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1. Introduccidn

El fosforo (P) ys€hNitrégeno (N) son bioelementos de numerosas moléculas clave,
incluidas proteinas,” ADN y ARN que son requeridas por los organismos en
grandes cantidades-para su crecimiento 6ptimo. Sin embargo, el incremento de N
en los ecosistemas ha_sido mucho mayor que P y esto ha supuesto que el P se
convierta en el gran limitante.de la fotosintesis (Lu et al. 2012) Por ello, la relacion
N:P resulta fundamental en€l metabolismo de las macrdfitas sumergidas costeras.
Estas macrdfitas estdn bajo ameénaza por eutrofia asi como por hipereutrofia en

los ecosistemas acuaticos (Sanchez et al. 2007).

El incremento de N y P ha afectadoga la biodiversidad funcional y los procesos
biogeoquimicos que benefician la produccién primaria en muchas regiones
acuaticas; en el continente Americano la=especie vulnerada ha sido Vallisneria
americana (Benson et al. 2008). Lashipotesisdel estrés por enriquecimiento de N
en macréfitas sumergidas, que prevalece desde_el siglo pasado, no explica
contundentemente el mecanismo metaboliCo)de toxiCidad de este bioelemento; por
lo tanto, contindan las investigaciones { sobre loS.~procesos de regulacion
metabolica asociadas a la asimilacion de Ny P en plantas-sumergidas (Cordell et
al. 2009). El incremento de P genera mas oxigeno e incrementa el estrés oxidativo
en vegetales, inducido por un exceso de produccion y acumulacién de moléculas
llamadas ROS que son especies de oxigeno reactivo (Nawkar et al. 2013). El
estrés oxidativo es un desorden metabdlico actual que se ha.relacionado a
diferentes tipos de estrés abiotico de gran impacto en el crecimiento deha planta,
de tal forma que las reducciones de crecimiento resultantes han sido mayores de
50 % en la mayoria de las especies (Rejeb et al. 2014). En el estrés oxidativo, la
generacion y desintoxicacion de ROS desencadena un desequilibrio debidova da
perturbacion de la fisiologia celular y la biosintesis de novo de ROS, como parté
constitutiva de la sefalizacién de estrés y la respuesta inmunitaria necesaria para

la defensa asi como la adaptacién. Estos mecanismos coexisten debido a los



factores primarios de estrés como metales de transicion, luz ultravioleta y exceso
de nutrientes) que estimulan la generaciéon de ROS (Zhang et al. 2010; Nawkar et
al. 2013)

Las plantas cuentan con mecanismos para metabolizar, y manejar la homeostasis
celular. El estrés oxidativo impacta significativamente el estatus de los nucledtidos
ATP, NADH y NADPH"(Anjum et al. 2016) y produce metabolitos antioxidantes
(Ostrofsky y Zettler 1986). Especialmente los flavonoides, como las antocianinas,
las cuales son metabolitos(antioxidantes involucrados en la resistencia de la planta
contra el estrés ambiental abiético, como son, luz ultravioleta, temperatura,
contaminacion del aire, metales#pesados, heridas mecénicas y la deficiencia
nutricional; estos han sido los factores de estrés mas investigados (Nakabayashi y
Saito 2015).

En esta investigacion la finalidad“fue analizar en los cultivos de V. americana el
efecto del incremento de P en diferéntes relaciones estequiométricas C/N/P con
enriguecimiento de N y C, sobre su-crecimiento y- contenido de antocianinas. El
estudio de la condicion metabdlica desV. americana frente al desafio de la
eutrofizacion es necesario para comprender su” respuesta de aclimatacion,

adaptacién y defensa (Hering et al. 2006).



2. ( Antecedentes

2.1 EFN y P en humedales tropicales

Los humedales.'como marismas, pantanos 0 ciénagas son ecosistemas que
surgen cuando la; Saturacion del terreno por agua produce sustratos hidricos
(dominados por proCesos_anaerdbicos) que permite el establecimiento de biota,
principalmente plantas” enraizadas (Keddy 2010). Debido a que los humedales
representan un gradiente(enire ambientes acuaticos y terrestres, no hay una
definicion universalmente reconocida sobre estos ecosistemas, generando asi
confusiones e inconsistencias en_la clasificacion de inventario y manejo (Martinez
et al. 2014)

