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RESUMEN. El enriquecimiento de nutrientes es un factor de estrés involucrado en la
declinacién de vegetacion sumergida. Sin embargo, la sensibilidad fisiolégica o toxicoldgica
de los genotipos varia debido a las interacciones microbiéticas y el desbalance fisicoquimico
del agua, las cuales han sido abordadas mediante una aproximacién reduccionista y
experimentos controlados. El objetivo del estudio fue evaluar, en un modelo de cultivo
in vitro de Vallisneria americana, diferentes fuentes y concentraciones de N sobre la
supervivencia y el crecimiento de hojas y raices. Las plantas juveniles in vitro se expusieron
a concentraciones de 500 a 2 000 ug L~! de N total con fuentes de NH4, NO3 y NH4:NO3
(1:1) en un diseno factorial 4 x 3, en evaluaciones de corto y mediano plazo. La supervivencia
fue inversamente proporcional a los sintomas de clorosis, necrosis o ruptura de tejidos.
La primera elongacién foliar se midié6 con un método no destructivo. Mientras que a los
25 dias, se cuantifico la longitud individual y promedio de hojas y raices, nimero de hojas
regeneradas y nimero de raices. Las plantas no mostraron sintomas de vulnerabilidad. El
NH,4 en todas sus concentraciones inhibi6 el crecimiento de los nueve parametros analizados.
En contraste, el NH4:NO3 causé dos inhibiciones a nivel de hoja y el NO3 estimulé todos
los crecimientos de hojas y raices. La prediccion de crecimiento resulta prometedora para
discriminar factores de estrés sobre la vegetacion sumergida de los Pantanos de Centla.
Palabras clave: Cintilla, estrés in vitro, inhibicion fisiolégica, macréfita sumergida, N
inorganico.

ABSTRACT. Nutrient enrichment is an environmental stress factor involved in the de-
cline of submerged vegetation. However, the physiological or toxicological sensitivity of the
genotypes varies due to microbiotic interactions and physicochemical imbalance of water,
which have been studied through a reductionist approach and controlled experiments. The
objective of the study was to evaluate, in an in vitro culture model of Vallisneria americana,
the increase of different sources and concentrations of N on the survival and growth of leaves
and roots. Juvenile plants in vitro grew at concentrations of 500 to 2 000 ug L~ ! of total
N with sources of NHy, NO3 and NH4:NOs (1:1) in a factorial design 4 x 3, in short- and
medium-term evaluations. Survival was inversely proportional to symptoms of chlorosis,
necrosis, or tissue rupture. The first foliar elongation was measured with a non-destructive
method. While at 25 days, the individual and average length of leaves and roots, number
of regenerated leaves and number of total roots were quantified. The plants did not show
symptoms of vulnerability. NHj4 in all its concentrations inhibited the growth of the nine
parameters analyzed. In contrast, NH4:NO3 caused two inhibitions at the leaf level and NO3
stimulated leaf and root growth. The growth prediction proved promising to discriminate stress
factors on the submerged vegetation of the Pantanos de Centla.

Key words: Watercelery, in vitro stress, physiological inhibition, submerged macrophyte,
inorganic N.
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INTRODUCCION

