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Effect of salt-marsh plants on the mobility of Cr in sediments
Efecto de las plantas de marismas en la movilidad del Cr en los sedimentos
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Abstract

Depth variation (1-cm resolution) of total Fe, Mn, and Cr concentrations was determined in below-ground biomass of
Halimione portulacoides and in root sediments from two Tagus Estuary salt marshes (Portugal). The metal fractions extracted by
hydroxylamine (HYD) and HCI were also quantified in sediment samples. Edaphic conditions of the sediment (O,, pH, Ey, acid-
volatile sulphides [AVS], and root biomass) were characterized in both marshes. Higher dissolved oxygen concentrations were
found at depths with increased root biomass, while AVS were nearly absent in the root zone increasing with depth. Sediments
colonized by H. portulacoides showed higher variability of total metal concentrations with depth than non-vegetated sediments,
possibly due to intense exchanges between the below-ground plants and surrounding sediments. Concentrations of Feyyp
(mainly Fe oxyhydroxides) were elevated in the root sediments since Fe(Il) is oxidized by the O, released from roots. The
normalization of Cryyp, levels to Feyyp showed a sharp increase when oxygen is depleted, suggesting that Cr is sequestered in the
Fe oxyhydroxide fraction. Roots of H. portulacoides from both marshes showed little ability to take up and accumulate Cr. A
possible explanation is the reduction of soluble Cr(VI) to the stable Cr(IIT) and subsequent retention in the Fe oxyhydroxide
fraction. The inability or limited defence mechanisms of H. portulacoides to accumulate Cr indicates that this halophyte is not
adequate for successfully phytostabilizing Cr-polluted marshes.
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Resumen

Se determind la variacion (con resolucion de 1 cm) de las concentraciones totales de Fe, Mn y Cr en la biomasa subterranea
y en los sedimentos entre las raices de Halimione portulacoides en dos marismas del estuario del Tajo (Portugal). También se
cuantificaron las fracciones extraidas mediante hidroxilamina (HYD) y HCI de las muestras de sedimentos. Se caracterizaron las
condiciones edaficas (O,, pH, Ey, sulfuros volatiles en acido, y biomasa de raices) de ambas marismas. Se encontraron mayores
concentraciones de oxigeno disuelto a profundidades con mayor biomasa de raices. Por el contrario, los sulfuros volatiles
estuvieron casi ausentes en la zona de raices pero se incrementaron con la profundidad. Los sedimentos colonizados por H.
portulacoides mostraron una mayor variabilidad en las concentraciones totales de metal con la profundidad que los sedimentos
sin vegetacion, posiblemente debido al intenso intercambio entre la vegetacion subterranea y los sedimentos que la rodean. Las
concentraciones de Feyyp, (principalmente oxihidroxidos de Fe) fueron altas en los sedimentos con raices ya que el O, liberado
por éstas oxida el Fe(II). La normalizacion de los niveles de Cryyp a Feyyp mostré un marcado aumento al agotarse el oxigeno,
lo que sugiere el secuestro del Cr por la fraccion de oxihidroxidos de Fe. Las raices de H. portulacoides de ambas marismas
mostraron una baja capacidad para asimilar y acumular Cr, lo cual podria ser explicado por la reduccion del Cr(VI) soluble al
estable Cr(IIl), y su subsiguiente retencion en la fraccion de oxihidroxidos de Fe. Por ende, la incapacidad o el limitado
mecanismo de defensa de H. portulacoides para acumular estas especies de Cr lo hacen ineficaz para la fitoestablizacion de
marismas contaminadas por este metal.
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Introduction

Salt-marsh plants can mobilize metals from sediments and
soils through their root system (Jacob and Otte 2003). This
mobilization is induced by the release of oxygen and exudates
to the sediments surrounding the roots (Clothier and Green
1997, Sundby et al. 2005). The excess of oxygen that is not
consumed during respiration in below-ground biomass diffuses
to the surrounding sediment, oxidizing reduced species in solid
sediment and pore water components (Sundby et al. 2003).
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Introduccion

Las plantas de marismas pueden movilizar metales de sue-
los y sedimentos a través de su sistema de raices (Jacob y Otte
2003). Esta movilizacion es inducida por la liberacion de
oxigeno y exudados a los sedimentos entre las raices (Clothier
y Green 1997, Sundby et al. 2005). El exceso de oxigeno que
no se consume durante la respiracion de la biomasa subterranea
se difunde a los sedimentos circundantes, oxidando las espe-
cies reducidas en el sedimento solido y los componentes del
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Even though several plants have the ability to retain large
quantities of most metals in their root system (Meagher 2000,
Williams 2002), halophytes from southern European marshes
show the opposite tendency with respect to Cr (Cagador et al.
1996a, Almeida et al. 2004). According to these authors, Cr
concentrations in below-ground plant tissues were consider-
ably lower than those found in sediments surrounding the
roots. Recently, a high-resolution depth scale study was used to
better understand the mobilization/retention processes of met-
als in the rhizosphere (Caetano et al. 2007); however, the
research addressed total concentrations in the sediment and the
metal fractionation was not examined. This may be particularly
important for Cr since frequent changes occur in the Fe(Il)/
Fe(III) cycle in salt-marsh sediments (Kostka and Luther 1995,
Sundby et al. 2003) and the chemistry interplay of both metals
in the environment is well documented (Wittbrodt and Palmer
1996, Loyaux-Lawniczak et al. 2000). The most stable oxida-
tion states of Cr in the environment are the trivalent and
hexavalent species, which have contrasting toxicity, mobility
and bioavailability. Trivalent Cr has a limited hydroxide solu-
bility, forms strong complexes with soil minerals, and is stable
in reduced environments (Zayed and Terry 2003), whereas
Cr(VI) has a high solubility, is a strong oxidizing agent, and is
toxic to plants (Zhang and Li 1987). Common chemical reduc-
tants of Cr(VI) include Fe(Il), Fe(Il)-bearing minerals, dis-
solved organic compounds, and sulphides (Pettine et al. 1998,
Beukes et al. 1999). Some plants have the ability to reduce
Cr(VI) to the less toxic Cr(IIl) at root level (Aldrich et al.
2003, Gardea-Torresdey et al. 2005).