La eutrofizacion es un problema persistente en humedales de todo el mundo. Las
disminuciones en la calidad del_agua asociados a la eutrofizaciébn son causadas
por el aumento de niveles de N y_P, debidoya las actividades humanas como; la
guema de combustibles fosiles, el uso de fertilizantes agricolas y la captacion de
las aguas residuales (Smith et al. 1999). lsas actividades agropecuarias ocupan las
mayores extensiones de tierra en el mundo-y en casitodas ellas se aplica gran
cantidad de fertilizantes que luego son arrastrados y‘enriquecen los cuerpos de
agua. La eutrofizacion producida por estas actividades’tesulta en tasas de

descomposicion muy elevadas (Moreno-Casasola 2008).

Las pérdidas de P por drenaje en los suelos, es decir, por lixiviacion'y escorrentia,
resultan en su utilizacion ineficiente e incrementa mas el riesgo de ‘eutrofizacion en
rios y estuarios (Berkheiser et al. 1980). Por lo que la interaccion del P"con N es
esencial para la produccion primaria de rios y lagos. Una caracteristica Unica del P
es su baja disponibilidad debido a la lenta difusion y alta fijacion en los sueles, Su
solubilidad en agua es tan baja que sélo hay un movimiento lento y constante de/R
en medios acuaticos (Shen et al. 2012). Todo esto significa que el P es un factor
limitante de crecimiento en organismos vegetales. La mayor parte de dicho

elemento en el suelo son compuestos organicos e inorganicos no asimilables



(Holford 1997). Las plantas sélo pueden tomar ortofosfato (P-H,PO,), cuya

concentracion rara vez excede 10 uM (Holford 1997).

2.2 Funciénsecoldgica de macrdfitas sumergidas costeras

Las macrdfitas sumergidas influyen sobre varios factores ambientales a través de
Su respiracion, fotosintesis'y tasa de crecimiento. Entre estos factores destacan la
concentracion de oxigeno disuelto y dioxido de carbono, el contenido de
nutrientes, el pH, la penetracion.de la luz, la velocidad de la corriente y la tasa de
sedimentacion; y sus efectos pueden influir directa o indirectamente en la vida de
otros organismos, sobre todo de la‘microbiota que utilizan estas macrofitas como
alimento, proteccion y soporte (Moreno-Casasola 2008). ElI impacto sobre las
plantas acuéticas en el ambiente y en lasrelaciones bidticas aumenta conforme el
volumen de agua disminuye (Lugo.et al. ¥990; Mitsch y Gosselink 2000), lo cual
genera estrés ambiental y desencadena la preduccion de metabolitos secundarios
como las antocianinas como mecanismos.de resistencia al estrés (Mohd et al.
2011).

2.3 Vallisneria americana

La angiosperma Vallisneria americana Michx. (Clases Liliopsida; Orden:
Hydrocharitales; Familia: Hydrocharitaceae). Se distribuye “désde Norteamérica
hasta América Central (Korschgen & Green 1988; Ellison 2004). En la zona
costera del Golfo de México ha sido reportada desde Tamaulipas hasta Yucatan y
el Caribe en ecosistemas lénticos y I6ticos (Lot. 1999; Novelo y Ramos”2005). Su
distribucion en las lagunas de la Reserva de la Biosfera Pantanos de(Centla ha
registrado una marcada variacion temporal y espacial, con tendencia a disminuir
(Sanchez et al. 2007). Vallisneria americana es un ejemplar dioico (Figura 1) Coen
capacidad de reproduccién sexual y asexual; produce rizomas cortos y verticales
que presentan rosetas de hojas (McFarland 2006); habita en ecosistemas
dulceacuicolas o ligeramente salobres (estuarianos); y su desarrollo completo se

da en condicion sumergida y enraizada al sedimento. Presenta hojas lineales
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sumergidas o flotantes en forma de cinta y flexibles que se extienden dependiendo

de la profundidad del agua.

La dimension.de las hojas es de 10-25 mm y de ancho 5-9 mm; presenta venas y
margenes dentades con una franja central oscura y estrias pigmentadas
transversales visibleés (Catling et al. 1994; Korschgen 1997). Las hojas estan
alternadas y se encuentran en hileras que surgen de pequefios tallos laterales.

Presenta flores pequefias.en un tono blanco sobre la misma planta.

