de no introducir otras fuentes de variacién

al analisis. En el caso de M. quitense se utilizé una planta de acuarismo del mismo
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género que presentaba la misma estructura que laplanta real. Para P. illinoensis se
utilizaron hojas de una planta pléstica similar, con la misma estructura y tamafio de
hojas, y las mismas se agregaron a tubos plasticos finos a modo de tallo y se fijaron en

los mismos frascos con sedimento que las plantas reales.

La experimentacion tuvo una duracion de 7 dias en condiciones controladas, a
una temperatura ambiente de 20 °C y un fotoperiodo de 14:10 hrs (luz:oscuridad), a una
intensidad de luz de 120 umol PAR. Se utilizaron oxigenadores y se hizo circular el
agua manualmente cada dia previo a las mediciones, con el fin de contrarrestar la

sedimentacion algal y lograr la homogenizacion del medio.

Los microcosmos utilizados consistieron en recipientes plasticos con un
volumen de 10 L, y fueron llenados con siete litros de agua. Para la realizacion de los
experimentos se utiliz6 agua declorada; para permitir la volatilizacion del cloro se dejo
reposar el agua 48 hs previo a su utilizacion. Como medio de cultivo se utiliz6 agua
declorada con fertilizante liquido comercial Crece Mas que contiene macro y micro
nutrientes. Con dicho medio se mantuvieron las plantas luego de ser colectadas, el
cultivo de Ankistrodesmus sp, y con el mismo medio se realizaron los experimentos. A
cada microcosmo se le agregé 3 ml de Crece Mas, y a los tratamientos que correspondia
150 ml de cultivo de Ankistrodesmus sp, con una concentracion de 800 ng I de
clorofila a. Las caracteristicas iniciales del medio de cultivo fueron: 1742 pg I de
nitrégeno total, 595 pg 1™ de nitrato, 130 pg 1™ de amonio, 258 pg I* de fésforo total y

259 de fésforo reactivo soluble.

3.3 Variables registradas

La biomasa total in situ del fitoplancton fue medida como clorofila a (Clo a) en
unidades fluorométricas. La clorofila y la turbidez del medio se determinaron
diariamente mediante un fluorémetro-turbidimetro (Aquafluor, Turner Designs). Para
este analisis se tomaron muestras integradas mediante pipetas evitando la remocién de
perifiton adherido a las plantas. A efectos de obtener una estimacién de la biomasa de
Ankistrodesmus en microgramos por litro a partir de las lecturas del fluorémetro, se
realizd una curva de calibracion con la clorofila a extraida con etanol caliente (Nusch,
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1980; Figura 4). Una unidad fluorométrica de clorofila a se corresponde con 9.837 ug I

! de este pigmento.

600 - o
R2=0,983

500 -
400 - o
300 -

200

Clorofila a (ngl")

100 -

O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Clorofila a (UF)

Figura 4. Regresion lineal ajustada entre la clorofila a extraida por el método de etanol caliente y las
mediciones fluorométricas de clorofila a realizadas en siete diluciones del cultivo de Ankistrodesmus sp.

La recta ajustada es: y = 9.837x.

Se estim¢ la tasa de crecimiento del fitoplancton como el aumento en la
concentracion de clorofila por unidad de tiempo. Dicha tasa se calculd en cada
tratamiento como la pendiente de la recta ajustada (regresion lineal) entre el logaritmo

neperiano del contenido de clorofila a en funcién del tiempo.

Se realizaron mediciones del rendimiento cuantico (del inglés quantum yield)
del fitoplancton cada dos dias a través de pulsos de amplitud modulados (fluorémetro
Walz, Alemania). El rendimiento cuéntico hace referencia a la probabilidad de que la
energia absorbida de un fotdn sea utilizada para la fotosistésis (entre a la cadena de
transporte de electrones, etc), por lo que esta medida es utilizada como un indicador de
la eficiencia fotosintética (Maxwell & Johnson, 2000).

Con el fin de determinar las caracteristicas fisicas-quimicas del agua se tomaron
medidas in situ cada dos dias. Se determind temperatura, concentracion de oxigeno
disuelto en ppm y porcentaje de saturacién con un oximetro (OxyGuard, Handy
Gamma); pH con el sensor DIGITAL pH METER y conductividad (Hanha).

15



Se colectaron muestras al inicio y al final del experimento para analizar la
concentracion de nutrientes totales y disueltos. Se colectaron 60 ml de agua de cada
mesocosmo para el analisis de nutrientes totales y otros 60 ml fueron filtrados a través
de un filtro GF/C (Whatmann) para los analisis de nutrientes disueltos. Se determind la
concentracion de nitrato (Miller & Widemann, 1955), amonio (Koroleff, 1970) y
fésforo reactivo soluble (Murphy & Riley, 1962). Para la determinacién de nitrogeno y
fésforo total, se oxidaron todos los compuestos nitrogenados en medio basico y los
fosforados en medio acido (Valderrama, 1981). El nitr6geno total se midié como nitrato
mediante el procedimiento de Miller & Widemann (1955) y el fosforo total como

fésforo reactivo soluble utilizando el procedimiento de Murphy & Riley (1962).

