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ABSTRACT

Nitrogen and phosphorus uptake by Sarcocornia perennis (Miller) A. J. Scott, at natural concentrations in the Palmones
river estuary

Sarcocornia perennis (Miller) A. J. Scott is a Chenopodiaceae dominant in salt marshes of Palmones river estuary (Spain). It
forms dense and extended meadows which act as an active nutrient sink between land and sea. The capacity of nutrient uptake
has been studied at natural concentrations found in field surveys. Viax, Ky, and compensation point (Cy,) for nutrients have
been obtained for NO3, POf, and NHj.

Nitrate is limitant for the plant, but the nitrogen deficiency is replaced by NH; as a nitrogen source. The advantage of Sarco-
cornia over other macrophytes such as Spartina (Spartina alterniflora and Spartina patens) has been discussed.

Key words: Sarcocornia perennis, nutrient, assimilation kinetics.

RESUMEN

Incorporacion de nitrégeno y fosforo por Sarcocornia perennis (Miller) A. J. Scott, en concentraciones reales en el estua-
rio del rio Palmones

Sarcocornia perennis (Miller) A. J. Scott es una Quenopodidcea dominante en las marismas saladas de Estuario del Rio
Palmones (Espaiia). Esta especie forma extensas y densas praderas las cuales actiian como sumidero de nutrientes entre la
tierra'y el mar. Se ha estudiado la capacidad de incorporar nutrientes en concentraciones reales encontradas en el medio por
esta planta. Se ha obtenido la V 4, Kun, y Cinin para cada nutriente (NOy, POf y NH:,r ).

El NOj se encuentra en concentraciones limitantes para la planta, pero esta deficiencia de nitrégeno es solventada por el
NH; como fuente de nitrégeno. Las ventajas de Sarcocornia sobre otros macrdfitos como Spartina (Spartina alterniflora and
Spartina patens) son discutidas.

Palabras clave: Sarcocornia perennis, nutriente, cinética de asimilacion.

INTRODUCCION

El estuario del rio Palmones se ubica en la Bahia de
Algeciras (Fig. 1). Desde hace afios, este estuario
ha estado sometido a una progresiva eutrofizacion
(Niell et al., 1996, Clavero et al., 1999, Avilés,

2002; Palomo, 2004) debido al incremento en
la entrada de nutrientes, principalmente nitrato
y fosfatos producidos por la actividad humana.

El nitrégeno es el nutriente mineral que las
plantas necesitan en mayores cantidades y uno de
los factores frecuentemente limitantes para el cre-
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Figura 1. Estuario del rio Palmones y zona de muestreo. Pal-
mones River Estuary and sampling zone.

cimiento (Mendelson, 1979; Debusk y Reddy,
1987; Caetano et al., 2007). La mayoria de las
plantas toman el nitrégeno a través de las raices
desde el suelo como NO5 6 NH;, mostrando una
alta afinidad por el NH; como forma de nitrégeno
para ser asimilado (Morris, 1980; Morris, 1984;
Jampeetong y Brix., 2009 (en prensa); Simas y
Ferreira, 2007) mientras que el NOj juega un pa-
pel menor en la nutricién de la planta, aunque
cuando estd disponible, las plantas muestran la
capacidad de asimilarlo (Mendelsson, 1979). La
preferencia por el amonio podria ser debida a que
la energia requerida para la reduccién de nitrato
se ahorra mediante la incorporaciéon de amonio
(Rosenberg y Ramus, 1984), aunque segtn diversos
estudios, la capacidad de almacenamiento del
amonio en la planta es limitado debido a su efecto
toxico (Waite y Mitchell, 1972; Haines y Wheeler,
1978; Lotze y Schramm, 2000; Cohem et al., 2004).

Por otro lado, la incorporacién de POi_ por las
plantas, depende en gran parte del contenido in-
terno en fosfato que presente la planta (Imaoka y
Teranishi, 1988), y ademads, algunos estudios han
mostrado como por ejemplo en plantas de soja,
la presencia de amonio en altas concentraciones
(>500 uM) puede interferir en la incorporacién
del fosfato inhibiéndolo (Rayar y Hai, 1977), o

como en el caso del maiz, incrementando su in-
corporaciéon (Smith y Jackson, 1998).