The Tagus Estuary (Portugal) is one of the largest of the
European Atlantic coast, covering an area of 320,000 ha.
Around 40% of the estuary is composed of intertidal mudflats,
and its southern and eastern shores contain extensive areas of
salt marshes colonized mainly by Sarcocornia sp., Halimione
portulacoides, and Spartina maritima (Cagador et al. 1996a).
Pancas salt marsh is part of the Tagus Nature Reserve and is
located in the southern margin of the estuary, 15 km upstream
of urbanized and industrialized areas, while Rosario marsh is
near an industrial park with several chemical plants and a
densely urbanized area. Both marshes are inundated twice a
day by salt water due to tidal action (2—4 m of tidal amplitude)
through a highly branched system of channels. Several studies
on the Tagus marshes have shown that colonized sediments
contain higher concentrations of metals of anthropogenic ori-
gin than non-vegetated sediments (Cagador et al. 1996a, b;
Cacador and Vale 2001; Micaelo et al. 2003).

This study presents high-resolution depth profiles of Fe,
Mn, and Cr concentrations in sediments and in below-ground
biomass of Halimione portulacoides from two salt marshes
(Pancas and Rosario) with different morphological characteris-
tics. Determinations of these metals were used to obtain a
better understanding of the effect of salt-marsh plants on the Cr
fractionation in sediments.
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agua intersticial (Sundby et al. 2003). A pesar de que varias
plantas tienen la capacidad de retener grandes cantidades de la
mayoria de los metales en su sistema de raices (Meagher 2000,
Williams 2002), las halofitas de las marismas del sur de Europa
muestran una tendencia contraria en lo que respecta al Cr
(Cagador et al. 1996a, Almeida et al. 2004). Segun estos auto-
res, las concentraciones de Cr en los tejidos vegetales subterra-
neos debajo del suelo fueron considerablemente menores que
las encontradas en los sedimentos entre las raices. Reciente-
mente, se realizé un estudio de alta resolucion a diferentes pro-
fundidades para entender mejor los procesos de movilizacion y
retencion de los metales en la rizosfera (Caetano et al. 2007);
sin embargo, la investigacion se concentr6 en las concentracio-
nes totales en los sedimentos y no se examind su fraccionacion.
Esta puede ser particularmente importante para el Cr ya que
existen cambios frecuentes en el ciclo de Fe(II)/Fe(Ill) en los
sedimentos de marismas (Kostka y Luther 1995, Sundby et al.
2003), y la interaccion quimica entre ambos metales en el
ambiente ha sido bien documentada (Wittbrodt y Palmer 1996,
Loyaux-Lawniczak et al. 2000). Los estados de oxidacion mas
estables del Cr en el ambiente son el trivalente y el hexava-
lente, los cuales contrastan en toxicidad, movilidad y biodispo-
nibilidad. El Cr(Ill) presenta una solubilidad limitada del
hidroxido, forma complejos fuertes con los minerales del
suelo, y es estable en ambientes reducidos (Zayed y Terry
2003), mientras que el Cr(VI) presenta una alta solubilidad, es
un agente oxidante fuerte, y es toxico para las plantas (Zhang y
Li 1987). Los reductores quimicos comunes del Cr(VI) inclu-
yen el Fe(II), minerales portadores de Fe(Il), compuestos orga-
nicos disueltos y sulfuros (Pettine et al. 1998, Beukes et al.
1999). Algunas plantas poseen la capacidad de reducir el
Cr(VI) al menos toxico Cr(III) a nivel de su raiz (Aldrich et al.
2003, Gardea-Torresdey et al. 2005).

El estuario del Tajo (Portugal) cubre un area de 320,000 ha
y es uno de los mas grandes de la costa Atlantica de Europa.
Alrededor de 40% del estuario consiste de planicies mareales
de lodo, y en su parte sur y este se encuentran extensas zonas
de marismas colonizadas principalmente por Sarcocornia sp.,
Halimione portulacoides y Spartina maritima (Cagador et al.
1996a). La marisma conocida como Pancas forma parte de la
Reserva Natural del Tajo y se localiza en la parte sur del estua-
rio, 15 km rio arriba de zonas urbanizadas e industrializadas,
mientras que la marisma de Rosario se encuentra cerca de un
parque industrial con varias plantas quimicas y de una zona
densamente urbanizada. Ambas marismas se inundan dos
veces al dia por agua de mar debido a la accién de la marea
(24 m de amplitud mareal) a través de un sistema de canales
muy ramificado. En varios estudios sobre las marismas del
Tajo se ha encontrado que los sedimentos colonizados
contienen mayores concentraciones de metales de origen antro-
pogénico que los sedimentos sin vegetacion (Cagador et al.
19964, b; Cagador y Vale 2001; Micaelo et al. 2003).

