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Resumen

Las lentejas de agua son pequefias plantas acuaticas flotantes que viven en aguas
estancadas con materia organica en descomposiciébn y pueden crecer y reproducirse
extremadamente rapido, mientras consumen nutrientes del agua y acumulan almidén en su
biomasa. Estas caracteristicas las hacen excelentes candidatas para la depuracion de
efluentes y como sustrato para la fermentacién. Su ubicuidad define un amplio banco de
ecotipos. Nuestro objetivo fue evaluar el crecimiento, la eficiencia depuradora y el potencial
fermentativo de ecotipos de especies de Lemna autdctonos de Argentina.

Se cultivaron 9 ecotipos en esterilidad, 25°C y 9000 lux, utilizando la mezcla de sales
Schenk&Hildebrandt (0,5X, pH=6,5) como medio de cultivo, durante 7 y 14 dias. Se partié de
20 6 40 plantas por repeticion (n=3), de los ecotipos de mayor y menor tamafio de fronda,
respectivamente, para intentar homogeneizar la densidad inicial. Se midi6é la extraccién de
amonio (N-NH,) y de fésforo reactivo soluble (PRS) del medio de cultivo, la tasa de
crecimiento relativo (TCR) a partir del peso seco de la biomasa y la concentracion de
almidon como indicador del potencial fermentativo.

Los ecotipos presentaron diferencias en la TCR y en la concentracion de almidoén (3,3-11,2%
almidén). La TCR vari6 en funcion de la densidad inicial describiendo una funcion
logaritmica. La densidad inicial estuvo definida por el tamafio de fronda, el niUmero inicial de
plantas y el periodo de crecimiento (la densidad final de la primera semana fue la inicial de
la segunda). La remocién de N-NH, fue proporcional a la produccién de biomasa: 61 mg g™,
y la de PRS fue independiente de la produccion. A partir de estos resultados, planteamos
como hipétesis que la variabilidad del crecimiento, estaria asociada a diferencias

morfoldgicas entre los ecotipos y al efecto de la densidad.

Palabras clave: tasa de crecimiento relativo, nitrégeno, fésforo, almidon.
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Introduccion
Las lentejas de agua son pequefas
plantas acudticas flotantes. Su habitat
natural es en aguas estancadas con
materia organica en descomposicion que
provea un suministro constante de macro
y micro nutrientes. Las especies de este
grupo de

reproducirse  extremadamente

son capaces crecer 'y
rapido,
mientras consumen nutrientes del agua y
acumulan proteinas y almidén en su
biomasa (Lam, Appenroth, Michael, Mori y
Fakhoorian, 2014). Estas caracteristicas
las hacen excelentes candidatas para la
biodepuracibn de efluentes con alto
contenido de material organico acoplada a
la utilizaciéon de la biomasa como sustrato
para la fermentacion lactica o alcohdlica o
como alimento para animales domésticos,
peces e incluso humanos (Goopy Yy
Murray, 2003; van der Spiegel, Noordam y
van der Fels-Klerx, 2013; Xu, Cui, Cheng

y Stomp, 2011).

La descarga de efluentes ricos en
nutrientes hacia los cuerpos de agua
causa eutrofizacion, lo que lleva a la
proliferacion de algas y disminucién del
oxigeno disuelto. La utilizacién de plantas
acuaticas para recuperar nutrientes de las
aguas residuales es una tecnologia
alternativa para convertir los nutrientes en
productos potencialmente Utiles y prevenir
la contaminacion del medio ambiente
(Cheng,

Howard, 2002).

Bergmann, Classen, Stomp vy
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El desarrollo de sistemas de depuracion
incorporando el cultivo de lentejas de
agua exige evaluar su crecimiento. El
de
directamente afectado por la temperatura,

crecimiento estas plantas esta

el fotoperiodo, la densidad y Ila
concentracion de fosforo (P) y nitrégeno

(N) del medio de cultivo (Frédéric, Samir,

Louise y Abdelkrim, 2006; Lasfar,
Monette, Millette y Azzouz, 2007).
Las lentejas de agua son

monocotiledéneas de la familia botanica
de las Lemnaceae y se agrupan en cinco
Wolfia,