Finalmente se cuantifico el peso fresco y seco final de las plantas reales
utilizadas en cada microcosmo con el fin de evaluar si existieron diferencias

significativas entre los tratamientos vegetados.

3.4 Modelo propuesto y analisis estadistico empleado

Para las variables registradas sucesivas veces sobre las unidades experimentales
(clorofila a, turbidez, rendimiento cuantico, temperatura, concentracién de oxigeno, pH
y conductividad ) se procedio al analisis de las medidas repetidas con modelos mixtos.
Los modelos mixtos afrontan de forma directa el problema relativo a la modelacién de
la estructura de covarianza de los efectos aleatorios (Ver Anexo). Es posible evaluar el
ajuste de modelos con diferentes estructuras, y hacer inferencias a partir del modelo que
mejor se ajuste a los datos. Como fuentes de variacién se incluyeron: el factor
tratamiento, el tiempo, la interaccion tratamiento por tiempo y los errores asociados. Las
hipotesis a probar en un anlisis de medidas repetidas en el tiempo con el factor
tratamiento agrupando las observaciones son: 1) no hay interaccion tiempo por
tratamiento, 2) no hay efecto tiempo y 3) no hay efecto tratamiento. EI modelo

propuesto es el siguiente:

Yi=p+ Ti+7yi + t + (T X )i + Eijk
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donde,

Yij: Contenido de clorofila del i-ésimo tratamiento, j-ésima repeticion y k-ésimo tiempo.
p: Media poblacional.

T;: Efecto del tratamiento i, i =1, 2, 3, 4.

vi: Error asociado al tratamiento i, efecto aleatorio de la unidad experimental.

tx: Efecto del tiempo k, k=10,1,2,3,4,5,6, 7.

(T x t)i: Efecto de la interaccion del tratamiento i y el tiempo k.

&ijx: Error experimental

Se evaluaron diferentes formas de modelar la correlacion en el tiempo mediante
el uso de modelos mixtos. Se probaron seis estructuras de la matriz de varianzas y
covarianzas: simetria compuesta, autorregresivo de orden 1, autorregresivo de orden 1
con efecto aleatorio, autorregresivo de orden 1 con varianzas heterogéneas,
antedependencia, Toeplitz y la matriz sin restricciones (unestructured) (Littell et al.,
2000). Con el fin de seleccionar el modelo con la matriz de varianzas y covarianzas que

mejor se ajuste a los datos se utilizé el criterio de informacion Akaike (AIC).

Con el objetivo de que se cumpla el supuesto de homoscedasticidad en el
analisis de medidas repetidas de la variable clorofila a se transformaron los valores
aplicando el logaritmo neperiano. Este analisis se realizo para el experimento 1 de P.
illinoensis y de forma global para las observaciones del experimento 2 de P. illinoensis
y M. quitense, en los resultados se muestran de manera separada para simplificar la
presentacion. Para la comparacion de los efectos de los tratamientos se utilizaron

contrastes ortogonales.

Para el anélisis de la tasa de crecimiento, el peso de las plantas y la comparacion
de los nutrientes entre tratamientos se procedio con un analisis de varianza de una via en
los que se verificaron los supuestos de homogeneidad de varianzas y distribucion
normal de los residuos. Se utilizd una aproximacion visual a los supuestos con los
graficos de residuos versus predichos, histogramas de los residuos y qg-plot (cuantiles
observados versus cuantiles tedricos de una distribucion normal), y se realizaron las

pruebas de Levene y Shapiro-Wilk.
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Se trabajo con los programas estadisticos SAS (con el procedimiento mixed) y R

(con la libreria nime).
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4. RESULTADOS

4.1 Condiciones de cultivo

Con respecto a las condiciones de cultivo, los experimentos se llevaron a cabo a
una temperatura promedio de la columna de agua de 19 °C y no present0 variaciones

significativas a lo largo del tiempo. La conductividad y el pH presentaron una media de

-1
233 uSi cm y 8 respectivamente, y no variaron de manera significativa durante los
experimentos ni entre tratamientos. El porcentaje de saturacién del oxigeno fue del

94%, no se observaron diferencias en el tiempo ni entre los tratamientos en ambos
-1
experimentos. El nitrogeno y fosforo total inicial promedio fue de 1742 y 258 ug |
-1
respectivamente. El nitrégeno disuelto inicial en forma de nitrato fue de 595 ug | vy el

- -1 ’ - - - - -1
amonio 130 pg | . El fésforo reactivo soluble inicial fue de 259 gl . No se
encontraron diferencias significativas en las concentraciones de nutrientes iniciales

entre tratamientos.

4.2 Cultivo de las macroéfitas

Las dos especies seleccionadas se adaptaron a las condiciones de cultivo y se
desarrollaron favorablemente en laboratorio. No se encontraron diferencias
significativas con respecto al peso fresco (F, 3= 0.87, p=0.498) y seco (F@, 3= 3.71
p=0.061) calculado al final del experimento entre los tratamientos con plantas reales
(Tabla 1).