En este trabajo se presentan perfiles de profundidad de alta
resolucion de las concentraciones de Fe, Mn y Cr en los
sedimentos y en la biomasa subterrdnea de Halimione
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Material and methods
Sampling

Sediment cores from pure stands of H. portulacoides and
from non-vegetated areas were sampled in November 2004 in
the Rosario and Pancas marshes (fig. 1), using a stainless-steel
corer that minimizes compaction. Cores were sliced in 1-cm
layers at the root zone (0-23 c¢m) and in 5-cm layers at deeper
sediments. Manipulation of samples took less than 15 min for
each core. Dissolved oxygen and pH were measured in situ in
separate cores immediately after retrieving. At the laboratory, a
portion of wet sediment without roots from each layer was
removed and sealed in small polyethylene vials to determine
the content of acid-volatile sulphides (AVS). The below-
ground plant material of each layer was carefully separated
from the sediment under a flux of Milli-Q water (18.2 MQ)
using a 212-pm mesh size and sieved to remove any adhering
particles. Sediment and biological materials were oven-dried at
40°C, weighed to determine below-ground biomass, and
homogenized with an agate mortar for further analysis.

In situ measurements

Oxygen levels were measured using a needle electrode with
internal reference (Diamond Electro-Tech Inc.) following the
method described in Caetano and Vale (2002). The pH was

2.km

Figure 1. Location of the Tagus Estuary salt marshes studied.
Figura 1. Localizacion de las marismas del estuario del Tajo estudiadas.
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portulacoides de dos marismas (Pancas y Rosario) con diferen-
tes caracteristicas morfologicas. Las determinaciones de estos
metales se usaron para conocer mejor el efecto de las plantas
de marismas en la fraccionacion del Cr en los sedimentos.

Materiales y métodos
Muestreo

Se muestrearon nucleos de sedimento de poblaciones
exclusivas de H. portulacoides y de zonas sin vegetacion en
noviembre de 2004 en las marismas de Rosario y Pancas
(fig. 1), usando un nucleador de acero inoxidable que minimiza
la compactacion. Los nucleos fueron seccionados en capas de
1 cm en la zona de raices (0-23 cm) y en capas de 5 cm en
sedimentos mas profundos. Las muestras de cada nucleo se
manipularon en menos de 15 min. En los nticleos individuales
se midieron in situ el oxigeno disuelto y pH, inmediatamente
después de recogerse. En el laboratorio, de cada capa se extrajo
una porcion de sedimento hiimedo sin raices y se colocod en
pequeiios frascos de polietileno sellados para determinar el
contenido de sulfuros volatiles en &cido (AVS por sus siglas en
inglés). El material vegetal subterraneo fue separado cuidado-
samente de cada capa del sedimento con flujo de agua Milli-Q
(18.2 MQ) a través de una malla de 212 pm y se tamiz6 para
eliminar particulas adheridas. El sedimento y el material biolo-
gico fueron secados en un horno a 40°C, pesados para determi-
nar la biomasa subterranea, y homogeneizados con un mortero
de 4gata para su analisis.

Mediciones in situ

Se midieron los niveles de oxigeno usando un electrodo de
aguja con referencia interna (Diamond Electro-Tech Inc.),
siguiendo el método descrito por Caetano y Vale (2002). El pH
se midi6 mediante un electrodo de vidrio combinado, previa-
mente calibrado con dos soluciones amortiguadoras de pH 4 y
pH 7.

Analisis de metales totales

Aproximadamente 100 mg de sedimento fueron completa-
mente mineralizados con HF (40%) y agua regia (HCI al
36%:HNO; al 60%; 3:1) en bombas cerradas de Teflon a 100°C
durante 1 h. El contenido de la bomba se virtié en un frasco
volumétrico de 100 mL, con 5.6 g de acido borico, que se llend
con agua Milli-Q (Rantala y Loring 1975). El material vegetal
(=200 mg) fue digerido con una mezcla de HNO; (60%) y
HCI1O, (70%) en bombas de Teflon a 130°C de acuerdo con el
método descrito por Otte (1991). Se prepararon dos blancos
usando el mismo proceso analitico y los mismos reactivos, que
se incluyeron junto con cada lote de 20 muestras. Se utilizo
espectrometria de absorcion atomica a la flama (FAAS),
usando una flama de 6xido nitroso-acetileno para medir el Al,
y una de aire-acetileno para el Fe y Mn. Para analizar el Cr
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measured using a combined glass electrode previously cali-
brated with two buffer solutions of pH 4 and pH 7.