La mayoria de los humedales fluviales en las
planicies costeras del mundo registran alta concen-
tracién de nutrientes relacionadas con la eutrofizacién
que provoca declinacién o pérdida de macrdfitas
sumergidas enraizadas (Salk et al. 2018, Cruz-
Ramirez et al. 2019). La explicacion de los efec-
tos de la eutrofizacion sobre esta vegetacién se
complica por estresores aditivos como salinidad, nu-
trientes, pH, oxigeno disuelto y luz, incluidos los
parametros reguladores como perifiton, fitoplancton,
solidos totales suspendidos y concentracion de clo-
rofila, y mas reciente el incremento de CO, atmos-
férico que eleva la temperatura en los ecosistemas
acuaticos (Moreno-Marin et al. 2018, Li et al. 2019,
Tootoonchi et al. 2020). La drastica reduccién
de biomasa sumergida impacta en la provisién de
alimento y de habitat estructurados, lo que favorece
la riqueza y dominancia de los productores primarios,
asi como los procesos biogeoquimicos asociados
que influyen en la asimilacion de nutrientes, la mejora
en la calidad del agua y el incremento de fauna
acuatica (Yang et al. 2008, Kouamé et al. 2011,
Lone et al. 2014). En consecuencia, el fenédmeno
de eutrofizacion altera el ciclo del nitrégeno y los
procesos ecoldgicos de los sistemas acuaticos que
benefician la dinamica de las especies nativas y la
economia local, lo cual causa danos irreversibles a
la calidad ambiental con los riesgos potenciales para
la salud humana (Salcedo et al. 2012, Sanchez et
al. 2012, Cruz-Ramirez et al. 2019). Adicional-
mente, en la literatura prevalece la hipétesis que la
pérdida de vegetacion sumergida ha ocurrido por el
enriquecimiento de N (Naiman y Dudgeon 2011, Le
Moal et al. 2019). Este enriquecimiento ha sido prin-
cipalmente asociado con los escurrimientos de areas
agropecuarias y la descarga de aguas residuales mu-
nicipales con deficiente o nulo tratamiento (Cordovil et
al. 2018).

La supervivencia y el crecimiento de macroé-
fitas sumergidas enraizadas en experimentos de
enriquecimiento de N en mesocosmos y campo pre-
senta diferentes tipos y magnitudes de estrés por el
estado redox de los iones N y las interferencias de

factores biéticos y abioticos implicados (Leoni et al.
2008, Zaman y Asaeda 2013, Gao et al. 2019). Las
plantas adultas de Vallisneria natans (Lour.) H.Hara
manifestaron estrés fisiolégico en mesocosmos y es-
trés toxico en campo en concentracién moderada de
N usando soluciones de NH4Cl y NaNOs3, respec-
tivamente (Cao et al. 2007, 2009). En contraste,
V. spinulosa S. Z. Yan super6 el estrés toxico con
suministro de NH4NO3 pero el crecimiento vegeta-
tivo fue inhibido (Zhao et al. 2016). Una alterna-
tiva experimental para sustentar hipétesis ambien-
tales son las predicciones reduccionistas a escala
in vitro (Ruiz-Carrera y Sanchez 2008, Teh et al.
2014, Bautista-Regil et al. 2016). Principalmente
en la etapa juvenil, cuando decae el éxito reproduc-
tivo en campo (McFarland 2006) y la repoblacién con
germinados es poco exitosa (Schloesser y Manny
2007, Johnson et al. 2019) es imperativo definir el
mecanismo fisiolégico por el cual el enriquecimiento
de N afecta el estado ecolégico de las poblaciones
de V. americana Michx. La condicién aséptica
inherente al cultivo in vitro favorece la exclusién de
microorganismos que reducen NOs y oxidan NH4 en
el ambiente (Padgett y Leonard 1993), reducen los
efectos individuales y combinados de los factores
ambientales o nutricionales previamente sefalados
como causantes de la declinacion de vegetacién
sumergida, y evitan la herbivoria involucrada en la
pérdida de su potencial reproductivo (Balestri y Cinelli
2003).

En las poblaciones vegetales en proceso de
declinacion critica con amplias variaciones locales
y baja persistencia localizadas en Areas Naturales
Protegidas, como en la Reserva de la Biosfera
Pantanos de Centla (Sanchez et al. 2012), un
problema a resolver es determinar el impacto di-
recto del enriquecimiento de N con especies ionicas
de NH4 y NOs en la supervivencia o el crecimiento
de V. americana de Pantanos de Centla. El obje-
tivo de este estudio fue discriminar los efectos del
enriquecimiento de las diferentes fuentes idnicas
de N sobre la sobrevivencia de germinados y las
respuestas de crecimiento de hojas y raices mediante
el uso de un modelo de cultivo in vitro de del ecotipo
de V. americana (Ruiz-Carrera y Sanchez 2008). En
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esta escala reduccionista, la hipétesis fue que el
crecimiento de hojas y raices de V. americana dis-
minuye con incrementos de NH4 y el co-suministro
de NH4:NOs, pero sin afectar la sobrevivencia. La
hipotesis se resolvid mediante el registro de la super-
vivencia y los marcadores de elongacion foliar, longi-
tud individual y promedio de hojas y raices, nimero
de hojas regeneradas y nimero de raices totales en
dos evaluaciones experimentales in vitro, de corto y
mediano plazo.