Tabla 1. Peso fresco y seco de las plantas al final del experimento.

Peso fresco (g) ‘ Peso seco (g)
Media Rango Media Rango
M. quitense | 19.15  16.24 -23.32 ‘ 1.46 1.23-1.80
P.illinoensis | 21.18 17.82-24.16 1.87 16-2.23
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4.3 Crecimiento exponencial de Ankistrodesmus sp

El crecimiento de Ankistrodesmus sp en el medio de cultivo seleccionado, bajo
las condiciones de laboratorio antes descriptas, fue exponencial (Figura 5). Se logro un

crecimiento de la microalga que no estuvo limitado por nutrientes en ninguno de los
experimentos.

50
A Experimento 1

® Experimento 2

40

Clorofila a (UF)

0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (dias)

Figura 5. Crecimiento exponencial de los controles en el experimento 1y 2.

4.4 Experimento 1
4.4.1 Efecto de P. illinoensis sobre el crecimiento de Ankistrodesmus sp

La Clo a presentd un rango de variacion de 20 a 445 pg I Los tratamientos
comenzaron con un valor promedio de Clo a de 21.5 ug Iy un desvio estandar de 1.1
ng I, no existieron diferencias significativas en el contenido de clorofila in situ al
comienzo del experimento ( F(6=0.82, p=0.4834). El tratamiento con la planta real de
P. illinoensis fue el que presentd el menor crecimiento algal, luego le siguio el
tratamiento con el simil plastico de P. illinoensis y el control (Figura 6). Al final del
experimento la biomasa algal del tratamiento con el simil plastico fue un 25% menor
que en el control, y en presencia de la planta real la concentracién de clorofila final fue
un 37% menor que el control (Tabla 2). En el analisis de medidas repetidas realizado, el
modelo mixto que mejor se ajusto a los datos fue el que presentd una estructura de la

matriz de varianzas-covarianzas autorregresiva de orden 1. A partir del modelo ajustado
20



se obtiene que el factor tratamiento, tiempo y la interacciéon tiempo por tratamiento
fueron  significativos  (F211.9=25.65, p<0.0001; F(383=701.09, p<0.0001,
F(14,37.4=7.60, p<0.0001 respectivamente). Con respecto al control y al tratamiento con
el simil plastico de P. illinoensis en los contrastes realizados se observaron diferencias
significativas desde el dia 3 hasta el dia 7 del experimento. En el control con la planta
plastica la clorofila a fue estadisticamente mayor que con la planta real a partir del dia

3. En el dia uno y dos no se observan diferencias significativas.
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Figura 6. Boxplot del contenido de clorofila a en unidades de fluorescencia en el tratamiento de P.
illinoensis y sus controles en funcion del tiempo en el experimento 1. La base y el alto de las cajas
representan el primer y tercer cuartil respectivamente, las barras verticales son + 1.5 veces el rango

intercuartilico y la linea horizontal dentro de las cajas indica la mediana.

Tabla 2. Clorofila promedio de los tratamientos en el experimento 1 de P. illinoensis y su error estandar,
y el porcentaje de reduccion de la biomasa promedio con respecto al control. Con letras se muestra los
resultados de la prueba de comparacién de Tukey (nivel de significancia p=0.05).

Clorofila a (ug 1)

. . Reduccidn respecto al
Inicial Final

Tratamiento control (%)
Control 221+16 374.7+62.1 -
Simil P. illincensis | 20.9+0.9 284.3+27.3 24.0 A
P. illinoensis 215+05 239.7+17.0 29.8 A
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En todos los tratamientos el crecimiento de Ankistrodesmus sp fue exponencial.
Se obtuvieron valores del coeficiente de determinacion (R?) cercanos a uno en el ajuste
lineal del logaritmo del contenido de clorofila a in situ en funcién del tiempo (Figura 7).
Con respecto a la tasa de crecimiento de la microalga, existieron diferencias
significativas entre los tratamientos (F(,6=6.69, p=0.0297; Figura 7). La tasa de
crecimiento en presencia de P. illinoensis (0.399 png I*dia®) disminuyé
significativamente respecto al control (0.468 pg Idia™). Por otro lado, la tasa en el
tratamiento con el simil (0.418 pg I*dia™) se encuentra en una situacién intermedia y no

se diferencid de los anteriores.

1e control R*=0.89
®© Simil P.illinoensis R* = 0.95
O  P.illinoensis R?=0.92

Ln (Clorofila a)

Tiempo (dias)

Figura 7. Logaritmo natural del contenido de clorofila a in situ en funcion del tiempo para cada
tratamiento en el experimento 1. Se muestra el coeficiente de determinacién (R?) de la regresion lineal
realizada para cada tratamiento. Los puntos representan las medias del logaritmo de clorofila a en cada
tiempo vy las barras verticales el desvio estandar correspondiente.