En los estuarios los aportes de nutrientes llegan
desde el rio hacia el sedimento, donde son reteni-
dos, e incorporados por la vegetacion. Los procesos
de intercambio que tienen lugar entre el sedimento
y el agua que inunda la marisma influyen de manera
determinante sobre los nutrientes que se encuentran
en el agua intersticial. Asi el fosfato en el agua
intersticial de la marisma varia en un rango de
concentracionesde 1.2+ 0.2uMy 112.7 £45.7uM
segin Clavero et al. (2000); Izquierdo (2001);
Avilés et al. (2002) y Palomo (2004).

Respecto de las formas de nitrégeno disponibles,
en la marisma del rio Palmones el agua intersticial
del sedimento se encuentra bastante enriquecida en
las formas solubles de N inorganico, principalmente
en amonio. Las concentraciones de nitrato encon-
tradas en el agua intersticial del estuario oscilan
entre los 0.04 £ 0.01 uM y 17.45 + 3.87 uM. Sin
embargo, el amonio que es siempre la forma
inorgénica dominante en marismas (De Laune
et al., 1983), llega a encontrarse en concentra-
ciones que van desde los 134 + 82 uM hasta los
1505 + 483 uM (Palomo, 2004).

Otros factores que deben ser considerados
en el estudio de la incorporacién de nutrientes
ademads de la concentracion de nutrientes en el
suelo son las condiciones edédficas, ya que éstas
pueden modificar las cinéticas de incorporacién
de nutrientes. Estas condiciones edéficas com-
prenden principalmente el estado de aireacion del
suelo (aerobia/anoxia) y la salinidad.

Esta bien establecido que las tasas de incorpo-
racion de nutrientes son dependientes de un buen
suministro de oxigeno a las raices (Vlamis y Davis,
1944; Hammond et al., 1955; Hopkins, 1956). Asi,
en los suelos inundados o con poca aireacion, se ha
demostrado como las plantas tienen la capacidad
de suministrar oxigeno internamente al sistema
radicular (Rao y Mikkelsen, 1977). En Palmones,
debido a los largos periodos de encharcamiento
a los que estd sometido el sedimento durante el
invierno, el oxigeno se agota a 1 cm de profundidad,
mientras que en verano el oxigeno que se encuentra
en el sedimento es mucho mayor (100 umoles/I)
aunque se reduce a la mitad a partir de los 2cm de
profundidad (Palomo, 2004).
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La salinidad es otra variable que puede modifi-
car las tasas de incorporacién de los nutrientes
ya que el incremento de la salinidad hace decre-
cer las tasas de incorporacién de los nutrientes
(Fied et al., 1965; Helal et al., 1975) posiblemen-
te por la competicion entre iones de cargas simi-
lares. La salinidad en los suelos de la marisma
del Palmones oscila intensamente durante todo el
afio como consecuencia de la frecuencia de inun-
dacién por la marea y de las tasas de evapora-
cién (Palomo, 2004). Asi se encuentran rangos de
salinidad que van desde 30 hasta los 90.

El principal objetivo de este trabajo es estudiar
la incorporacién de nutrientes en concentraciones
reales que se dan en la marisma del estuario del
rio Palmones por la quenopodiicea S. perennis;
para asi discutir el papel real de esta especie en la
dindmica de los nutrientes en este sistema estudrico.

MATERIAL Y METODOS

Sarcocornia perennis se recolecté en las maris-
mas del estuario del rio Palmones. Las plantas
fueron mantenidas en cultivos hidropénicos con
soluciéon Hoagland modificada (Epstein, 1972),
a temperatura constante de 25 °C, con un flujo
fotonico de 180 umol m~2s~! (PAR) y pH ajusta-
do a 6.1 (Fig. 1). En los experimentos se trabajo
unicamente con las raices nuevas que las plantas
recolectadas generaron.

La incorporacién de nutrientes en las raices
de S. perennis fue estimada mediante incubaciones
con medios base con diferentes concentraciones de
sustrato conocidas (NH;, NO3, PO?[) observandose
la variacidn del sustrato en el medio de experimenta-
cién (método de desaparicion del sustrato del medio).