MATERIALES Y METODOS

Ecotipo y preparacion de semillas

La angiosperma sumergida enraizada
V. americana (cintilla silvestre) de la familia
Hydrocharitaceae es dominante en la Reserva de la
Biosfera Pantanos de Centla (17° 57’ 53"y 18° 39’ 03”
N, 92° 06’ 39"y 92° 47’ 58” O), que esta localizada en
la cuenca baja de los rios Usumacinta y Grijalva. Las
poblaciones de V. americana han registrado amplias
variaciones en su abundancia y area de los parches,
que han implicado su desaparicién temporal en al-
gunos sitios (Sanchez et al. 2012).

Los frutos de V. americana fueron recolecta-
dos en la Laguna de San Pedrito (54° 25’ 50" N - 20°
30’ 63.2” O) en la Reserva de la Biosfera Pantanos
de Centla, para luego transportarlos al laboratorio a
temperatura ambiente y sumergidos en agua de la
laguna. La superficie longitudinal del fruto se corto
con bisturi para extraer las semillas y conservarlas
en refrigeracion a temperatura de 12 4+ 2 °C con
el mucilago acompafante y con recambio diario de
agua de la llave durante una semana.

Regeneracion in vitro

Las plantas in vitro de V. americana se re-
generaron de semillas asépticas en medio de cultivo
de doble fase (columna de agua y soporte) sin N
(Ruiz-Carrera y Sanchez 2008). En la asepsia de
las semillas se usé 0.6% de NaClO durante 10 min
y tres lavados de agua estéril. La fase de soporte
y la fase acuosa presentaron una relacion de 3.6:1
cm de altura. El soporte fue preparado con 4% de
agar-agar y se esterilizd en tubo de ensayo (TE 25 x

150 mm) cubierto de papel aluminio. Un mililitro de
la fase acuosa estéril se agregé al tubo con soporte
de agar por medio de una jeringa desechable estéril.
Maximo siete semillas asépticas fueron sembradas
en la unidad bifasica de cultivo. El nimero de semillas
fue variable por el inconveniente del tamafo pequefio,
su elevada adherencia y para evitar su deshidratacion
durante transferencias prolongadas. Las plantas se
regeneraron a 30 + 5 °C en un cuarto de crecimiento
con 16 h de iluminacion tenue (flujo de fotones de
1 mol m~2 s7!) y 8 h de oscuridad. En esta condi-
cion las plantulas desarrollaron raices, lo que indico
en operacioén la fase de crecimiento autotréfico. El
volumen original del medio acuoso fue sustituido y
duplicado por medio acuoso nitrogenado cuando la
primera hoja del brote alcanzo la interfase agua-aire.
La fase acuosa se renové usando los procedimientos
de la condicion de regeneracion. Las soluciones con
N se prepararon de estandares de NH4Cl y NaNO3
de 1 mg mL~!. En la preparacién de las dos fases
y los estandares se utilizé agua dulce semidura re-
constituida en agua desionizada cumpliendo con los
parametros de pH, conductividad y alcalinidad y de
sales inorganicas recomendados para bioensayos de
organismos acuaticos (Eaton et al. 2000). El inter-
valo de pH inicial y final de cada una de las diferentes
fases con N fueron de 7.2-7.8 y 7.8-8.4, sin regis-
trar diferencias significativas entre tratamientos (p >
0.05). La esterilizacién de materiales, solucion de
estandares y fases se realizé en autoclave a 121 °C
y 104 kPa por 15 min.