Total metal analysis

Approximately 100 mg of sediment were mineralized com-
pletely with HF (40%) and aqua regia (HCI1-36%:HNO;-60%;
3:1) in closed Teflon bombs at 100°C during 1 h. The bomb
content was poured into a 100-mL volumetric flask containing
5.6 g of boric acid and filled with Milli-Q water (Rantala and
Loring 1975). Plant material (=200 mg) was digested with a
mixture of HNO; (60%) and HCIO, (70%) in Teflon bombs at
130°C according to the method described by Otte (1991). Two
procedural blanks were prepared using the same analytical pro-
cedure and reagents, and included within each batch of 20 sam-
ples. Flame atomic absorption spectrometry (FAAS) was used
to analyze Al, using a nitrous oxide-acetylene flame, and Fe
and Mn, using an air-acetylene flame. Analysis of total Cr was
performed using THGA graphite furnace atomic absorption
spectrometry (GFAAS) with Zeeman background correction.
Metal concentrations were determined by the standard addi-
tions method. The precision and accuracy of each metal con-
centration measurement, determined through repeated analysis
of certified reference materials (MESS2, BCSS1, and PACS2
for sediment, and BCR60-Lagarosiphon major and BCR61-
Platihypnidium riparioides for plant material), were 1-4% and
2-5%, respectively. Procedural blanks always accounted for
less than 1% of the total metal concentrations in samples.

Extraction with hydroxylamine chloride

Each sediment sample was stirred for 6 h with NH,OH.HCI
(0.04 M) solution in CH;COOH (25%) following the method
described by Chester and Hughes (1967). The supernatant
solution was removed by centrifugation at 3000 rpm for
10 min and filtered through 0.45-um polycarbonate mem-
branes. Iron and Mn in the overlying solution were determined
by FAAS and Cr by GFAAS, as described above.

Extraction with HCI

The AVS, mainly amorphous Fe sulphides and poorly
crystallized Fe-oxides, were extracted with 1 M HCI using
~300 mg of wet sediment. In a trap system, sulphide was
retained in a deaerated NaOH solution and analyzed by differ-
ential pulse polarography using a Metrohm apparatus equipped
with a 693 VA processor and a 694 VA stand (Madureira et al.
1997). Recovery of standard sulphide solutions was 97%.
Evaluation of the sulphur was done by constructing calibration
curves.

Results
Below-ground biomass and sediment composition

A similar depth penetration of H. portulacoides roots in the
sediment was found at both marshes (23 cm). The below-
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total se utilizé espectrometria de absorcion atomica con horno
de grafito THGA (GFAAS) con correccion de fondo por efecto
Zeeman. Las concentraciones de los metales se determinaron
usando el método de adiciones estandar, y la precision y exacti-
tud de cada una de éstas, determinadas mediante repetidos ana-
lisis de materiales de referencia certificados (MESS2, BCSS1 y
PACS2 para sedimento, y BCR60-Lagarosiphon major y
BCR61-Platihypnidium riparioides para el material vegetal),
fueron 1-4% y 2-5%, respectivamente. Los blancos siempre
explicaron menos del 1% de las concentraciones totales de los
metales en las muestras.

Extraccién con cloruro de hidroxilamina

Cada muestra de sedimento se agitdé durante 6 h con una
soluciéon de NH,OH.HCI (0.04 M) en CH;COOH (al 25%),
siguiendo el método descrito por Chester y Hughes (1967). El
sobrenadante se retir6 mediante centrifugacion a 3000 rpm por
10 min y se filtr6 a través de membranas de policarbonato de
0.45 pm. Se determinaron el Fe y el Mn en la solucion sobreya-
cente mediante FAAS, y el Cr mediante GFAAS, como se des-
cribe arriba.

Extraccién con HCI

Los AVS, principalmente los sulfuros amorfos de Fe y los
oxidos de Fe pobremente cristalizados, fueron extraidos con
HCI 1 M usando =300 mg de sedimento himedo. En un sis-
tema de trampas se retuvieron los sulfuros en una solucién de
NaOH sin aire y se analizaron por polarografia de pulso dife-
rencial usando un aparato Metrohm equipado con un procesa-
dor 693 VA y una base 694 VA (Madureira et al. 1997). La
recuperacion de la solucion estandar de sulfuro fue de 97%. La
evaluacion del sulfuro se realiz6 mediante la construccion de
curvas de calibracion.