Figura 1. Epihidrograma en Vallisneria americana (A) planta femenina (B) planta masculina,
(Kumar 2017) Rescatada de www.biologydiscussion.com

El polen es liberado en filamentos gelatinosos y ocurre cuando la flor essimpulsada
por las corrientes del agua o el viento. El polen se sumerge en la depresion/creada
por la flor y se deposita sobre el estigma (polinizacion hidréfila) (Sculthorpe_1967).

Los granos de polen son alargados y esféricos.



La reproduccion sexual es por dispersion de semilla y la asexual por estolones. La
planta deSarrolla rizomas horizontales o plagiotropicos que suelen estar debajo de
la superficie del sustrato y mantienen una estrecha relacion con el rizoma
ortotropico. Lasaices son fibrosas y se desarrollan en la porcién basal del rizoma

ortotropico (Korsehgen 1997).

2.4 Antocianinas y estrés oxidativo

Las antocianinas son glucésidos g€ antocianidinas, pertenecientes a la familia de
los flavonoides que forman un grupe’de pigmentos hidrosolubles de origen natural
reconocidos por la coloracion roja, purpura y azul que pueden estar presentes en
diferentes 6rganos, tales como_frutas, ‘flores, tallos, hojas y raices. (Fennema
2000; Castafieda et al. 2009). De“todas las antocianinas que actualmente se
conocen, las mas importantes seon /la pelargonidina, delfinidina, cianidina,
peonidina y malvidina (Figura 2) nombres que derivan de la fuente vegetal de
donde se aislaron por primera vez; la combinacion de éstas con los diferentes
azucares genera aproximadamente 150 antocianinas, (Aguilera et al. 2011). La
acumulacion de pigmentos de antocianina en tejidos-, vegetales es una
caracteristica de estrés en las plantas, por ejemplo, en Arabidopsis, la respuesta
de estrés reveld que la ROS es una importante sefial para_desencadenar la
acumulacion de las antocianinas y a su vez las antocianinas“funcionan como
antioxidante para amortiguar la homeostasis de ROS y ofrecer proteccion,contra el

dafio celular causado por estrés oxidativo (Rios 2003).
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Figura 2. Estructura quimica de las antocianinas Cianidina: R1 = OH; R2, R3, R4 = H. Delfinidina:
R1, R2 = OH; R3, R4 = H. peonidina:"R1 = OCHj;; R2, R3, R4 = H. Petunidina: R1 = OCHj3; R2 =
OH; R3, R4 = H. Malvidina: R1, R2 = (OCH3;; R3, R4 = H. Pelargonidina: R1, R2, R3, R4 = H.
(Kéhkonen et al. 2003)

2.5 Espectrofotometria

Los métodos espectroscopicos que'usan longitudes de onda UV-Visible (UV-Vis)
son rapidos, baratos y cuantifican el contenido de mmetabolitos secundarios (Nieves

et al .2006) que pueden utilizarse como marcadoresbioguimicos.

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitiea.que permite determinar
la concentracion de un compuesto en solucién. El Jfundamento de la
espectrofotometria se debe a la capacidad de las moléculas para absorber
radiaciones en las regiones del ultravioleta (UV cercano de 195-400 nm) y el
visible (400-780 nm). Las longitudes de onda de las radiaciones gue.una molécula
puede absorber y la eficiencia con la que se absorben dependen de la.estructura
atomica y de las condiciones pH, temperatura, fuerza i6nica del medio (Nieves et
al. 2006). El analisis espectrofotometria de UV-Vis requiere poca cantidad de
muestra y preparacion y rapidamente proporciona informacion valiosa y solida
sobre la presencia de determinadas clases de metabolitos, como los flavonoides;

carotenoides y clorofilas.
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3. (Justificacion