Evaluaciones de estrés

Las unidades de cultivo con plantas in vitro
regeneradas en medio bifasico libre de N que
mostraron adecuados desarrollos de hojas y raices
se seleccionaron para realizar las evaluaciones de
enriquecimiento de N de corto y mediano plazo. Los
efectos individuales e interactivos de la concentracion
de Ny la fuente de N se analizaron en un experimento
factorial aleatorizado (4 x 3). En la concentracion de
N se usaron niveles de 500, 1 000, 1 500 y 2 000 ug
L~! N Total (NT). Las fuentes de N fueron NH4, NO3 y
el co-suministro 1:1 de NH4:NO3. El estrés tdxico se
evalud con sintomas que disminuyen la superviven-
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cia, como la clorosis foliar, necrosis o ruptura de teji-
dos. El efecto de estrés fisiolégico se estimé en la
planta completa con cinco marcadores de crecimiento
de hojas y cuatro de raices.

A corto plazo se registré la elongacién de la
primera hoja emergida de cada individuo a 2, 5y
8 dias de cultivo, usando un método no destruc-
tivo, que consistido en marcar sobre la superficie del
tubo la posicién inicial y final de la hoja erguida de
cada individuo usando diferentes colores hasta la in-
terfase agua - aire de la columna de agua con N.
La medicion de elongacion foliar se realizé con un
vernier (precision 0.05 mm). Las hojas curvadas du-
rante el transcurso del experimento se descartaron,
lo cual cambi6 el disefio experimental a un arreglo
desbalanceado. Las mediciones de elongacion foliar
variaron de 4 a 13 por tratamiento en minimo tres
repeticiones de la unidad de cultivo. El bioensayo
de mediano plazo inici6 a los 10 dias de la primera
evaluacion y transcurridos 25 dias se extrajo la planta
completa, se colocé sobre una caja de Petri y el gel
adherido a las raices se separé de forma manual. Los
parametros de crecimiento registrados en las hojas
(excluido el coledptilo) fueron la longitud de la primera
hoja (LH;), longitud de la segunda hoja (LH5), longi-
tud foliar promedio (LF = H; + H; /2) y el nimero de
nuevas hojas NH = (H, + H3 + H,). Mientras que
las mediciones en las raices fueron la longitud de la
primera raiz (LR;), longitud de la segunda raiz (LR,),
longitud promedio de raices (LR = R; + Ry /2), y el
namero total de raices (TR = R; + Ry + R;;). Durante
las dos evaluaciones experimentales, los cultivos per-
manecieron en un cuarto de crecimiento con 20 umol
de fotones m~2 s~!, sin modificar el resto de los
pardmetros ambientales usados en la germinacion.

Analisis estadistico

En la elongacién foliar se aplico un ANOVA
factorial para estimar los efectos de la fuente y con-
centracién de N, y un ANOVA simple para el tiempo;
mientras que los cambios en longitud y nimero de
estructuras vegetales se determinaron con ANOVA
o MANCOVA usando como covariable el nimero de
germinados por unidad experimental (G). La prueba
de normalidad de Kolmorogov-Smirnnov y la homo-

geneidad de varianzas de Cochran C se aplicaron a
las variables y covariable. Con base en los resulta-
dos se uso6 la prueba de Kruskal-Wallis (H) para la
LH, y las comparaciones post-hoc para la prueba de
Fisher LSD (p < 0.05). Todos los datos se analizaron
con el procedimiento de MGL del software Statistica
(Statsoft 2007).