Resultados
Biomasa subterranea y composicion del sedimento

La profundidad de penetracion en el sedimento de las raices
de H. portulacoides fue similar en ambas marismas (23 cm).
La biomasa subterranea fue un orden de magnitud mayor en
Rosario (95-403 g m?) que en Pancas (11-154 g m), lo que
indica que la competencia por nutrientes en esa marisma es
intensa. La profundidad de penetracion del oxigeno disuelto en
los sedimentos sin vegetacion estuvo restringida al primer mili-
metro. En los sedimentos colonizados por H. portulacoides de
Rosario, los niveles de O, incrementaron bruscamente desde
niveles no detectables en la superficie hasta 109 uM a 3—4 cm
de profundidad. Los niveles se mantuvieron altos hasta una
profundidad de 13 cm (93-126 uM), para luego disminuir
abruptamente a cero. Aunque se encontrd un perfil similar en
Pancas, las concentraciones estuvieron por debajo de 93 puM.
No se encontré O, disuelto en los sedimentos entre las raices
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ground biomass was up to one order of magnitude greater in
Rosario (95403 g m™) than in Pancas (11-154 g m), sug-
gesting intense competition for nutrients in that marsh. Depth
penetration of dissolved oxygen in non-vegetated sediments of
both marshes was restricted to the first millimetre. In Rosario
sediments colonized by H. portulacoides, O, levels increased
sharply from undetectable levels at the surface to 109 uM
at 34 cm depth. Levels remained high until 13 cm depth
(93-126 uM), then decreased abruptly to zero. Although a
similar profile was found in Pancas, concentrations were below
93 uM. Dissolved O, was not found in rooting sediments below
14 cm depth in vegetated sediments of both marshes. Almost
unchanging pH values were registered in non-vegetated
sediments (7.1 £ 0.1 in Rosario and 7.4 + 0.2 in Pancas). Colo-
nized Pancas sediments were more acidic and constant with
depth (6.4-6.7) than those from Rosario, where a subsurface
minimum pH (5.9) was found at 20 cm depth. A gradual
increase in AVS concentrations with depth was found in non-
vegetated sediments from both marshes. The depth profiles of
H. portulacoides sediments showed low AVS levels (0.005-1.2
mmol g) in the first 23 cm depth (root zone), increasing to 32
and 6.8 mmol g! in Rosario and Pancas, respectively, at deeper
layers.

Total metal distribution in sediment cores

Although Al content ranged within narrow intervals in both
Rosario (10.6 + 0.9%) and Pancas (10.4 = 0.4%), the Fe, Mn,
and Cr concentrations were normalized to Al (weight basis) in
order to minimize the slight differences associated with
changes in sediment grain size (Windom et al. 1989). Figure 2
presents the vertical profiles of metal/Al ratios in non-
vegetated sediments and in sediments colonized by H.
portulacoides from both marshes. Vertical profiles of Fe/Al,
Mn/Al, and Cr/Al in non-vegetated Rosario sediments showed
a small variation with depth, while in Pancas, a maximum of
metal/Al ratios was found at deeper layers (Fe/Al = 0.58 at
42 cm, Mn/Al = 96 at 27 cm, and Cr/Al = 12 at 32 cm). In
vegetated sediments a scattered variation of these ratios was
found in the root zone (0-23 cm). Below this zone, a maximum
of Fe/Al, Mn/Al, and Cr/Al ratios was found in Rosario sedi-
ments, whilst no trend was detected in Pancas. In Rosario,
metal/Al ratios were lower in colonized sediments than in non-
vegetated areas (fig. 2), while in Pancas similar values were
found.

Hydroxylamine-extracted metals

The reactive phases obtained by hydroxylamine extraction
(HYD) represent an operationally-defined fraction that com-
prises amorphous and crystalline Fe and Mn oxyhydroxides
and carbonates. The measured concentrations of Fe, Mn, and
Cr associated with this fraction are hereafter indicated as the
proportion of their total content. The depth variation of Feyyp
was similar in non-vegetated sediments from both marshes,
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por debajo de los 14 cm de profundidad en ninguna de las
marismas. Los valores de pH casi no variaron en los sedimen-
tos sin plantas (7.1 £ 0.1 en Rosario y 7.4 £ 0.2 en Pancas). Los
sedimentos colonizados de Pancas resultaron mas acidos y
constantes con la profundidad (6.4-6.7) que los de Rosério,
donde se registré un pH minimo subsuperficial (5.9) a 20 cm
de profundidad. En los sedimentos sin vegetacion de ambas
marismas se observo un incremento gradual de las concentra-
ciones de AVS con la profundidad. Los perfiles de profundidad
de los sedimentos colonizados por H. portulacoides mostraron
niveles bajos de AVS (0.005-1.2 mmol g™') en los primeros 23
cm de profundidad (zona de raices), incrementando a mayores
profundidades hasta 32 y 6.8 mmol g! en Rosario y Pancas,
respectivamente.

Distribucion de metales totales en los nuicleos de sedimento

Aunque el contenido de Al varié dentro de un estrecho
intervalo tanto en Rosario (10.6 £ 0.9%) como en Pancas
(10.4 £ 0.4%), las concentraciones de Fe, Mn y Cr fueron nor-
malizadas con base al peso de aquel metal para minimizar las
pequeiias diferencias asociadas con los cambios en el tamafio
de grano (Windom et al. 1989). La figura 2 presenta los
perfiles verticales de las razones metal/Al en sedimentos sin
vegetacion y en sedimentos colonizados por H. portulacoides
de ambas marismas. Los perfiles verticales de Fe/Al, Mn/Al y
Cr/Al en los sedimentos sin vegetacion de Rosario mostraron
una pequefla variacion con la profundidad, mientras que los de
Pancas mostraron un maximo en las razones metal/Al a niveles
mas profundos (a 42 cm, Fe/Al =0.58; a 27 cm, Mi/Al = 96; y
a 32 cm, Cr/Al = 12). En los sedimentos con vegetacion se
encontrd una variacion dispersa de estas razones en la zona de
raices (0—23 cm). Por debajo de ésta se encontré un maximo de
las razones Fe/Al, Mn/Al y Cr/Al en los sedimentos de Rosar-
io, mientras que en Pancas no se observo ninguna tendencia.
En Rosario las razones metal/Al fueron menores en los sedi-
mentos colonizados que en las areas sin vegetacion (fig. 2),
pero en Pancas se obtuvieron valores similares.