Las tasas de incorporacidén de nutrientes se
cuantificaron en raices de S. perennis (n = 3)
preincubadas en 100 ml del medio base sin el nu-
triente a medir, durante un periodo de 3-7 dias
dependiendo del nutriente (3-4 dias en el caso del
NOj; y NH;, 6-7 dias en el caso del PO;").

El medio base tuvo la siguiente composi-
cién: 500 mM NaCl, 10 mM KCI, 12 mM CacCl,,
55 mM MgCl,, 2 mM NaHCO; fue tamponado
a pH 6.1 con una solucién de NaOH 200 uM, y
agitado e aireado continuamente.

A este medio se le afiadian diferentes concentracio-
nes del nutriente a medir (NO5, PO?{, NH;); y se
obtenian registros de la evolucién temporal de la con-
centracion de nutrientes en el medio de incubacion.

Las incubaciones se realizaron sobre periodos
de tiempo de 24 horas, utilizindose matraces de
250 ml en agitacion continua a 25 °C que contenian
100ml de medio de ensayo con una biomasa
radicular de aproximadamente 0.3 g de peso fresco,
tomandose muestras de medio a los 0, 10, 30
minutosyal,?2,4,5y24horas de incubacién.

Las muestras fueron analizadas posteriormen-
te para obtener la concentracién de fosfato, ni-
trato o amonio, mediante los métodos del verde
malaquita de Fernandez et al., 1985, método in-
dustrial 818-871 (basado en los de Shinn, 1941
y Wood et al., 1967), y método 786-861 (basado
en el de Slawyk y Maclsaac, 1972) respectiva-
mente, todos en su versiéon automatizada para un
autoanalizador Technicon AAII.

Los ajustes de las cinéticas de incorporacion
de nutrientes se llevaron a cabo mediante el pro-
grama informatico Kaleidagraph 4. Se realizaron
ANOVAS de una via para comprobar si las di-
ferencias entre las velocidades de incorporacién
de los nutrientes, las constantes de semisatura-
cion y los puntos de compensacion del sustrato
respectivamente obtenidas eran estadisticamente
significativas dependiendo del nutriente suminis-
trado. Toda la estadistica se realizé mediante el
programa informatico Statgraphics 3.1.

RESULTADOS

Los experimentos en cultivos hidropénicos, re-
flejaron la incorporacién de fosfato, amonio
y nitrato, a partir de concentraciones iniciales
de los sustratos diferentes.

La variacion de la concentracién de los nu-
trientes en los distintos cultivos durante el periodo
de experimentacion (24 horas) no sigue un patrén
lineal, de manera que las tasas de incorporacién
resultaron méaximas al inicio de las incubaciones y
disminuyeron a medida que transcurria el tiempo.

Tanto para el POZ‘, NOj, NH;, del ajuste lineal
de la concentracion de sustrato en el tiempo medida
durante las 5 primeras horas de incubacidn, se
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Figura 2. Desaparicion del sustrato del medio de cultivo y ajuste lineal para la estimacion de tasas de incorporacion maximas de
cada nutriente: (i) NO5 (ii) NHj (iii) POi_. Substrate disappearance in the culture medium and linear adjustment for the estimation
of maximum uptake rates of every nutrient: (i) NO; (ii) NH (iii) POﬁ‘.

obtienen pendientes que estiman la velocidad de
incorporacion del nutriente a una concentracion
determinada, antes de que entren en juego meca-
nismos de inhibicién. Estas tasas de incorporacién
fueron calculadas y relativizadas al peso de raiz
utilizada y proporcionan las tasas de incorporacién
de cada nutriente (umoles g ~!p.s.raizh™).