RESULTADOS

Las plantas juveniles sometidas a
enriquecimiento de N en la columna de agua en con-
centraciones de 500 a 2 000 ug L~! NT y fuentes de
NH4, NO3 y NH4:NOj crecieron in vitro mostrando
fenotipos normales, por lo que se descartd el es-
trés téxico visible. Los efectos significativos (p =
0.0001) se registraron para la elongacién foliar por
la fuente iénica de N, la concentracion de N y su in-
teraccion (Tabla 1, Figura 1). La elongacion de la
primera hoja presenté un promedio bajo con NHy y
alto con NH4:NO3 y NO3 (p < 0.05). Mientras que,
la interacciéon provocé elongaciones menores (p <
0.05) en tres concentraciones de NH4 (500, 1 500 y
2 000 ug L), una de NO3 (500 ug L) y dos de
NH4:NO3 (500 y 1 000 ug L~'). La elongacion foliar
fue significativa en el curso del tiempo (p = 0.0001) y
mantuvo ascenso constante con las tres fuentes de
N (p < 0.05).

Tabla 1. Variacion en la elongacion foliar de Vallisneria americana. FN
= fuente de N, CN = concentracion de N, T = tiempo de cultivo. ¢ = p <
0.0001).

Modelo  Estimador Paréametro estadistico

GL SC CM F P
ANOVA FN 2 63 3.177 5834 0.0001¢
CN 3 1.5 0.5 9.19 0.0001¢

FN x CN 6 2.2 0.37 6.75 0.0001¢
Error 273 14.82 0.05

ANOVA Tiempo 2 7.23 3.63 57.05 0.0001¢
Error 282 1796 0.06

A mediano plazo, el crecimiento en longitud y
namero de hojas o raices fue afectado por la fuente
i6nica de N (Tabla 2, Figura 2) y la interaccién con la
concentraciéon de N influy6 en el TR (Tabla 2, Figura
3). Las variaciones de mayor significancia de los
iones N fueron registradas en LF y LH; (p < 0.0001).
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Figura 1. Evaluacién a corto plazo: Elongacion foliar de Vallisneria americana. a) Fuente de N, b) Concentracién de N, ¢) Fuente de N x Concen-
tracion Ny d) Tiempo de cultivo. Lineas verticales = promedios =+ error estandar. Promedios con literales distintas muestran diferencias significativas

(p < 0.05).

El NH4, como fuente Unica de N en la columna de
agua, produjo disminucion en todos los parametros
de crecimiento de hojas y raices; en cambio la fuente
de NH4:NOj3; beneficid el crecimiento en magnitud
similar a NO3, excepto en la LH, y NH. Unicamente,
la LR fue similar estadisticamente entre las fuentes
de N (p > 0.05). El i6n NO3 fue superior en el 90% de

los crecimientos estimados. Por la interaccién de la
fuente de N y concentracion de N, el promedio de TR
en 2 000 ug L; de NH4 fue el mas bajo (p < 0.05) y
los promedios mas altos coincidieron en 500 y 1 500
ug Ly de NHy4 y las concentraciones de 500 a 2 000
ug L; de NO3 y NH4:NOs.
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Tabla 2. Variacion en el crecimiento de hojas y raices de Vallisneria americana en
la evaluacién a mediano plazo. FN = Fuente de N, CN = Concentracién de N, G =
covariable (€ = p < 0.05,% = p <0.001, ¢ = p < 0.0001).

Tejido Estimador  Factor(s) Parametros estadisticos
(cm o No). GL SC CM FoH P
Hojas LF FN 2 0.48 024 1236 0.0003”
CN 3 0.08 0.03 1.40 0.271
FN x CN 6 0.20 0.03 1.71 0.170
Error 20 0.390 0.02
LH; FN 2 2.37 119 23.25 0.0001¢
CN 3 0.38 0.13 2.51 0.087
FN x CN 6 0.64 0.11  2.086 0.1
Error 1.02 0.05
LH, FN 2(32) 6.65 0.036¢
CN 3(32) 0.76 0.857
NH FN 2 0.96 0.48 4.36 0.027¢
CN 3 0.16 0.05 0.47 0.704
FN x CN 6 0.77 0.13 1.16 0.365
Error 20 2.21 0.11
Raices LR FN 2 2.96 1.48 5.91 0.01¢
CN 3 0.79 0.26 1.05 0.392
FN x CN 6 1.64 0.27 1.09 0.401
Error 20 5.02 0.25
LR; G 1 1.70 1.70 5.34 0.01¢
FN 2 2.96 1.48 4.64 0.053
CN 3 0.75 0.25 0.78 0.518
FN x CN 6 1.03 0.17 0.54 0.773
Error 19 6.06 0.32
LR, FN 2 3.30 1.65 7.55 0.004%
CN 3 0.30 0.10 0.46 0.711
FN x CN 6 2.16 0.36 1.65 0.186
Error 20 4.36 0.22
TR FN 2 0.73 0.37 10.79  0.0007”
CN 3 0.07 0.02 0.71 0.557
FN x CN 6 0.672 0.11 3.26 0.021¢
Error 20 0.681 0.03
DISCUSION nulosa y los experimentos de este estudio