4.5 Experimento 2
4.5.1 Efecto de P. illinoensis sobre el crecimiento de Ankistrodesmus sp

La Clo a present6 un rango de variacién de 13.0 a 521.4 pg 1™, los tratamientos
comenzaron con un valor promedio de Clo a de 15.3 pg I, y un desvio de 1.0 ug I™%. El

tratamiento con la planta real de P. illinoensis fue el que presentd el menor crecimiento
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algal, luego le siguid el tratamiento con la planta plastica y el control (Figura 8). Al
final del experimento la biomasa algal del tratamiento con el simil plastico fue un 45%
menor que en el control, y en presencia de la planta real la biomasa final fue un 52%
menor que el control (Tabla 3). EI modelo que mejor se ajusto a los datos en el analisis
de varianza de medidas repetidas fue el que present6 una matriz de varianza-covarianza
del tipo antedependencia. A partir del modelo ajustado se obtuvo que el factor
tratamiento, tiempo y la interaccion tiempo por tratamiento fueron significativos
(Fui0=27.4, p<0.0001; F14=101.3, p<0.0001;  Fpg19=5.6, p=0.0001
respectivamente). De los contrastes ortogonales realizados para estimar las diferencias
entre tratamientos en el modelo mixto ajustado, se obtuvo que a partir del primer dia se
encontraron diferencias significativas entre el control y el simil plastico de P.
illinoensis. Sin embargo, no se observaron diferencias en el contenido de clorofila in

situ de tratamiento con simil plastico y la planta real a lo largo del experimento.

B Control
50 — Simil P illinoensis
O P jlinognsis

Clorofila a (UF)

Tiempo (dias)

Figura 8. Boxplot del contenido de clorofila a en unidades de fluorescencia en el tratamiento de P.
illinoensis y sus controles en funcion del tiempo en el experimento 2. La base y el alto de las cajas
representan el primer y tercer cuartil respectivamente, las barras verticales son + 1.5 veces el rango
intercuartilico y la linea horizontal dentro de las cajas indica la mediana.
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Tabla 3. Clorofila promedio de los tratamientos en el experimento 2 de P. illinoensis y su error estandar,
y el porcentaje de reduccién de la biomasa promedio con respecto al control. Con letras se muestra los

resultados de la prueba de comparacion de Tukey (nivel de significancia p=0.05).

Clorofila a (ug 1)
Reduccion respecto al

Tratamiento Inicial Final control (%)
Control 14717 481.7+46.0 -
Simil P. illinoensis | 15.9+0.3 264.0 +48.4 433 A
P. illinoensis 153+06 229.7+324 51.4 A

Todos los tratamientos presentaron un crecimiento exponencial de la biomasa
algal. Se obtuvieron coeficientes de determinacion cercanos a uno en las regresiones
lineales ajustadas en cada tratamiento (Figura 8). La tasa de crecimiento de
Ankistrodesmus sp se vio reducida cuando estuvo presente P. illinoensis o el simil
plastico (F(26=23.55, p=0.0014). La tasa de crecimiento en el control fue 0.52 ng Clo a
I"*dia™, mientras que la tasa en el tratamiento con la planta real y con el simil fue 0.40 y

0.42 respectivamente.

7 @ cControl R*=0.95
@  Simil P. illinoensis R?=0.96
O  P.jllinoensis R*=0.97
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Figura 8. Logaritmo natural del contenido de clorofila a in situ (UF) en funcion del tiempo para cada
tratamiento en el experimento 1. Para cada regresion lineal se muestra el coeficiente de determinacion
(R?) correspondiente. Los puntos representan las medias del logaritmo de clorofila a en cada tiempo y las

barras verticales el desvio estandar.
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La eficiencia fotosintética del cultivo evaluada a partir de PAM no presento
diferencias significativas a lo largo del tiempo entre los tratamientos, presentd una
eficiencia fotosintética con media y desvio de 0.698 + 0.015.

La concentracion promedio final de nitrogeno y fdsforo total en el control fue de
1176 y 192 ug I respectivamente. Las concentraciones finales de los nutrientes
disueltos evaluados fueron de 9 g I de fésforo reactivo soluble, 23 ug I* de nitrato y
19 ug I"* de amonio, lo cual representa una reduccion con respecto a las concentraciones

iniciales del 97, 96 y 91 % respectivamente.

Al Gltimo dia del experimento el fosforo reactivo soluble se redujo en promedio
un 68%, existiendo diferencias significativas en la reduccion de este nutriente entre los
tratamientos (Fz8=23.47, p=0.0003; Figura 10a). A partir del test de Tukey se
formaron dos grupos, el primero con una media menor (67% de reduccion) conformado
por los tratamientos con plantas reales y el segundo que alcanz6 un 94% de reduccion
constituido por el control y el tratamiento con el simil plastico. El nitrato disuelto al
final del experimento se redujo en promedio un 87% con respecto al primer dia, la
reduccion fue estadisticamente diferente entre los tratamientos (Fg=129.4, p<0.0001;
Figura 10b). La reduccion de la concentracion de amonio (Figura 10c) fue del 91%, y

no se registraron diferencias entre los tratamientos.
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Figura 10. Reduccién de la concentracién de fosforo reactivo soluble (a), nitrato (b) y amonio (c), con
respecto a la concentracion inicial en cada tratamiento. Con letras se muestran los resultados de la prueba

de comparacion de Tukey (nivel de significancia 0.05). Se indican las medias de reduccion con su desvio
estandar.
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Si se toma como referencia la asimilacion de nutrientes que realiza el
fitoplancton en el tratamiento control, la biomasa que esta presente en el tratamiento con
el simil plastico deberia reducir un 53% del fdésforo reactivo soluble, sin embargo
reduce el 90.5% de dicho nutriente. En el tratamiento con P. illinoensis se da una
reduccion del 74% mientras que dada su biomasa deberia reducir el 46% del fosforo

reactivo soluble.