Los valores de las tasas de incorporacion
maxima (V. ), las constantes de semisaturacion
6 afinidad (K,,,) y los puntos de compensacién pa-
ra cada sustrato (Cy,;,) fueron estimadas por ajus-
te de los datos mediante el modelo de Edwards-
Walkers a una cinética de Michaelis-Menten,

V= Vmax(c - Cmin)/Km +C

donde V es la tasa de incorporacién para una
concentracién de sustrato C, V.« es la tasa de
incorporacién médxima a concentraciones satu-
rantes del sustrato, C;, es el punto de com-
pensacion para el sustrato 6 concentraciéon de
sustrato a la cual no hay todavia incorporacién
4% 0) y K,, es la constante de semisatura-
cion, se define como la concentracion de sustrato
donde la V = (1/2)Vax-

Los resultados de incorporacién estimados
por medida de la disminucién de las concentra-
ciones de fosfato, amonio y nitrato en el medio se
presentan en la figura 2, indicando la incorpora-
cion de éstos a través de las raices de S. perennis.

Tabla 1. Efecto de la fuente de nutriente: NOj, NHj, POi_; sobre los pardmetros (media + sd; n = 3) de las cinéticas de incorpora-
cién de Sarcocornia perennis. Effect of the nutrient source: NO3, NH;, PO3"; on the parameters (means + sd; n = 3) of Sarcocornia

perennis uptake kinetics.

Fuente del Nutriente

NO; NH; PO;"
Vinax (umol g P.S.~! raiz min~") 0.62 (+ 0.03) 1.57 (+ 0.08) 0.055 (+ 0.005)
K,, (uM) 63.94 (+ 9.95) 205.31(+ 50.27) 28.4 (+ 9.36)
Chnin (UM) 4.02 (+ 1.17) 65.221 (+ 13.92) 1.8 (+ 0.68)
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Figura 3. Cinéticas de incorporacién de nutrientes por Sar-
cocornia perennis ajustadas mediante el modelo de ajuste
de Edwars-Walker a cinética de Michaelis-Menten: (i) NO3
(i) NHj (iii) POZ’. Tasas de incorporacién expresadas en
umol min~!' g7?p.s.; media + sd; n = 3. En el recuadro, rango
de variabilidad natural registrado para cada nutriente en el es-
tuario del rio Palmones. Nutrient uptake kinetics for Sarcocor-
nia perennis fitted by means of the model of Edwars’s-Walker
adjustment to Michaelis-Menten kinetic: (i) NOj (ii) NHy (iii)
PO Rates of uptakes expressed as wmol min™" g7p.s.; means
+ sd; n = 3. In the repicture, range of natural variability regis-
tered for every nutrient in the Palmones River Estuary.
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Las cinéticas de incorporacidn para cada nutrien-
te se muestran en la figura 3. Este tipo de cinéti-
cas indica la existencia de un transporte activo de
PO, NO3, NHj;. Los parametros de incorpora-
cién se muestran en la tabla 1.

Los resultados de los ANOVAS mostraron di-
ferencias estadisticamente significativas entre las
Viax Y Kn (P = 0.004 y P =< 0.001 respecti-
vamente), dependiendo de la fuente de nutriente
suministrada, pero no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las concen-
traciones de sustrato minima para que se comien-
ce la incorporacién (P = 0.050).

DISCUSION

En este estudio se determinan las cinéticas de in-
corporacion de tres fuentes de nutrientes para S.
perennis, y se presentan resultados de incorpo-
racién de nutrientes tanto de nitrégeno (NHj y
NO3) como de fésforo (POi).

La importancia de este estudio radica en que
por primera vez se determinan las tasas de incor-
poracidn de nutrientes para S. perennis, ya que en
la bibliografia no se encuentran datos de incor-
poracién de nutrientes por este tipo de plantas,
y constituye una interesante fuente de datos para
los estudios de dindmica de los nutrientes en el
estuario del rio Palmones.

Ademads, la novedad que presentamos, no s6lo
es estimar la incorporacién de nutrientes por esta
planta de marisma, sino estimar la incorporacién
de los nutrientes en concentraciones reales que
encontramos en la marisma, a diferencia de otros
experimentos realizados sobre incorporacién de
nutrientes que sobreestimaban las concentracio-
nes en el medio, y por tanto pueden sobreestimar
las tasas de incorporacién que se dan en realidad.