Metales extraidos con hidroxilamina

Las fases reactivas obtenidas mediante la extraccion con
hidroxilamina (HYD) representan una fraccion definida opera-
cionalmente que comprende carbonatos y oxihidroxidos amor-
fos y cristalinos de Fe y Mn. Las concentraciones medidas de
Fe, Mn y Cr asociadas con esta fraccion de aqui en adelante se
indicaran como la proporcioén de su contenido total. La varia-
cion con la profundidad de Feyyp, fue similar en los sedimentos
sin vegetacion de ambas marismas, mostrando una reduccion
uniforme hacia sedimentos mas profundos: 3.5-0.4% 'y
11-4.3% en Pancas y Rosario, respectivamente. En Pancas los
sedimentos colonizados por H. portulacoides presentaron un
perfil similar de Feyyp, decreciendo de 10.8% en los sedimen-
tos subsuperficiales a 4.5% a 27 cm de profundidad. Se encon-
traron dos picos en los sedimentos con vegetacion de Rosario:
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Figure 2. Depth profiles of Fe/Al, Mn/Al, and Cr/Al ratios in non-vegetated sediments and in areas colonized by Halimione

portulacoides at the Rosério (a) and Pancas (b) marshes.

Figura 2. Perfiles de profundidad de las razones Fe/Al, Mn/Al y Cr/Al en los sedimentos sin vegetacion y en las zonas colonizadas por
Halimione portulacoides en las marismas de Rosario (a) y Pancas (b).

consisting of a smooth decrease towards deeper sediments:
3.5-0.4% and 11-4.3% in Pancas and Rosario, respectively. In
Pancas, sediments colonized by H. portulacoides showed a
similar Fe,yp profile, decreasing from 10.8% in subsurface
sediments to 4.5% at 27 cm depth. Two peaks were found in
vegetated Rosario sediments: 9.2% at 8.5 cm and 7.2% at
32.5 cm below the rooting zone. The Mnyyp, depth profile was
similar in vegetated and non-vegetated sediments from each
marsh but showed much higher concentrations in Pancas (max.
63.5%). A similar profile consisting of a gradual decrease from
the surface (1.4-1.6%) to deeper layers (0.66—0.83%) was
found for Cryyp in Rosario for both non-vegetated and
colonized sediments. In Pancas, the depth variations of Cryyp
changed between a gradual decrease in non-vegetated sedi-
ments (from 5.0% to 2.0%) and a scattered profile in areas
colonized by H. portulacoides (1.7-3.4%).

Metals in below-ground biomass

The comparison of Fe, Mn, and Cr concentrations in
below-ground biomass of H. portulacoides from Rosario and
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9.2% a 8.5 cmy 7.2% a 32.5 cm, debajo de la zona de raices.
El perfil de profundidad de Mn,yp, resulté similar en los sedi-
mentos con y sin vegetacion de cada marisma, pero sus con-
centraciones fueron mucho mayores en Pancas (max. 63.5%).
En Rosario se encontrd un perfil similar de Cryyp, para los sedi-
mentos con y sin vegetacion, consistente en un decremento
gradual desde la superficie (1.4-1.6%) hacia niveles mas
profundos (0.66-0.83%). En Pancas las variaciones con la pro-
fundidad de Cryyp, cambiaron de una reduccion gradual en los
sedimentos sin vegetacion (de 5.0% a 2.0%) a un perfil
disperso en las zonas colonizadas por H. portulacoides
(1.7-3.4%).

Metales en la biomasa subterranea

En la figura 3 se comparan las concentraciones de Fe, Mn y
Cr en la biomasa subterranea de H. portulacoides de Rosario y
Pancas, con las de sus sedimentos correspondientes. En ambas
marismas los perfiles de Fe en la biomasa subterranea mostra-
ron incrementos significativos (max. 23% en Rosario y 13% en
Pancas), excediendo los valores encontrados en sedimentos. El
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Figure 3. Depth profiles of Fe (%), Mn, and Cr (g g'') concentrations in sediments colonized by Halimione portulacoides and in below-ground biomass from

the Rosério (a) and Pancas (b) marshes.

Figura 3. Perfiles de profundidad de las concentraciones de Fe (%), Mn y Cr (g g!) en los sedimentos colonizados por Halimione portulacoides y en la

biomasa subterranea de las marismas de Rosario (a) y Pancas (b).

Pancas with the corresponding sediments is shown in figure 3.
At both marshes, Fe profiles in below-ground biomass showed
pronounced increases (max. 23% in Rosario and 13% in
Pancas), exceeding the values found in sediments. A less clear
pattern was observed for Mn in Pancas, where values in below-
ground biomass (40-255 pg g') were lower than concentra-
tions in sediments, while in Rosario a scattered depth variation
was found with higher levels (693-3413 pg g') in root mate-
rial. The depth variation of Cr concentrations in below-ground
biomass of H. portulacoides was less pronounced than that of
Fe and Mn, and levels were 2—7 times lower than values in the
respective sediments of both marshes. Despite the lower Cr
retention in roots, a maximum concentration was found
between 10 and 17 cm depth in Rosario, while in Pancas levels
increased towards the basal roots (23 cm).