Con respecto al nitrato disuelto sucede algo similar, dada la biomasa presente en
el tratamiento con simil y con la planta real se deberia reducir un 53 y 46%, sin embargo

se reduce un 96 y 90% respectivamente.

4.5.2 Efecto de M. quitense sobre el crecimiento de Ankistrodesmus sp

La Clo a present6 un rango de variacion de 13.0 a 521.4 pg I™". Los tratamientos
comenzaron con un valor promedio de Clo a de 15.7 + 1.5 pug I y no existieron
diferencias significativas en el contenido de clorofila al inicio. El tratamiento con M.
quitense fue el que presentd el menor crecimiento algal, luego le sigui6 el tratamiento
con la planta plastica y el control (Figura 11). Al final del experimento la biomasa algal
del tratamiento con el simil plastico fue un 58% menor que en el control, y en presencia
de la planta real la biomasa final fue un 74% menor que el control (Tabla 3). Como se
menciond en la seccion anterior el modelo que mejor se ajusté a los datos en el analisis
de varianza de medidas repetidas fue el que presenta una matriz de varianza covarianza
del tipo antedependencia. Los factores tratamiento, tiempo y la interaccion tiempo por
tratamiento fueron significativos (F,10=27.4, p<0.0001; F(714=101.3, p<0.0001,
F(28,19=5.6, p=0.0001 respectivamente). De los contrastes ortogonales realizados para
estimar las diferencias entre tratamientos se obtiene que a partir del segundo dia se
encontraron diferencias significativas entre el control y el simil plastico de P.
illinoensis. Entre el tratamiento con la planta plastica y la planta real las diferencias se

encontraron a partir de las 24 horas de comenzado el experimento.
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Figura 11. Boxplot del contenido de clorofila a en unidades de fluorescencia en el tratamiento de M.
quitense y sus controles en funcién del tiempo en el experimento 2. La base y el alto de las cajas
representan el primer y tercer cuartil respectivamente, las barras verticales son + 1.5 veces el rango

intercuartilico y la linea horizontal dentro de las cajas indica la mediana.

Tabla 4. Clorofila promedio de los tratamientos en el experimento con M. quitense y su error estandar. Se
indica el porcentaje de reduccion de la biomasa promedio con respecto al control (F4=10, p=0.0325).
Con letras se muestra los resultados de la prueba de comparacién de Tukey (nivel de significancia
p=0.05).

Clorofila a (ug 1™
Reduccidn respecto al

Tratamiento Inicial Final control (%)
Control 147+1.7 481.7%46.0 -
Simil M. quitense | 16.1+1.1 202.8+ 32.0 52.1A
M. quitense 164+16 123.2+82 71.8B

La tasa de crecimiento de Ankistrodesmus sp se vié reducida cuando estuvo
presente M. quitense o el simil plastico con respecto al control (F(6=88.36, p<0.0001).
La tasa de crecimiento en el control es 0.52 pg I™*dia™, en el tratamiento con el simil es
0.39 pgl™dia® y con la planta real es 0.32 ug I*dia® (Figura 12). Todas las tasas
resultaron estadisticamente diferentes con un test de Tukey a una significancia del 0.05.
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Figura 12. Logaritmo natural del contenido de clorofila a in situ (UF) en funcidn del tiempo para cada
tratamiento en el experimento con M. quitense. Para cada regresion lineal se muestra el coeficiente de
determinacion (R?) correspondiente. Los puntos representan las medias del logaritmo de clorofila a en

cada tiempo y las barras verticales el desvio estandar.

La eficiencia fotosintética del cultivo evaluado a partir de PAM no presentd
diferencias significativas a lo largo del tiempo entre los tratamientos, la eficiencia

fotosintética registré una media general de 0.700.