La tasa de“contaminacién por perturbaciones antropogénicas en ecosistemas de
agua dulce y.salobre incrementa los niveles de nutrientes (N y P) generando
problemas de estrés en las especies locales de macrofitas enraizadas sumergidas.
En los ultimos afas| Vallisneria americana ha mostrado disminucién en namero y
extension de praderas~distribuidas en la Reserva de la Biosfera Pantanos de
Centla, y asociado al hecCho, destaca el incremento de la carga organica y de
sélidos suspendidos. Por el impacto ambiental que representa la desaparicion de
esta especie a largo plazo se-han abordado estudios en cultivo in vitro para
comprender el mecanismo metabélico de estrés asociado al incremento de N o0 en
relacion N/P, en concentraciones de_P que se han relacionado a la hipétesis de
homeostéasis metabdlica con el P en relacion uno milimolar (Bautista et al. 2016);
asi como por su relacion con el estrés oxidativo ligado a los contenidos de
flavonoides como estrategia de/defensa=(Cruz 2014). Los enfoques de estrés
oxidativo presentan investigaciones) escasas, en angiospermas acuaticas
sumergidas. Los estudios se han)-realizado _en géneros de la familia
Hydrocaritaceae como Enhalus, Thalassiay Halophila (Attaway et al. 1970; Qi et al.
2012) a la cual pertenece V. americana, para reconecer la filogenia molecular de
éstas macrdfitas (Qi et al. 2012). La presente investigacion aprovecho el
suministro de plantas clonadas in vitro del laboratorio de Biotecnologia para
determinar en la relacion C/N/P el efecto de estrés del P en tres fuentes de N

analizada con la técnica de Taguchi.

La evaluacién experimental con la metodologia de Taguchi, aplica, disefios
factoriales fraccionados, para evitar una serie de ensayos progresivos. _El, disefio
Taguchi analiza a menudo muchos factores con el fin de identificar aquelles, que
tienen un efecto importante para reducir el nimero de experimentos y obtener
resultados estadisticamente significativos (Moussavi et al. 2007). Los factores.de
control luego se utilizan para predecir una combinacion 6ptima. Si estos resultados

son satisfactorios, los demas experimentos son innecesarios (Cobb et al. 1994).



4. (Hipotesis

De acuerdo con la teoria estequiométrica del balance C/N/P ligado al
metabolismey se propuso que el enriquecimiento de C, N y P en Vallisneria
americana eultivada in vitro estimula el crecimiento estolonifero o produce

antocianinas como mecanismo de defensa ante el estrés.

5. Objetivos

Objetivo general
e Evaluar en plantas de Vallisneria americana cultivadas in vitro, el efecto del
incremento de P en la relacion C/N/P y su efecto sobre el crecimiento
vegetativo y la produccion desantocianinas ante un posible estrés.

Objetivos particulares

e Comparar el crecimiento vegétativo en ¢diferentes relaciones C/N/P con
enfasis en el incremento de P.
e Revelar el estrés oxidativo por el contenido de antocianinas.

e Discriminar el efecto de los iones sodio y cloro de las diferentes sales de N
utilizadas.



6. ( Método

El enfoquesde;este trabajo fue experimental, exploratorio y metabdlico (Figura 3).

Plantas in vitro

&

9)‘: Subcultivos

4

‘%rimento
o

Seleccion de plantas.

Medios de cultivo con concentraciones a;s y bajas de C: N: P (Método Taguchi L4)

NaN03, NH4C|, NH4NO3
Ambiente: pH7.5, 30°C, 16 horasl/I
Monitoreo (7 dias).

%,

F (

Preparacion de muestras %

Extraccion de plantas y diseccion de hojas y raiz @

Liofilizacién de material vegetal

Molienda de material vegetal O

Montaje de técnicas espectrofotométrica ® -
Respuestas

e Contenido de antocianinas
e Crecimiento de brotes y estolones
e Analisis fisicoquimicos de los cultivos

Figura 3. Diagrama metodoldgico.
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6.1 Pl@in vitro

El proc@hto para la obtencibn de rametes antes del experimento se
establecio aé&tir de plantas clonadas de Vallisneria americana de acuerdo a
Bautista et al. . El cultivo aséptico de ortet y la propagacion de rametes se
realizd en medi@e‘cultivo sin MS y MS 12.5% modificado sin NHy,
respectivamente co(?g;nbios de medio cada 15 dias por dos meses. El medio

&

El cultivo inicio con la regeQ,m n de semillas asépticas 5 + 17 en 40 ml de fase
liquida en recipientes de vidri C;rll (6.5 cm de alto x 5.5 cm de ancho) a pH de

? flujo de aire aséptico se depositaron las
r

semillas (Figura 4 b). En la prime afe‘ e germinacion los cultivos permanecieron

de cultivo fue preparad micro y macro nutrientes (Bautista et al. 2016).