Wolfiella y Landoltia) con 37 especies

géneros (Lemna, Spirodela,
(Ziegler, Adelmann, Zimmer, Schmidt y
2015). Se

principalmente de manera vegetativa, de

Appenroth, reproducen
la parte basal de las frondes (6rganos
fotosintetizantes homdlogos a la
integracion de tallo y hoja) emergen
nuevas frondes que eventualmente se
desprenden de la planta que les dio
origen, de modo que forman poblaciones
de plantas genéticamente uniformes. La
ubicuidad de las lentejas de agua en el
mundo define un amplio banco de
ecotipos (especies adaptadas a distintos
ambientes) con variabilidad en cuanto a
su morfologia, crecimiento y composicion.
El estudio de su potencial productivo
contribuye para la seleccion del ecotipo
apropiado para la produccion de biomasa

en un determinado ambiente.
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Objetivo

Nuestro  objetivo fue evaluar el
crecimiento, la eficiencia depuradora y el
potencial fermentativo de ecotipos de 4
especies de Lemna autéctonos de

Argentina.

Materiales y Métodos
Se utilizaron 9 ecotipos: Lemna gibba (50,
109 y 671), Lemna valdiviana (77 y 302),
Lemna minuta (349 y 500),
(49)

coleccion del Rutgers Duckweed Stock

Lemna
aequinoctialis obtenidos de la
Cooperative

(http://www.ruduckweed.org/database.html
) Yy uno (RF),
identificada, que se obtuvo en lagunas de

cuya especie no fue

tratamiento de efluente en la localidad de

Rosario de la Frontera (Salta). Se
realizaron cultivos axeénicos, en
esterilidad, temperatura, radiacion y

fotoperiodo controlados (25 °C, 9000 lux y
12 hs) durante 7 y 14 dias. Se utilizaron
recipientes de vidrio de 250 ml con 100 ml
de medio de cultivo: una mezcla comercial
de sales (0,5X Schenk & Hildebrandt) y
sacarosa (1 g I") ajustada a pH 6,5 con
NaOH  0,1M.

reproducibilidad de los experimentos, los

Para asegurar la

ecotipos se precultivaron en las
condiciones anteriormente detalladas por
dos semanas antes de comenzar los
experimentos. Se inici6 el experimento
con 20 o 40 plantas por repeticion (n=3),

de los ecotipos de mayor y menor tamafio

\
I\

Asociacién de Universidades

GRUPO MONTEVIDEO

o

de fronda, respectivamente, para intentar
homogeneizar la densidad inicial medida
en g m™. Se incluyé un control sin plantas.
Al comienzo del experimento y luego de 7
y 14 dias de crecimiento, se midi6 la
concentracion de amonio (N-NH,) y de
fésforo reactivo soluble (PRS) del medio
de cultivo. Luego de 7 y 14 dias de
crecimiento se midi6 la tasa de
crecimiento relativo (TCR) por dia y, al dia
14, la concentracién de almidén, como

indicador del potencial fermentativo.

El PRS se determindé mediante el método
colorimétrico del acido ascoérbico. El N-
NH,; se determind mediante destilacion y
posterior titulacion. Ambas
determinaciones se analizaron dentro de
dia de

segun la

las 48 horas posteriores al
evaluacion correspondiente,
metodologia de la American Public Health
Association (APHA) (1989). La remocién
de PRS y de N-NH,; se calcul6 como la
concentraciones

diferencia entre las

iniciales y finales.

La TCR se calcul6 a partir del peso seco
(PS) de la biomasa usando la siguiente

ecuacion (Ziegler et al., 2015):
TCR = (In PSiy —1In PSto)/tl-to

y la producciébn se obtuvo como la
diferencia entre la biomasa final y la
inicial:

Produccién = PS; - PSy
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donde t,=0 6 7 dias y t;=7 6 14 dias, para
las semanas 1y 2, respectivamente.

El contenido de almidon se determind

HCl vy
de Lugol
(Appenroth, Krech, Keresztes, Fischer y

mediante  extracciébn  con

colorimetria con solucién
Koloczek, 2010; Sree, Adelmann, Garcia,

Lam y Appenroth, 2015).

Se realiz6 un andlisis de varianza con el
software estadistico Infostat (Di Rienzo,
Casanoves, Balzarini, Gonzéalez, Tablada
y Robledo, 2010) para comprar la TCR y
el porcentaje de almidon entre ecotipos.
Antes, se comprobé la normalidad de los
datos mediante la prueba Shapiro Wilks vy,
como el porcentaje de almidén evidencio
falta de normalidad, se lo transformé
mediante la funcion logaritmo en base 10.
Se realiz6 la comparaciéon mdultiple de las
de Fisher

medias mediante el test

(a=0,05).