Al finalizar el experimento el fosforo reactivo soluble se redujo en promedio un
68%, existiendo diferencias significativas en la reduccién de este nutriente entre los
tratamientos (Fz8=23.47, p=0.0003; Figura 1la). A partir del test de Tukey se
formaron dos grupos, el primero con una media menor (67% de reduccién) formado por
los tratamientos con plantas reales y el segundo que alcanz6 un 94% de reduccion
constituido por el control y el tratamiento con el simil plastico. El nitrato disuelto al
final del experimento se redujo en promedio un 87% con respecto al primer dia, la
reduccion fue estadisticamente diferente entre los tratamientos (F(8=129.4, p<0.0001;
Figura 11b). La reduccion de la concentracion de amonio (Figura 11c) fue del 91%, y

no se registraron diferencias entre los tratamientos.
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Figura 11. Reduccién de la concentracién de fosforo reactivo soluble (a), nitrato (b) y amonio (c), con
respecto a la concentracion inicial en cada tratamiento. Con letras se muestran los resultados de la prueba

de comparacion de Tukey (nivel de significancia 0.05). Se indican las medias de reduccion con su desvio
estandar.
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Si se toma como referencia la asimilacion de nutrientes que realiza el
fitoplancton en el control, la biomasa que esta presente en el tratamiento con el simil
plastico de M. quitense deberia reducir un 41% del fosforo reactivo soluble, sin
embargo reduce el 88% de dicho nutriente. En el tratamiento con M. quitense se da una
reduccion del 43% mientras que dada su biomasa deberia reducir el 25% del fosforo
reactivo soluble. Con respecto al nitrato disuelto sucede algo similar, dada la biomasa
presente en el tratamiento con simil y con la planta real se deberia reducir un 40 y 25%,

sin embargo se reduce un 89 y 92% respectivamente.

4.5.3 Efecto comparativo de P. illinoensis y M. quitense sobre Ankistrodesmus sp

En el experimento 2 de P. illinoensis y el de M. quitense se observa el mismo
patrén en lo que respecta a la variacion de la biomasa de Ankistrodesmus sp a lo largo
del tiempo. En ambos el control es el que alcanza una mayor biomasa, y se diferencia
estadisticamente de los similes plasticos. En ambos casos se observa el mismo patrén en
donde los tratamientos con plantas reales presentan una biomasa menor de fitoplancton
que la de sus similes. La biomasa de Ankistrodesmus sp observada con M. quitense es
estadisticamente diferente que la de P. illinoensis desde el dia uno al dia siete (Figura
12). En el tratamiento con M. quitense la biomasa promedio es aproximadamente la
mitad que la de P. illinoensis. La menor tasa de crecimiento de Ankistrodesmus sp se
observa cuando M. quitense esta presente en el medio de cultivo. El efecto del simil
plastico de M. quitense se diferencid estadisticamente del simil de P. illinoensis a partir
del dia 4 del experimento (Figura 13).
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Figura 12. Boxplot del contenido de clorofila a en unidades de fluorescencia en los tratamiento con las
plantas reales M. quitense y P. illinoensis, y su control en el experimento 2. La base y el alto de las cajas
representan el primer y tercer cuartil respectivamente, las barras verticales son + 1.5 veces el rango
intercuartilico y la linea horizontal dentro de las cajas indica la mediana.
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Figura 13. Boxplot del contenido de clorofila a en unidades de fluorescencia en los tratamiento con los
similes plasticos de M. quitense y P. illinoensis, y el control en el experimento 2. La base y el alto de las
cajas representan el primer y tercer cuartil respectivamente, las barras verticales son + 1.5 veces el rango

intercuartilico y la linea horizontal dentro de las cajas indica la mediana.
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5. DISCUSION

Las plantas acuaticas P. illinoensis y M. quitense presentan un efecto negativo
sobre el crecimiento de la clorofita Ankistrodesmus sp. En los ensayos realizados se
encuentra el mismo patron en cuanto a la variacion del contenido de clorofila a en los
distintos tratamientos, el control es el que alcanza la mayor biomasa fitoplanctoénica,
luego le sigue el simil plastico y por Gltimo la planta real. Existen registros sobre el
efecto inhibitorio del género Myriophyllum (Planas et al., 1981; Jasser, 1995; Gross et
al., 1996; Nakai et al., 1999; Nakai et al., 2000; Nakai et al., 2001; Korner & Nicklisch,
2002; Leu et al., 2002) y Potamogeton (Jasser, 1995; Wu et al., 2007) sobre el
fitoplancton. No existen antecedentes cientificos acerca del efecto en particular de M.
quitense sobre el fitoplancton; sin embargo, los resultados concuerdan con experimentos
recientes sobre competencia entre P. illinoensis y fitoplancton (Vanderstukken et al.,
2011).

La reduccion de la biomasa fitoplanctdnica puede ser afectada por diversos
factores como ser: depredacion, sedimentacion, disponibilidad de luz, competencia por
nutrientes y compuestos alelopaticos (Scheffer et al., 1993). El control por herbivoria
que puede realizar el zooplancton sobre el fitoplancton no fue incluido en el presente

trabajo.