En la prediccion in vitro, el ecotipo local de V.
americana presento variacion en el crecimiento con
los diferentes niveles de enriquecimiento de NHg,
NOs y NH4:NOj3 sin manifestar sintomas de estrés
téxico en etapa juvenil. En el caso del incremento de
N de NH4, la hip6tesis se corroboré en el crecimiento
de hojas y raices con la inhibicién de la elongacién
foliar y del brote completo. Estos resultados difieren
con los hallazgos en campo de Cao et al. (2007),
respecto a la mortalidad por estrés tdxico de V. natans
por la amonificaciéon en la columna de agua del sis-
tema acuatico, ya que, en el caso del sistema predic-
tivo in vitro, las plantas de V. americana sobrevivieron
frente al suministro de NH4. En cambio, los resulta-
dos de Li et al. (2008) y Zhao et al. (2016) con V. spi-

coincidieron con la ausencia de toxicidad bajo el
enriquecimiento i6nico de NHy4 y de inhibicién del
crecimiento vegetativo con NOs3. Las divergencias
en las manifestaciones de estrés téxico o fisioldgico
pueden ser atribuibles a los genotipos y a la condi-
cién ecoldgica general del ecosistema. El menor
crecimiento foliar de V. americana en todas las con-
centraciones de NH4 confirma los efectos deletéreos
del enriguecimiento de N en la columna de agua, pero
los factores aditivos del sedimento pueden causar
mayor impacto (Gu et al. 2016). Como ejemplo,
los procesos de amonificaciéon y amoxidacion en el
sedimento, incluidas la nitrosoficacion y nitrificacién,
se han vinculado al aumento dramatico de la concen-
tracion N en el agua, convertido en amoniaco, que
propicia la invasion exoégena de la bacteria Escheri-
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Figura 3. Evaluacién a mediano plazo: Efecto combinado de la fuente de N
y la concentracién de N en el nimero de raices totales de Vallisneria ameri-
cana. Lineas verticales = promedios + error estandar. Promedios con literales
distintas muestran diferencias significativas (p < 0.05).
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chia coli en la vegetacion sumergida de ecosistemas
de agua dulce, asi como el cambio significativo de la
composicién bacteriana en las biopeliculas foliares y
biopeliculas de los sedimentos (Gu et al. 2020).

En el experimento de este estudio fue mayor
el crecimiento de V. americana en concentracién
moderada de NH4 en combinacién con una pro-
porcién baja de NOs;. Este efecto positivo en la
elongacion foliar y en el numero de raices con
suministro de NH4:NOj3 fue pronunciado en concen-
traciones mayores de N externo y fue sobresaliente
con suministro Unico de NO3. Lo que contradice el
paradigma de la preferencia nutricional de las hidrofi-
tas que reconoce al NH4 como la fuente principal de
N (Cao et al. 2011, Piyanart et al. 2011). Aunque,
las preferencias aparentes por fuentes de N resul-
tan complejas (Hachiya y Sakakibara 2017). Por
lo que el sistema in vitro y el aislamiento de fac-
tores ambientales interferentes pueden considerarse
propicios para el crecimiento de V. americana con
enriquecimiento de N en la columna de agua. La
respuesta de crecimiento con suministro de NH;:NO3
se explica porque estas dos especies ionicas de N
se forman durante el ciclo estacional del humedal
(Kronzucker et al. 1999, Brix et al. 2002, Romero et
al. 2006). Pero, la preferencia que manifiestan las es-
pecies vegetales por una fuente de N necesita inter-
pretaciones mas profundas en sistemas ecolégicos
como los humedales, debido a la variabilidad estruc-
tural y espacio-temporal inherente a los ecosistemas
(Britto et al. 2013, Hachiya y Sakakibara 2017).