Discussion

Our results showed that the root activity of salt-marsh
plants acidifies the sediments owing to the release of oxygen
and organic exudates at subsurface layers. The higher below-
ground biomass of H. portulacoides in Rosario and the
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Mn presentd un patrén menos claro en Pancas, donde los valo-
res en la biomasa subterranea (40-255 pg g') fueron menores
que las concentraciones en los sedimentos, mientras que en
Rosario se observo una dispersa variacion con la profundidad,
con mayores niveles (693-3413 pg g') en el material de las
raices. La variacidon con la profundidad de las concentraciones
de Cr en la biomasa subterranea de H. portulacoides fue menos
pronunciada que la de Fe y Mn, y los niveles fueron de dos a
siete veces menores que los valores en los sedimentos respecti-
vos de ambas marismas. A pesar de la menor retencion de Cr
en las raices, se registr6 una maxima concentracion entre 10 y
17 cm de profundidad en Rosario, mientras que en Pancas los
niveles aumentaron hacia las raices basales (23 cm).

Discusion

Nuestros resultados muestran que la actividad de las raices
de las plantas de marismas acidifica los sedimentos debido a la
liberacion de oxigeno y exudados organicos a las capas subsu-
perficiales. La mayor biomasa subterranea de H. portulacoides
en Rosario y el consecuente aumento en la concentracion de
oxigeno disuelto amplificaron esta sefial. El minimo de pH
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consequent enhanced concentration of dissolved oxygen had
magnified this signal. The pH minimum just below the oxygen
peak maximum resulted mainly from Fe(II) oxidation. Accord-
ing to Sundby et al. (2003), the fast oxidation of Fe(Il) in the
immediate vicinity of the root surface creates a sharp concen-
tration gradient and drives a flux of dissolved Fe(Il) towards
the root. In fact, an increase in Fe concentration (five fold) was
observed in roots at this depth. Iron oxyhydroxides would then
accumulate on the root surface and in the sediment adjacent to
the root. The uptake mechanism should follow the steps pro-
posed for the formation of Fe-plaques and Fe-rich concretions
around roots (St-Cyr and Campbell 1996, Hansel et al. 2001):
as plants uptake water and nutrients the reduced Fe species are
moved towards the rooting zone and are accumulated in sur-
rounding sediments and in roots. The lower Mn concentrations
in both vegetated and non-vegetated sediments from Rosario
suggest a minor contribution of the Mn cycle to the diagenetic
processes. In Pancas, sediments are dominated biogeochemi-
cally by both Fe(Il)/Fe(Ill) and Mn(IT)/Mn(IV) redox pairs.
The distinct behaviour of both marshes concerning the Fe and
Mn chemistry was also evidenced in levels recorded in roots.
As a result of the active participation of Fe and Mn in
diagenetic processes in Pancas, roots exhibited higher
concentrations of both metals. A minor role of the sulphide
fraction (AVS) in the chemistry of rooting sediments was
found in Tagus marshes with almost undetectable levels, unlike
that observed in several North American wetland areas (Kostka
and Luther 1995). At layers below the rooting zone, sulphate
was the main electron acceptor in diagenetic reactions
involving organic matter oxidation (Madureira et al. 1997).
The absence of a vertical trend in the Fe/Al, Mn/Al, and Cr/Al
ratios for sediments colonized by H. portulacoides suggests
that root-sediment interactions, such as release of molecular
oxygen and exudates (Jones 1998), had a minor effect on the
redistribution of these elements in the rooting sediments. A
similar conclusion was evidenced by the reduction of Ni and
Cr in the abundant Fe-oxide precipitates around the roots (Vale
etal. 2003).