Uno de los factores que puede afectar negativamente al fitolpancton es el
aumento de la sedimentacién y la reduccidn de la resuspension que sucede entorno a las
macrofitas (Jones, 1990; Loseé & Wetzel, 1993; Barko & James, 1997). El efecto
causado por la sedimentacion probablemente haya ocurrido con igual intensidad en los
tratamientos con plantas reales y con los similes plasticos, ademas que pudo haber sido
contrarrestado por la presencia de oxigenadores de forma continua en los recipientes y
por la mezcla diaria del agua en todos los tratamientos. Con respecto a la competencia
por el recurso luz, la sombra causada por las macrdéfitas puede tener un efecto negativo
sobre la luz disponible para el fitoplancton (Pokorny et al., 1984; Sand-Jesen, 1989;
Ozimek et al., 1990). El efecto de la sombra esta fuertemente relacionado con la
biomasa de las macréfitas y también con la arquitectura de la especie, la misma biomasa
en diferentes especies puede tener efectos distintos en cuanto a la sombra (Sher-Kaul et

al., 1995). El coeficiente de extincion de la luz puede variar sustancialmente entre
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bancos de macrofitas de distintas especies (Carpenter & Lodge, 1986). Para ambas
especies de plantas analizadas, se observaron diferencias significativas en el desarrollo
de fitoplancton, estimado como contenido de clorofila a, en el tratamiento con las
plantas de plastico y el control. El efecto de la estructura de M. quitense fue mayor y se
diferencid de la de P. illinoensis a partir del dia cuatro, la hoja disectada de la primera

podria tener una capacidad de interceptar la luz mayor que la hoja entera de la segunda.

En los experimentos con P. illinoensis y con M. quitense se observan diferencias
entre los tratamientos con similes plasticos y con plantas reales, por lo que los datos

sugieren la ocurrencia de un factor adicional ademés de la competencia por la luz.

Las plantas acuaticas pueden competir con el fitoplancton por los nutrientes
presentes en la columna de agua (van Donk et al., 1993). Si bien las especies de
macréfitas con las que se trabajé son enraizadas, en los tratamientos con plantas reales
se observo que las mismas toman una parte de los nutrientes directamente desde la
columna de agua. La evidencia experimental indica que las macréfitas no llegaron a
disminuir los nutrientes disueltos como para afectar el crecimiento algal, ambos estan
utilizando el mismo recurso pero en todos los casos se verificd una fase de crecimiento
exponencial, por lo que los nutrientes no serian limitantes. Ademas, el efecto de las
plantas no afectd la asimilacion de nitrogeno ni fosforo por parte del fitoplancton, dada
la biomasa presente en los tratamientos con plantas reales la asimilacion de nutrientes

fue mayor (por unidad de biomasa) en presencia de plantas que en el control.

La liberacién de compuestos alelopaticos por parte de las macrofita es otro
mecanismo que puede llevar a la inhibicién del crecimiento del fitoplancton (Gopal &
Goel, 1993; Hilt & Gross, 2008). Existen registros de sustancias alelopaticas liberadas
por especies del género Myriophyllum y Potamogeton (ej. Nakai et al., 2001; Wu et al.,
2007). La evidencia experimental sugiere que la presencia de compuestos alelopaticos
en las especies estudiadas podria ser la causante de los patrones de crecimiento
observados; siendo el efecto alelopatico de M. quitense mayor que el de P. illinoensis.
Los resultados de PAM del fitoplancton no arrojan datos que demuestren efectos
adversos con relacion a la performance fotosintética del fotosistema 11 de

Ankistrodesmus sp en presencia de ninguna de las dos macrdéfitas estudiadas. Por lo
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tanto, la capacidad de asimilar nutrientes y la eficiencia fotosintética no estarian siendo

afectadas cuando el fitoplancton esta en presencia de ambas especies.

Si bien puede ser dificultoso o a veces incluso imposible determinar los
mecanismos causales del control de la biomasa algal por parte de las macrofitas, los
resultados demuestran claramente el efecto inhibitorio de las especies estudiadas sobre
el crecimiento de la clorofita Ankistrodesmus sp, al menos en las condiciones

experimentales y durante un periodo corto

Por el momento no es posible identificar el aleloquimico ni su modo de accion.
Se propone para una futura investigacion la purificacion de compuestos
alelopaticamente activos a partir de extractos o exudados de ambas especies. También
seria de interés estudiar en lagos cual es el efecto de estas especies sobre comunidades
naturales de fitoplancton, comparando la composicién y estructura microalgal en los

bancos de plantas y en aguas abiertas.

Es importante destacar el efecto que pueden causar las macrofitas estudiadas en
el crecimiento del fitoplancton en ausencia de herbivoros (principalmente
zooplanctonicos). Esta situacion es particularmente relevante en regiones calidas en
donde existe una baja presion de depredacion por parte del zooplancton en los bancos de
plantas (Meerhoff et al., 2007; Kosten et al., 2009). La evidencia presentada
experimentalmente por Vanderskutten et al. (2011) y Kosten et al. (2009) sugiere que
solamente los mecanismos de interaccion directa entre las macrdfitas y el fitoplancton
podrian ser suficientes para establecer estados de agua clara, incluso en escenarios de
ausencia de medianos y grandes herbivoros. La evidencia aportada en la presente
investigacion concuerda con la afirmacion anterior, y seria de interés continuar con
experimentos y muestreos que complementen lo observado, e incorporar diferentes
métodos para probar efectos alelopaticos, como por ejemplo: experimentos en bancos de
plantas presentes en lagos, obtener extractos de las macroéfitas y la utilizacion de bolsas
de dialisis. Se plantea estudiar ademas como es el efecto de las macroéfitas a diferente
biomasa, cuél es la biomasa necesaria para observar un efecto de inhibicion, estudiar si
el efecto inhibitorio sobre el fitoplancton varia segun el estado fisiologico de las plantas,