Las cinéticas de incorporacién de nitrégeno
(NH; y NO;3) en plantas acudticas estdn bien
estudiadas (Spartina alterniflora 'y Spartina patens
(Morris, 1980, 1984); Salvinia natans (Jampeetong
y Brix, 2009); Eichhornia crassipes (Imaoka y
Teramishi, 1988); Vallisneria spiralis L. (Gentner,
1977); Vallisneria americana (Wigand y Steven-
son, 1987)). En vegetaciéon de marisma, se han
realizado estudios de incorporacion en dos especies
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del género Spartina (Spartina patens y Spartina
alterniflora) (Morris 1980; Morris 1984).

Respecto del fésforo, se encuentran datos de
estudios realizados sobre incorporaciéon de nu-
trientes de fosforo en macrofitos (Elodea cana-
densis (Pelton et al., 1998), faner6gamas mari-
nas (Zostera marina (Mc Roy y Barsdate, 1970;
McRoy et al., 1972; Murray et al., 1992; Brix y
Lyngby, 1985 ); Zostera noltii (Pérez-Llorens y
Niell, 1995); Thalassia testidinum (Gras et al.,
2003)), plantas acuéticas (Myriophuyllum spi-
catum y Hydrilla verticillata (Bole & Allan,
1978); Azolla caroliniana willd y Salvinia rotun-
difolia willd (Debusk & Redy, 1987)), macroal-
gas (Enteromorpha intestinales (Cohen & Fong,
2004)), aunque nada se encuentra en la biblio-
grafia sobre incorporacion de nutrientes de fésfo-
ro en vegetacion de marisma.

En los experimentos de incubacién con el sus-
trato, S. perennis respondié de diferente forma
cuando se le suministraron diferentes formas de
N y P inorgénico (NO;, NH;, PO}").

Los datos sugieren que S. perennis presenta
una mayor afinidad por el fosfato que por los
nutrientes de nitrégeno. El fosfato se encuentra en
concentraciones en la marisma muy por encima de
la concentracién minima necesaria para que co-
mience la incorporacién (Cy,;,) (Tabla 1), porlo que
este nutriente no constituiria un factor limitante.

En condiciones de saturacion, S. perennis asi-
mila fosfato con un flujo méximo de 3.3 umoles P
g ~'p.s. raiz h™!, si comparamos este flujo con los
encontrados en otros estudios, obviando las di-
ferencias entre tipos de vegetacion, observamos
que S. perennis se presenta como una especie
con gran afinidad por la incorporacién de fésfo-
ro (PO?[) en la marisma, en comparaciéon con
otros datos de incorporacién de fésforo obteni-
dos cuyos valores son mucho menores por ejem-
plo, Brix y Lyngby (1985) hallaron valores de in-
corporacién de fosfato por la fanerégama mari-
na Zostera marina, de 0.012 = 0.007ug fosfato
g;.ls'; Debusk & Reddy (1987) encontraron en
Azolla caroliana willd 'y Salvinia rotundifolia,
tasas de incorporacién de 21.4 mg m~2 dia™!
y 26.5 mg m~2 dia™! respectivamente (2.56 g
m~2 dfa~! para Sarcocornia); Imaoka y Tera-
nishi (1988) estimaron tasas de 0.78 mg P g™!