The depth variation of metals in below-ground biomass
showed that Fe and Mn concentrations exhibited a broad range
of values (e.g., Fe from 1.9% to 23% in Rosario, and Mn from
639 to 3413 pg g! in Pancas), while Cr showed a relatively
narrow variation range (e.g., 13-44 pg g' in Pancas). The
variations of accumulated metals at 1-cm depth resolution
point to the different availability of metals in pore waters
along the sediment column. Availability is possibly induced by
root-sediment interactions, stressing the adaptive responses of
the plant to the environmental conditions. The retention of Cr
in below-ground biomass of H. portulacoides was 3-8 times
lower than in the respective sediments from both marshes. The
weak removal from the sediment is in agreement with several
studies evidencing that roots retain small quantities of this
metal (Windham et al. 2003, Almeida et al. 2004). Although
dissolved oxygen was present in rooting sediments, Cr may be
available in the less reactive form, Cr(IlI). The reduction
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justo debajo del maximo pico de oxigeno se debe principal-
mente a la oxidacion del Fe(IT). Segin Sundby et al. (2003), la
oxidacion rapida del Fe(II) cerca de la superficie de las raices
produce un fuerte gradiente de concentracion e impulsa un
flujo de Fe(Il) disuelto hacia éstas. De hecho, se observo un
incremento (de cinco veces) en la concentracion de Fe en las
raices a esta profundidad, acumuldndose oxihidroxidos de Fe
en su superficie y en el sedimento circundante. El mecanismo
de asimilacion deberia seguir los pasos propuestos para la
formacion de placas y concreciones ricas de Fe alrededor de las
raices (St-Cyr y Campbell 1996, Hansel et al. 2001): cuando
las plantas asimilan agua y nutrientes, las especies de Fe redu-
cidas se trasladan hacia la zona de raices y se acumulan en los
sedimentos circundantes y en las raices. Las menores concen-
traciones de Mn en los sidimentos con y sin vegetacion de
Rosario indican una contribucion menor del ciclo del Mn a los
procesos diagenéticos. En Pancas los sedimentos se encuentran
biogeoquimicamente dominados por los pares redox Fe(II)/
Fe(IIT) y Mn(II)/Mn(IV). El distinto comportamiento de ambas
marismas en cuanto a la quimica del Fe y Mn también se
evidencid en los niveles registrados en las raices. Como resul-
tado de la participacion activa del Fe y Mn en los procesos
diagenéticos en Pancas, las raices presentaron mayores concen-
traciones de ambos metales. En las marismas del Tajo la frac-
cion de sulfuros (AVS) mostrd un papel de menor importancia
en la quimica de los sedimentos con raices, con niveles casi
indetectables, a diferencia de lo encontrado en varias zonas de
humedales en Norteamérica (Kostka y Luther 1995). Por
debajo de la zona de raices, el sulfato fue el principal receptor
de electrones en las reacciones diagenéticas que involucran la
oxidacion de materia organica (Madureira et al. 1997). La
ausencia de una tendencia vertical en las razones Fe/Al, Mn/Al
y Cr/Al para los sedimentos colonizados por H. portulacoides
sugiere que las interacciones entre raices y sedimentos, como
la liberacion de oxigeno molecular y exudados (Jones 1998),
tuvieron un menor efecto sobre la redistribucion de estos ele-
mentos en los sedimentos entre las raices. Se ha evidenciado
una conclusion similar por la reduccion de Ni y Cr en los abun-
dantes precipitados de los 6xidos de Fe alrededor de las raices
(Vale et al. 2003).

La variaciéon con la profundidad de los metales en la bio-
masa subterranea indic6 que las concentraciones de Fe y Mn
mostraron un amplio intervalo de valores (e.g., el Fe de 1.9% a
23% en Rosario, y el Mn de 639 a 3413 nug g! en Pancas),
mientras que el Cr mostrd un intervalo de variacion relativa-
mente pequefio (e.g., 13—44 pg g! en Pancas). Las variaciones
en la acumulacion de metales, a una resolucion de profundidad
de 1 cm, indican una diferente disponibilidad de los metales en
las aguas intersticiales a lo largo de la columna de sedimentos.
Es posible que la disponibilidad sea inducida por las interac-
ciones entre raices y sedimentos, acentuando las respuestas
adaptativas de la planta a las condiciones ambientales. La
retencion de Cr en la biomasa subterranea de H. portulacoides
fue de tres a ocho veces menor que en los sedimentos
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Figure 4. Depth profiles of Cryyp/Fepyp (Weight basis) and dissolved oxygen (%) in sediments colonized by
Halimione portulacoides from the Rosario (a) and Pancas (b) marshes.

Figura 4. Perfiles de profundidad de Cryyp/Feuyp (peso) y del oxigeno disuelto (%) en los sedimentos colonizados
por Halimione portulacoides de las marismas de Rosario (a) y Pancas (b).

of Cr(VI) to Cr(Ill) may have occurred via organic matter
oxidizable forms and/or Mn oxides (Kim et al. 2002, Sufie et
al. 2007). Plants may also be able to reduce the hexavalent Cr
by a detoxification reaction that very likely occurs in roots, and
that may be catalyzed by Cr reductases similar to those found
in bacteria (Cervantes et al. 2001). In fact, Vale et al. (2003)
suggested that Cr occurs in less available soluble forms in the
rhizosphere, since they found a decrease in abundant Fe-oxide
precipitates (12—19% of Fe) around the roots. Below the oxy-
gen maximum, roots still did not accumulate Cr, suggesting
that Fe(II) may have reduced hexavalent Cr via chemical or
biological means (Fendorf et al. 2000). Iron oxyhydroxides are
also known to retain Cr in their structure (Hansel et al. 2003).
In order to better determine the changes of Cr associated with
the Fe oxyhydroxide fraction, the concentration of Cryy, was
normalized to the respective Feyy, on a weight basis (fig. 4). A
sharp increase in Cryypl10#/Feyyp, ratios was found when oxy-
gen is depleted and Fe augments in below-ground biomass.
Previous studies preformed by Sundby et al. (2003) showed
that Fe(Il) is abundantly present in this suboxic layer. This
environment generates favourable conditions for the reduction
of Cr(VI) by Fe(Il). The reduction and immobilization of Cr is
a result of a coupled biotic-abiotic reaction pathway, in which
Fe(Il) catalyzes the reduction of Cr(VI) to Cr(Ill) (Wittbrodt
and Palmer 1996, Wielinga et al. 2001). Below this layer Cr
exists mainly as its trivalent ion since an effective reduction

through S~ or Fe(II)S has occurred.
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