y tal vez realizar experimentos en laboratorio a diferente temperatura para observar cual
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es el efecto de estas especies y si es posible relacionarlo con lo observado en diferentes

climas.
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7. ANEXO

Analisis de medidas repetidas en el tiempo

Cuando se realizan experimentos en los que se mide una variable sobre la misma
unidad experimental a lo largo del tiempo se obtienen mediciones seriales, también
Ilamadas datos longitudinales, que se caracterizan por estar frecuentemente
correlacionadas (Littell et al., 2000). Existen diferentes abordajes para el andlisis de
medidas repetidas en el tiempo, desde la mas simple a la mas compleja, estas estrategias
son: a) el analisis por separado de cada intervalo de tiempo, b) el analisis univariado de
la varianza en un tiempo de interés (parcelas divididas en el tiempo, ANOVA), c) el
andlisis multivariado de la varianza (MANOVA) y d) los métodos basados en los
modelos mixtos (Littell et al., 1998; Keselman et al., 1999). El anélisis por separado de
cada punto de tiempo no requiere procedimientos especiales, ya que se realiza un
analisis de varianza de forma independiente en cada momento, pero no se considera el
posible efecto del tiempo, siendo su inferencia limitada, no logrando obtener

conclusiones generales.

En el analisis de datos longitudinales se debe considerar la posible correlacion
entre las medidas repetidas, las medidas mas cercanas en el tiempo han de estar mas
correlacionadas que las mas lejanas (Verbeke & Molenberghs, 2009). Ignorar o evitar la
estructura de covarianza puede llevar a inferencias invalidas (Zhang, 2004). Las
correlaciones que existen entre las observaciones de la misma unidad experimental
quedan reflejadas en la matriz de covarianza, y no todos los modelos estadisticos parten

de los mismos supuestos con respecto a esta estructura.

Los procedimientos clasicos, como el analisis univariado y el analisis
multivariado, evitan el problema de la correlacion y no lo afrontan de forma directa. El
analisis univariado tradicional asume que las medidas no estan correlacionadas en el
tiempo, dispone de una estructura de covarianza altamente restringida con menos
parametros a estimar. Es una técnica mas eficiente y potente para detectar el efecto de
los tratamientos si se cumple con el supuesto de independencia de las mediciones. Por

otra parte, en el analisis multivariado la matriz de covarianza no queda restringida, las
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varianzas y covarianzas de medidas repetidas pueden tomar cualquier valor, de modo
que el procedimiento puede ser ineficiente dada la gran cantidad de pardmetros a
estimar. Por lo tanto el analisis univariado resulta muy restringido y el multivariado
altamente liberal (Arnau & Bono, 2008). Si bien estos tipos de analisis son sencillos y
potentes, en la mayoria de los casos no se cumplen los supuestos que los mismos

asumen.

Por el contrario, los modelos lineales mixtos afrontan de forma directa el
problema relativo a la modelacion de la estructura de covarianza. Es posible evaluar el
ajuste de modelos con diferentes estructuras, y hacer inferencias a partir del modelo que
mejor se ajuste a los datos. “El modelado exacto de la estructura de covarianza es una
importante consideracion para los investigadores aplicados dado que un incremento en
la precision al estimar las estructuras de covarianza produce un incremento en la
potencia estadistica para detectar los efectos de los tratamientos” (Kowalchuk et al.,

2004, p.224).

El anélisis univariado y multivariado para datos longitudinales presenta serias
limitaciones ya que requieren datos balanceados y completos por medida. En modelos
mixtos cuando alguna unidad experimental no posee todas las observaciones realizadas
al conjunto, no por ello debe ser eliminada, es posible trabajar con datos faltantes, esta
es una clara ventaja en comparacion con el resto de los abordajes. Ademas los modelos
mixtos permiten analizar los datos de forma correcta cuando las mediciones se

realizaron a intervalos no constantes (Arnau & Bono, 2008).

Los modelos mixtos son modelos estadisticos que se constituyen de efectos fijos
y aleatorios, los mismos fueron propuestos originalmente para aplicaciones en genética
animal (Henderson, 1975, 1986). En un efecto fijo se considera que los niveles
utilizados son los Unicos que son de interés, y las inferencias que se realizan estan
restringidas a los niveles planteados (Gotelli & Ellison, 2004). En un efecto aleatorio los
niveles representan una muestra aleatoria de todos los posibles niveles, y se plantean
cuando se quieren estimar componentes de varianza. Los modelos mixtos estiman tanto
los valores esperados de las observaciones (efectos fijos) como las varianzas y

covarianzas de las observaciones (efectos aleatorios), de esta forma es posible modelar
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las correlaciones de datos longitudinales de forma correcta, eligiendo la estructuras de

correlacion que mejor se ajuste al caso de estudio (Littell et al., 2006).
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