7.5 (Figura 4 a). En una cabi

las plantulas en oscuridad a 30 ° tlempo de germinacién cercano a 15
dias, luego recibieron luz en erlo o de 16 horas/luz. Después el mismo
procedimiento, condiciones y tie &_de gl VO se usaron en el proceso de

clonacion.
+. eé‘

O /)o

Figura 4. Procedimientos de cultivo in vitro (a) Unidades experimentales estériles de di@u
tratamiento (izquierda) y (b) Procedimiento de cultivo siembra de semillas en campana KISW
laminar (derecha).

Q

O

L



6.2 Disene‘experimental

En el experimento, se evaluaron las plantas clonadas en niveles altos y bajos de
concentracion desN,"P y C en arreglo Taguchi ortogonal L4 (Tabla 1) en ambiente
de luz de 100 umoldesfotones m-2 s-1 a 30 °C. Para estimar el estrés por N/Py C
se analizaron tres fuenteS de N que fueron NaNOjs, NH4Cl y NH;NO3 se usé P-
H,PO, y C-HCOg3 (Tablay1). El cociente C/N/P de 2/1/1 se analiz6 en relacién
molar de 435/20/10 y 870/40/10, por lo tanto fueron equivalentes. Ademas se
usaron controles de KNO3z;, NaNO3; y NH,4CI, para estimar los efectos osméticos.
Cada tratamiento presentd tres~téplicas con una planta por cada unidad de
cultivo. A los siete dias del experimento_se registré el nimero de yemas de rizoma
y ramete, el porcentaje de sobrevivencia y el contenido de antocianinas fue

analizado en raiz y hoja.
6.3 Analisis de sobrevivencia

El marcador de sobrevivencia fue estimado conla ausencia y presencia del color
verde de las hojas por unidad de cultivo usando la‘escala de 0 a 100%; donde O
fue clorosis y 100 donde la planta contaba con el colar verde correspondiente de

las hojas sanas.
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Tablal{ Arreglo Taguchi, relaciones molares y controles experimentales Fuente de

¢

Nitrégen erimental (FN.x) y controles identificados por relaciones estequiometricas C,
A
NyPyOs idad calculada.

22/1/1 20

Cl 43/1/1 10 912
Na 43/1/1 10 912
6.4 Preparacion y extraccion de antocianinas @

Las plantas fueron extraidas del medio acuoso. Con ayuda de pinzas de dis@ﬁn
y colocadas sobre papel absorbente para retirar el H,O superficial. El peso freQ@
de la planta completa fue registrado en una balanza analitica profesional (Velab%

La diseccion de hoja y raiz se realiz6 con ayuda de un bisturi dentro cajas petri de ~,



vidrio (previamente esterilizado con 5ml de H,O. Las muestras (0.1 g) fueron

congeladas durante un mes a -20°C en ultra congelador (Modelo UF V 500).

Posteriormente-se registro el peso seco en las muestras liofilizadas al alto vacio
a (-40°C, 133m.Pascales) (Freeze Dry Sistem Labconco) por cuatro dias. Las
muestras fueron maolidas en un mortero de porcelana y la extraccion se llevo
acabo con una mezclarde 70% etanol y 30 % de &cido acético en oscuridad
utilizando el método modificado de Salinas et al. (1999). El extracto etandlico fue
sonicado durante 5 min en tubos eppendorf y centrifugado a 14,000 rpm durante

10 min. El extracto final se guardé a -5°C.

6.5 Determinaciéon de antocianinas

En el espectrofotbmetro Shimadzy ' UV-1280 (Shimadzu, Kyoto, Japan) se realizo
la caracterizacion de antocianinas<” El extracto se leydo 520 nm. La curva de
calibracion se realiz6 con una dilucion de ‘10" ug de cloruro de cianidina en
concentraciones 12.5 hasta 125 pl (Salinas et'al. 11999). El contenido total de

antocianinas (ug g*) se calculd en las hojas_y-raices:
6.6 Analisis fisicoquimicos

Los datos fisicoquimicos se analizaron en un Medidor “Mdltiparametrico para
Calidad del Agua (HANNA HI9828). Los parametros de pH, Oxigeno disuelto
(OD%), Sdlidos totales disueltos (STDppm), salinidad (UPS) ¥ petencial redox
(ORPmv) se registraron en los medios al final del experimento.