En las evaluaciones in vitro, las concentra-
ciones de NH4:NO3; de maxima elongacién foliar
registradas se mantuvieron entre 1 500 y 2 000 ug
L~!, las cuales son equivalentes a 54 uM (42 uM
de NHy y 12 uM de NO3) y 72 uM (56 uM de NH4
y 16 uM de NOs3), respectivamente. Estas dos con-
centraciones de NH4:NO3; en magnitud micromolar
contienen 3.5 veces mas NHy4 en relacion al NOs,
por lo que el resultado obtenido se puede explicar
por las mayores tasas de adquisicion de N, debido
a los iones NHy y NOj3 en las raices de diversas
especies acuaticas (Tylova-Munzarova et al. 2005).
Mientras que en Oryza sativa fue sobresaliente la
relacién 3:1 de NH4:NO3 en funcién de la acumu-

lacion de N (Duan et al. 2007). En la misma es-
pecie, el suministro 100 uM con una fuente dual
de N fue sustancialmente mayor en la adquisicién
neta de N y la translocacion a los brotes comparado
con concentraciones equivalentes de NO3 o NHy4
individuales (Kronzucker et al. 1999). El maximo
crecimiento y rendimiento obtenido con la combi-
nacion de estas dos fuentes de N ha sido atribuido a
la desregulacion de la entrada y metabolismo de NH4
por NO3 (Kronzucker et al. 1999, Duan et al. 2007,
Hachiya y Sakakibara 2017). Algunos mecanismos
moleculares que explican la naturaleza sinérgica de
los iones NH4 y NOs en el crecimiento de las plantas
fortalecen la interpretacion del resultado obtenido con
V. americana a corto y mediano plazo.

Por consiguiente, la elongacion foliar a corto
plazo y los marcadores de hojas y raices a mediano
plazo fueron predictores de estrés Utiles para
describir los impactos del enriquecimiento de N con
fuentes de N oxidado y N reducido en el crecimiento
de V. americana, tal como se reporta para mono-
cotiledéneas terrestres (Bernstein et al. 1993, Ro-
driguez et al. 2004, Bultynck et al. 2004, Kavanova
et al. 2006). La prediccién reduccionista es til para
aplicaciones a estrés multiple y como herramienta
para regenerar o propagar angiospermas sumergidas
encaminadas a acciones de repoblacién y biomoni-
toreo del estado ecoldgico del ecosistema (Ailstock
et al. 2010, Zarranz et al. 2010).

CONCLUSIONES

El crecimiento in vitro de plantas juve-
niles V. americana declind principalmente por
enriquecimiento de NH4, sin mostrar sintomas de
estrés téxico en las evaluaciones de corto y mediano
plazo. Adicionalmente, se comprobo la hipétesis de
inhibicién en el crecimiento del brote completo con
NH4 y en la regeneracién de hojas con NH4:NOs,
pero sin discriminar la influencia de la concentracién
de N. En contraste, la elongacién foliar y el nimero
de raices fueron marcadores sensibles al incremento
de N, siendo menores en concentraciones altas de
NH,4 similares a las registradas en condiciones eu-
tréficas en ecosistemas acuaticos de agua dulce. El
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conocimiento de estos efectos del enriquecimiento cuperar sus poblaciones a nivel global, en particular
de N en la fisiologia del crecimiento de V. americana en la Reserva de la Biosfera Pantanos de Centla.

ofrece una base de informacién bioecoldgica para re-
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