p.s.dia”! en la planta acudtica Eichhornia crassi-
pes,; Pérez-Llorens (1991) encontraron tasas de
incorporacién para Zostera noltii de 2.60 umoles
g ~!p.s.raiz h™!; etc. Respecto a la constante de
semisaturacion, Pérez-Llorens (1991) encuentra
valores de K, de 2.67 uM para Zostera noltii, 1o
cual indica una afinidad de Zostera por el fosfa-
to mayor que Sarcocornia (Tabla 1), aunque hoy
en dia ya no se encuentran praderas de esta fa-
nerégama en el estuario (Clavero et al., 1999).
Por otro lado, los resultados muestran que
S. perennis, muestra la capacidad de asimilar
nitrégeno por la raices en forma de NO3 y NHj,
aunque la forma de nitrégeno que mayor afinidad
presenta para ser asimilada es el amonio. EI ni-
trato en el agua intersticial del sedimento de la
marisma se encuentra en concentraciones bajas
(0.04-17.45 uM), llegando a ser en ocasiones
menor que la concentracion minima necesaria
para que comience su incorporacién, ademds la
concentracién idénea (K,,) para la incorporacién
este nutriente, se encuentra muy por encima de las
concentraciones que se encuentran en el agua inters-
ticial, por lo que el nitrato puede presentarse como
factor limitante para S. perennis en la marisma.
El nitrato como fuente de nitrégeno puede ser
sustituido por el amonio, éste se encuentra en
el sedimento en concentraciones muy superiores
(134-1505 uM) a Cpin», ¥y a K, (Tabla 1), lo que
lo convierte en la forma de nitr6geno mas ase-
quible, supliendo asi la limitacién de nitrégeno
por el nitrato. Las velocidades de incorpora-
cién del nitrato y el amonio en la marisma tam-
bién han sido estimadas, encontrandose tasas de
incorporacién de 0.62 pmoles g ~'p.s.raiz min™!
y 1.57 umoles g ~'p.s.raiz min ~! respectivamen-
te (6 lo que es equivalente: 37.2 pumoles g
p.s.raiz h™' para el nitrato y 94.2 pmoles g™
p.s.raiz h™! para el amonio). Si se compara la ta-
sa de incorporacién del amonio encontrada pa-
ra S. perennis con la tasas obtenidas por Mo-
rris (1984) para otras plantas de marisma como
son Spartina alterniflora 6 Spartina patens (24 +
3.8 umoles g~'p.s.raiz h™! y 27.67 + 1.3 umoles
g 'p.s.rafz h™! respectivamente), la tasa de incor-
poracién de amonio que presenta Sarcocornia es
mucho mayor que la que presentan ambas espe-
cies de Spartina lo que refleja la gran capacidad
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de la quenopodidcea para asimilar el nitrégeno
en forma de amonio que se encuentran en los ba-
rros reducidos de la marisma. También hay que
tener en cuenta la concentracién suministrada a
las especies; mientras que Morris (1982, 1984)
utilizaban concentraciones de sustrato en sus ex-
perimentos entorno a los 500 uM de NO3 6 NH;
respectivamente, para obtener las tasas de incor-
poracién méaximas; aqui se utilizan concentracio-
nes muy superiores (de hasta 1500 uM en el ca-
so del amonio y 100 uM en el caso del nitrato),
quiza sea ésta la causa de las marcadas diferen-
cias en las tasas maximas de incorporacion entre
ambos tipos de plantas, sin tener en cuenta las
caracteristicas fisioldgicas de cada una de ellas,
lo que si se puede extraer de este estudio es la
mayor eficiencia de Sarcocornia respecto a Spar-
tina para subsistir en un medio eutréfico como
es el del estuario del rio Palmones, y quiza sea
este el motivo por el cual siendo Spartina una
planta tipica de marisma, no se encuentra en el
estuario del rio Palmones.

Por otro lado, diversos autores demuestran
sintomas de toxicidad por amonio en plantas que
aparecen en concentraciones de amonio exterio-
res por encima de 0.1-0.5 mM (Britto y Kronzuc-
ker, 2002; Tylova et al., 2008). En el presente
estudio, sin embargo, el suministro de concen-
traciones de amonio externas de hasta 1.5 mM,
no afect6 a los mecanismos de incorporacién de
NH; por S. perennis, indicando la posibilidad de
la adaptacién de esta especie a las altas concen-
traciones de amonio que se registran en el agua
intersticial de las marismas del Palmones.

Ademas, existen estudios que hablan de cémo
factores como la temperatura, la salinidad, la oxi-
genacion del suelo, etc. pueden variar la veloci-
dad méaxima de incorporacién de los nutrientes;
sin embargo, los valores de Km deben perma-
necer constantes segin los resultados obtenidos
por Lycklama (1963) y van den Honert y Hooy-
mans (1955). Aunque desde este estudio no se
apoya esta la teoria sobre la constancia de K,
en nuestro caso, no se puede estimar el efecto
de estas variables sobre las tasas de incorpora-
cion ya que todos los experimentos se realizaron
con condiciones de salinidad, temperatura, y oxi-
genacion constante y controlada.
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