6.7 Andlisis de datos

Con pruebas de ANOVA 'y Kruskal-Wallis se analizaron los datos de crecimiento y
contenidos de antocianinas por tratamiento y controles. Las diferencias entre
medias usaron pruebas de Fisher. El disefio experimental Taguchi (L4 arreglo

ortogonal) usé la razon sefial/ ruido sin interaccién y con la caracteristica de
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calidad “el-mas pequefio es mejor’ para estimar la media y la variabilidad del
contenid@ agtocianina con el software estadistico fue Statistica V8 Statsoft

7. Resultados”™

S
7.1 Sobreviveﬂ‘b‘,

Las plantas in vitro s ivieron en las fuentes experimentales de N que
presentaron NO3z y NH;NO ientras que en NH,4CI la mortandad fue total (Figura

5A). Asi mismo, sobrevivieron os controles de KNO3, NH4Cl y NaNOs3 (Figura

Figura 5. Plantas de V.americana en tres fuentes experimentales de N: NO3,NH4 y NO3NH4 (superior)
en controles KNO3, NH4Cl y NaNO3 (inferior).
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7.2 Marcadores de crecimiento

Con suminisStro' de Ney, de la fuente NaNOs, el crecimiento de rametes fue mayor
en las relaciones C/N/P de 43/1/1 y 2/1/1 de los tratamientos 1 y 3 (Figura 6)
mostrando promedios de 60%; en cambio el crecimiento de estolones fue superior
en el tratamiento. Aunque los otros tratamientos de Ney, de esta fuente mostraron
entre 40% de estolones™y 20% de rametes su diferencia estadistica fue rechazada
(Figura 6). La formaciongde)estolones en NH4sNO; fue de 40% en la relacion C/N/P
2/11 y N/P 2/1 del tratamiento 3 (p <0.05); mientras que en el resto de las
relaciones el porcentaje fue menor o no registrado, como en el ultimo tratamiento
(Figura 7); en las tres relaciones_G/N/P de los tratamientos 1 a 3 la produccion de
rametes oscilo entre 0 y 40% sin _registrar diferencias significativas (p<0.05).
Excepcionalmente en las plantas en"Nex, de NH4Cl se encontré evidencia de
estolones en la relacion 22 de C/N.y N/P“2/1 a los siete dias de la prueba. Por lo
cual, a causa de su elevada mortandad fue eliminada del analisis de resultados
subsecuentes. Todos los controles (produjeron un estolén por cultivo, y solo con

KNO3 formaron 50% de brotes.

80

00 —0—
B
B BNO AENG
80 T 60
%
% 60 I?x/rr %
2 é/ _ 40 - o i — = _,“;_
i 7 . ;.
- I@ |
dal 20 - i ,f’ '),
20 t/ ’/ ,: L /'L'/
e o
7 w
7 7 .
§/ .
0 0 L i
1 T2 13 T4 T T2 3

Figura 6. Porcentaje de estolones (ENO) y brote (BNO) en los tratamientos NaNO3z y NHaNOs de

las plantas de V.americana cultivadas in vitro A=carbono alto y B=carbono bajo
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KNOz' [
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NH.CI | [ Brote

Controles

NaNO

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Cultivos

Figura 7. Estolones y brotes en las plantas de\V.americana en controles de KNO3 NH4Cl y NO3

(N=3).

7.3 Antocianinas en hojas y raices

Los contenidos de antocianinas en las hojas de las plantas cultivadas en NaNO3 y
NH4NO; y los tres controles presentaron rangos de 19 a 88 pg @)y en las raices
de 13 a 36 pg g* (Tabla 2). En las hojas el contenido fue mayor usando la fuente
de NH4NO;3 y el control de NaNOs, sin embargo, fue superior con_KNOj;. Asi
mismo en las raices, el control KNO3; presentd el contenido mas elevado.y el

control de NaNOg; el mas bajo.



88.21 35.61

@ol K
Con916l® 19.04 27.17

NaNO;  Confol Nae‘éssl 12.63
@‘inas e raiz de V.americana a 7 dias de
R
)
2.2
%

7.4 Antocianinas vs crecimiento g

En la fuente NO; experimental la concentracion de a@cianinas en hoja

Tabla 2. Contenido promedio de an
(cultivo N=3 tratamientos por fuente

disminuy6 en relacién con la formacion de estolon (p = 0.03). anera similar,

los controles mostraron una disminucion de antocianinas en hojas 3\
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7.5 Antocianinasvs C, Ny P