Resultados

Los ecotipos presentaron diferencias en la

tasa de crecimiento relativo y en la
concentracion de almidén al dia 14
(Figuras 1y 2).
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Figura 1. Tasa de crecimiento relativo
de

experimento (entre los dias 0 y 7) (barras)

durante la  primera semana

y biomasa individual (simbolos) de cada

ecotipo. Letras  diferentes  indican

diferencias significativas entre ecotipos
(p<0,05).

12

10 |

de d
cd d

bc
ab
| ﬁ m
671 50 RF

349 500 49 302 7 109

% almidén
o

N}

o

Figura 2. Porcentaje de almidon de los
ecotipos evaluados luego de 14 dias de
crecimiento. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre ecotipos

(p<0,05).

La TCR vari6 en funcién de la masa

individual de cada ecotipo y de la
densidad inicial describiendo una funcién
logaritmica (Figura 3).La densidad inicial
estuvo definida por el tamafio de fronda
de cada ecotipo (biomasa individual), por

el nimero de plantas sembradas al inicio
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del experimento y por el periodo de

crecimiento (la densidad final de la
semana 1 fue la inicial de la semana 2).
0,45
0.40 ‘349 ®semana 1
L 49 Osemana 2
035 @,
~ 0,30 | 500
S 025 77
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Figura 3. Relacion entre la tasa de

crecimiento relativo durante la primera y
segunda semana de experimento (entre
los dias 0 y 7 y los dias 7 y 14,
respectivamente) y la densidad inicial. La
densidad final luego de la primera semana
de crecimiento fue la densidad inicial de la

segunda semana de crecimiento.
Y =-0,08In(x) + 0,19; R2= 0,87

La remocién de N-NH, fue directamente
proporcional a la produccion de biomasa:
61 mg N-NH, g (produccién en base
seca) (Figura 4). La concentracion inicial
de N-NH, se redujo en promedio de 19 mg
I"a14ya6mgl*luego de 7y 14 dias de

crecimiento, respectivamente. La

remocién de PRS no se relaciond con la
produccion de biomasa y fue de 40 mg I*

I-l

a 35 mg luego de 7 dias y no se

modificé entre los dias 7 y 14.
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Figura 4. Relacion entre la extraccion de
N-NH, del medio de cultivo y la produccién
de

representa un ecotipo). EI modelo es:

biomasa semanal (cada punto
consumo de N-NH, (mg) = 61 * produccién

(g) + 0,66; R2=0,71

Discusion
Las lagunas de estabilizacion, constituyen
de

comunmente utilizado para pequefias

el tratamiento efluentes  mas
comunidades en Latinoameérica. Consiste
en mantener el efluente en lagunas por un
periodo lo suficientemente prolongado
como para lograr, a través de un proceso
natural, la estabilizacion de la materia
organica y sedimentacion de los soélidos
en suspension (tratamiento primario). A
veces, los efluentes que salen de la
laguna de estabilizacion pasan por dos o
tres lagunas mas para eficientizar la
del
(tratamiento secundario) (Piérart y Rojas,
2013).

secundario

disminucion contenido  organico

En las lagunas de tratamiento
la materia organica del

efluente es parcialmente removida o
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transformada en moléculas organicas
sencillas y en compuestos inorgénicos
que pueden ser absorbidos directamente
por plantas como las lentejas de agua

(tratamiento terciario).

La alta tasa de multiplicacion de las
lentejas de agua y el alto contenido de
proteinas de su biomasa permiten
eficientizar la depuracion del efluente, ya
sea para la reutilizacion del agua tratada o
para reducir la eutrofizacién de los cursos
de agua donde se vierte el efluente
tratado, y la recuperacion (captacién) de
los nutrientes presentes en el efluente a
la biomasa

través de la cosecha de

producida.

El éxito de los sistemas de tratamiento de
efluente que incorporan lentejas de agua
depende, entre otras cosas, del
rendimiento vegetal. Altos rendimientos
resultan en una eficiente remocion de N y
P (Frédéric et al., 2006). En este trabajo,
encontramos una relacion directa entre la
productividad de los ecotipos evaluados y
la remocién de N-NH,; del medio de
cultivo, pero no encontramos relacion

entre la productividad y la remocion de P.