Las fuente” de Neyp de NOsz; y NHiNO;z incrementaron significativamente los
contenidos de.antocianinas de Vallisneria americana, mas en hoja que en raiz
(Figura 8 y 9).\L.0s valores elevados de antocianinas en hoja se registraron en
NH4NO3 con la relacion C alto (p=0.003095) y P bajo (p=0.01920), sin el efecto
significativo de N (p=0+318982). La fuente de NO3 presentd concentraciones mas
bajas de antocianinas ygprovocé incrementos con el C bajo y N alto. La relacion
C/N asociada a concentraciones altas de antocianinas usando fuentes de NOj3 fue
11/1 y fue indistinto el efecto. del P entre valores de 1 y 10 mmol L™; y para la
fuente NH4NO3 fue 43/1.
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Figura 8. Contenido de antocianinas de hojas y raiz de V. americana en concentraciones altas y
bajas de C/N/P. Fuentes de NO3. Y=Relacionsefial/Ruido de antocianinas.
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Figura 9. Contenido de antocianinas de hoja y raiz en concentraciones altas y bajas. Fuente de
NH4NO3. Y=Relacién sefial/Ruido de antocianinas.
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7.6 Evaluacion fisicoquimica

Los parametros fisicoquimicos del medio de cultivo final de la fuente de Neyp
promediados{se-consignan en la Figura 10. El OD fluctuo entre 40 y 60 % usando
NH,4. Ninguna de"las tres fuentes de N experimentales ni los controles mostraron
caracter acido; encontraposicion el NH4 experimental alcanzé valor cercano a la
neutralidad y el mediosde_clonacion fue alcalino. EI Eh fue mayor con NO3 y en
KNO; (relacion 435/20/1~de C/N/P). La concentracion de los STD y la salinidad
coincidieron en magnitud; las dos mediciones cambiaron cuando la fuente de N de
NH,4 fue Unica presentando el valor mas bajo; en NH4;NO; fue el mas alto. En
contraste, los controles de NOz.em'sal de K y NH4Cl disminuyeron sensiblemente
en estos dos parametros. Figura 1@ centroles Entre los de NH4 experimental y los

control las diferencias fueron notables
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8. Discusién

Existen muy pocos estudios sobre plantas acuéticas de humedales en referencia a
la obtencion de-P en suelos y sedimentos, asi como del comportamiento de este
bioelemento en.a rizésfora de las plantas (Xing et al. 2018). En aproximacion in
vitro aplicando la(teoria estequiométrica ligada al balance ambiental C/N/P al
crecimiento estolonifere~de Vallisneria americana, los contenidos de antocianinas
se expresaron mas comoQjun control del desarrollo de estolones que por su
respuesta quimica antioxidativa. La hipétesis plante6 que sus poblaciones pueden
superar el estrés por enriquecimiento de N de indole inorganica (NH;, NH4NO3 y
NO3, cuando el metabolismo C/N/P cambia debido al incremento de P (10 mM).
Sin embargo, en condicién naturalda mayor parte del P no es asimilado y por esta
razon se necesita mayor investigacign, sobre los mecanismos reguladores de la
asimilacion y transporte del P en las macrofitas sumergidas (Secco et al. 2017).
Comparando la sobrevivencia deé.Jlas plantas del control Cloro con la fuente
experimental de NH, como fuente'de N, la“consecuencia fue drastica y este
resultado no fue explicado por los cambios.de pH, salinidad, redox, incluso por el
nivel de oxigenacion del medio de cultivo en“siete dias de exposicion. En
consecuencia el efecto toxico del NH, en ausencia de NOs, resultd incuestionable
(Gomes et al. 2011). Sin embargo el efecto osmotizantesde las principales sales
del experimento en las relaciones altas de C/N/P de NH,_fde claro; ya que con
NH4NO3; produjo inhibicibn o ausencia de estolones y rametes, a pesar del
incremento de P. Los crecimientos en las fuentes de NO3; y NH4NO3 coinciden
con la hipétesis de la tasa de crecimiento, la cual propone que el creCimiento esta

asociado a concentraciones de P altas.

Estudios han reportado que tanto la magnitud como la direccion de la respuesta en
el crecimiento de las plantas con CO; elevado depende de la disponibilidaddel P
(Jakobsen et al. 2016). Asi mismo, este estudio se revelaron posibles mecanismos
regulatorios de las antocianinas en el crecimiento o como mecanismo de defensa:
Sin embargo las antocianinas parecen haber funcionado mas como biomarcadores

en el desarrollo de rametes que por estrés. Lo anterior quedd explicado con el
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suministro.de KNO3 ya que la concentracion de antocianinas disminuy6 con el
desarrolle del ramete. Al igual que este resultado, estudios han demostrado
patrones deé s recimientos en regiones determinadas debido a mecanismos
moleculares enAla regulacion ecolbgica de las antocianinas (Pervaiz et al. 2017).
Aqui se reveld #la’importancia del K como resultado, destacando tanto el
crecimiento como “els*mecanismo oxidativo mediado por antocianinas. Estas
también contribuyen a\lasSobrevivencia de las plantas expuestas a diferentes tipos
de estrés bidtico y abidtico..El K cuenta con un papel importante en la activacién
enzimatica, proteica, fotoesintesintética, de osmorregulacion, movimientos
estomaticos, transferencia de epérgia, balance cation-anién; asi también mantiene
un balance en la resistencia al~estrés. Estudios han demostrado que el K
interactda junto al P y otros nutrientes vitales para el desarrollo vegetal (Amtmann
et al. 2018). Por lo tanto la produccion de, antocianinas con incremento de P en
fuente de NO3; y NH4NO;3; impidié el crecimiento estolonifero, mediante un

mecanismo que debera ser investigado.

La relaciéon C/N/P idénea que mantuvo constante la_clonacion fue determinada en
la fuente de NO3 en condicion de salinidad de 1.1 UPS; sin embargo, el efecto del
cation Na demerit0 estos efectos, tal como _se deneta~con la contraparte de la
relacion C/N/P de los controles de Na y Cl. Por lo tanto,.€n futuros experimentos
de efectos de la eutrofizacién debera disminuir el uso de _sales de Na y Cl que
enmascaran el incremento de P, suponiendo un ambiente limnético. Tal como se
ha demostrado en estudios de macrdfitas acuaticas, como Salvinia auriculata, en
la cual el contenido de P afectdé negativamente en concentraciones altas de
salinidad de 100 a 200 mM con iones Na y Cl (Gomes et al. 2011).

En esta investigacion el contenido de antocianinas en hojas y raices no‘funciono
como marcador de estrés en relaciones molares de C, N y P, con la concentracion
de P elevada, a pesar de haber presentado inhibicion del crecimiento con‘las
fuentes de NH; y NOjz;. Tampoco su concentracion fue incrementada en los
controles de Na y Cl, mismos presentaron la mitad de la concentracion de Ny C y

la décima parte de P respecto a las evaluaciones de N experimental; no obstante
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la oxigenaeion y el pH mejoraron de forma equivalente al control de KNOg3. En el
control dé KNO3 el mayor crecimiento en brotes y estolones fue ligado a la
disponibilidad de oxigeno. Aqui se corrobora el doble efecto téxico del NH, y Cl en
maxima concentracion, sin embargo con menor balance C/N/P dio evidencias de

crecimiento.
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9. Conglusion

1. En plantas ‘cultivadas con NH,; se corroboré el efecto de toxicidad aun en

elevada concentracion de P.

2. El incremento de estolones y el contenido de antocianinas de V. americana fue
favorecido en relaciones bajas de C/N con fuentes de NO3z y de NH4NO3; en

concentraciones altas'de’P.

3. El maximo crecimientol de~estolones con formacion de rametes y la mayor
concentracion de antocianinas se registrd en las plantas establecidas en el control
de KNO; del medio de clonacion,.en relaciones de N/P y C/N bajas; por lo tanto se
inflere que el suministro de K cenectd el metabolismo primario y secundario
durante la activacion del crecimiento/modular de las plantas. En este estudio la
mayor concentracion de K fue ligada a“la“produccion de antocianinas y esto a su

vez con la regulacion del crecimiento.fisiol6gico

4. El incremento de P parece haber contribuido.en la resistencia al enriqguecimiento
de N.

5. Las diferencias de salinidad indicaron consumo de‘nutrientes, sin embargo por
el elevado porcentaje de oxigeno disuelto se‘infiere que en.el medio de clonacion
la mejor actividad fotosintética se manifestd en una relacion C/N/P con el P en

concentracién uno milimolar.

6. Este es el primer reporte de la funcidon reguladora de los flavenoides en el
desarrollo de rametes de V. americana.
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