Las lentejas de agua absorben N
preferentemente en forma de NH,4, que es
la forma nitrogenada predominante en
efluentes cloacales o de producciones
animales intensivas (Caicedo, van der
Steen, Arce y Gijzen, 2000; Porath y

Pollock, 1982). Segun Lasfar et al. (2007),
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concentraciones inferioresal1 mg P 'y a
3mg N I''y superiores a 20 mg P I y 120
mg N I'*, inhiben la TCR de Lemna minor.
(2000)

concentraciones de

Sin embargo, Caicedo et al.

encontraron que
amonio (NHz + NH4;) mayores a 20 mg It
inhiben el crecimiento de Spirodela
polyrrhiza. Estas diferencias podrian estar
asociadas a las formas nitrogenadas del
medio de cultivo utilizado. Asumiendo que
en nuestros experimentos todo el N-NH,4
removido del medio de cultivo fue
absorbido por las lentejas de agua y que
no hubo pérdidas, el contenido de N de
las plantas seria de 6% (equivalente a
36% proteina), que es acorde con lo
reportado en la bibliografia (Goopy y

Murray, 2003).

Para poder acoplar el proceso de
depuracion con lentejas de agua con la
produccion de etanol o acido lactico a
partir de la fermentacién, es necesario
producir biomasa vegetal de alto
contenido de almidén. La acumulacion de
almidén es inversamente proporcional a la
tasa de crecimiento y al contenido de N y
P (Xiao, Fang, Jin, Zhang y Zhao, 2013).
Por este motivo, varios autores han
explorado tratamientos tendientes a inhibir
el crecimiento (por ejemplo, estrés por
salinidad y bajas concentraciones de
nutrientes) como  alternativas  para
la acumulacién de almidon

(Sree et al., 2015; Xiao et al., 2013). En

aumentar

nuestro trabajo, los ecotipos evaluados
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presentaron distintos contenidos de
almidén aunque estas variaciones no
estuvieron asociadas con la variacion en

la tasa de crecimiento.

Los valores de crecimiento reportados en
la bibliografia son muy variables, aun
habiendo utilizado condiciones de
temperatura, fotoperiodo y concentracion
de nutrientes similares. Estas diferencias
pueden ser explicadas, en alguna medida,
por diferencias en densidades iniciales
utilizadas por los diferentes autores ya
que la TCR de las lentejas de agua
depende de la densidad inicial del cultivo.
La TCR disminuye a medida que aumenta
la densidad, y la produccién aumenta
hasta una densidad Optima y luego

disminuye (Frédéric et al., 2006).

En nuestro trabajo, utilizar un namero fijo
de plantas para definir la densidad inicial
de los experimentos hubiera generado
valores dispares de densidad expresada
en biomasa por unidad de superficie, ya
que el tamafio de frondas es dispar entre
ecotipos. En un intento por homogeneizar
la densidad inicial, utilizamos 20 plantas
en el caso de los ecotipos de mayor
tamafo de fronda (49, 50, 671, RF) y 40
plantas en el caso de los de menor
tamafio (77, 109, 302, 349, 500). Sin
embargo, este procedimiento no fue
suficiente para lograr una densidad inicial
homogénea al inicio del experimento (dia
0) ni al inicio de la segunda semana de

crecimiento (dia 7). Como consecuencia,
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es valido preguntarnos si las diferencias

de crecimiento medidas tienen relacién

con los ecotipos, con las distintas
densidades iniciales utilizadas o con
ambos.

Kutschera y Niklas (2001) plantean que
las lemnas constituyen un ejemplo del
compromiso que existe entre el tamafio de
los individuos y su tasa de crecimiento
vegetativo. En este sentido, nosotros
observamos que el aumento del tamafio
individual de los ecotipos evaluados fue
inversamente proporcional a sus tasas de
crecimiento. De modo que, planteamos
como hipétesis que la variabilidad
registrada en el crecimiento, y la reportada
anteriormente por Ziegler et al. (2015)
diferentes estarian

para ecotipos,

asociadas a diferencias morfolégicas
(biomasa de cada individuo) entre los
ecotipos (Kutschera y Niklas, 2015; Niklas
y Enquist, 2001) y al efecto de la densidad
sobre la TCR descripto por Frédéric et al.
(2006) para un material genéticamente
homogéneo. En futuros experimentos

avanzaremos sobre este interrogante.

Conclusiones

En este trabajo encontramos diferencias
en la tasa de crecimiento y en la
concentracion de almidén de 9 ecotipos
de Lemna autéctonos de Argentina. La
la masa

TCR vari6 en funcion de

individual de cada ecotipo y de la
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densidad inicial. Las lentejas de agua
modificaron el medio de cultivo en el que
crecieron, redujeron las concentraciones
de N-NH4 y de PRS. La remocion de N-
NH4 fue directamente proporcional a la
produccion de biomasa, mientras que la
remocién de PRS no se relacion6 con la

productividad.
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