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RESUMEN

El estrés de Vallisneria americana provocado por incrementos de la relacién molar N:P (N-NO, y P-H,PO,) o por el au-
mento de la concentracion de nutrientes (CN) fue diferenciado mediante el andlisis del régimen nutricional (RN), el cual
fue examinado con dos experimentos factoriales al azar sobre plantas cultivadas in vitro en medio MS modificado. El
primero (RN1) cruzo relaciones N:P de 16, 20 y 24 y CN (%) de 25, 50 y 100; mientras que, el segundo (RN2) evalué las
relaciones N:P de 48, 60, 72 y porcentajes de CN de 3.125, 6.25, 12.5, 25 y 50. El mecanismo de estrés por factor fue
analizado con la declinacion en regeneracion y viabilidad de hojas y raices, porcentual o unitaria, durante 45 o 75 dias,
ya que las plantas in vitro no produjeron rametos. En los experimentos RN1, todas las plantas murieron en 100% CN,
las hojas reportaron mayor resistencia con 24N:P y 25% CN (p<0.05). Las algas crecieron en el 52% de los cultivos, sin
efecto de covarianza (p>0.05). En los RN2, hojas y raices resistieron en 72N:P dentro del rango porcentual de 6.25 a 25
de CN (p<0.05). Otra informacion Util fue la correlacion significativa (p<0.01) entre hojas y raices regeneradas (r=0.9)
y entre regeneracion y viabilidad de hojas (r=0.5). El mecanismo de estrés por la relacion N:P fue descifrado mediante
estequiometria metabdlica (proteina:ARN). En contraste, el mecanismo por la CN fue osmdtico y rapido. A microescala
in vitro, |a resistencia al estrés de V. americana, en N:P elevada y con el suministro de N oxidado, fue vinculado a cargas
bajas de nutrientes.
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ABSTRACT

To distinguish between the stress of Vallisneria americana caused by increases either in the molar N:P relation (N-NO, and
P-H,PQ,) or in the concentration of nutrients (CN), the nutritional regimen (NR) was examined by means of two randomized
factorial experiments on plants cultured in vitro in modified MS medium. The first (RN1) crossed N:P relation of 16, 20,
and 24 and CN (%) of 25, 50, and 100; while the second (RN2) evaluated N:P relations of 48, 60, 72, and CN percentages
of 3.125, 6.25, 12.5, 25, and 50. The mechanism of resistance to the stress by factor was examined with the decrease in
the regeneration and viability of leaves and roots; both measured by unit or percentage for 45 to 75 days, since the plants
in vitro did not produce ramets. In NR1 experiments, all plants died in 100% CN and leaves registered greater resistance
with 24N:P, and 25% CN (p<0.05). The algae grew in 52% of the cultures, without covariance effect (p>0.05). In RN2
experiments, leaves and roots resisted at 72N:P, within the percent ranging from 6.25 to 25 CN (p<0.05). Additional useful
information was the significant relationship (p<0.01) found between regenerated leaves and roots (r=0.9), and between
regeneration and viability of leaves (r=0.5). The mechanism of stress by the N: P was deciphered by metabolic stoichio-
metry (protein: RNA). In contrast, the mechanism for the CN was osmotic and fast. At in vitro microscale, resistance to the
stress of V. americana, in high N:P and with the supply of N-oxidized, was linked to low nutrient loads.
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INTRODUCCION

El enriquecimiento de nutrientes, nitrégeno (N) y fésforo (P), en eco-
sistemas acuaticos costeros representa una crisis ambiental en creci-
miento. En muchos casos la intensidad de la carga de nutrientes en el
ecosistema ha culminado en la eutrofizacion o hiper-eutrofizacion, pero
tiende a diferenciarse entre regiones subdesarrolladas y desarrolladas
(Selman & Greenhalgh, 2009; Marion & Orth, 2010; Dokulil & Teubner,
2011). Los ecosistemas limnéticos someros han sido mas vulnerados
debido a que pequefias modificaciones en el aporte de nutrientes ha
ocasionado cambios relativos en la composicion de la comunidad y su
funcionamiento (Kennish & Paerl, 2010).

En el dilema de la eutrofizacion en las lagunas costeras adquiere
relevancia la vegetacion de angiospermas sumergidas y enraizadas por
sus funciones ecoldgicas, asi como los servicios ambientales asociados
(Wang et al., 2008a; Sanchez et al., 2012; Chen et al., 2013). En esen-
cia, eleva la concentracion del oxigeno que purifica el agua, participa en
los ciclos biogeoquimicos de carbono (C), N y P, recicla los nutrientes en
diferentes escalas tréficas y alberga altas densidades de biodiversidad
planctonica y béntica. En contraste, el incremento de los nutrientes mo-
difica la concentracion natural de N y P, la disponibilidad de luz, el oxi-
geno disuelto y el crecimiento de fitoplancton, a lo que se ha atribuido
la declinacién masiva o pérdida drastica de angiospermas sumergidas
en diferentes areas hiogeograficas (Burkholder et al., 2007; Li et al.,
2008; Cao et al., 2011; Cai et al., 2012; Ruiz-Carrera & Sanchez, 2012;
Zhu et al., 2014).

En las poblaciones del género Vallisneria la declinacion por enri-
quecimiento de nutrientes se ha explicado mas por el efecto negativo
del N reducido que por el N oxidado (Cao et al., 2007; Li et al., 2008;
Cao et al., 2009; Cao et al., 2011; Zhu et al., 2014). Varias respuestas fi-
sioldgicas y anatémicas en V. natans (Jodo de Loureiro) han presentado
correlaciones negativas con el incremento de nutrientes, en relaciones
20:1 de N: P en concentracion total e ionica 1:2 de N-NH,:N-NO, (Wang
etal., 2012). En la misma especie se han ensayado relaciones 1:1y 1:7
de N-NH,:N-NO, (Wang et al.,, 2012; Dou et al., 2013). Sin embargo la
relacion N:P ha sido registrada en aguas eutrofizadas en magnitud mas
elevada (Quan & Falkowski, 2009).

En el ambito de los ecosistemas acuaticos eutroficados la estra-
tegia ha sido integrar en las evaluaciones la relacién N:P y C:P (Leoni
et al., 2008; Dodds & Whiles, 2010), y en las predicciones reduccio-
nistas de estrés es factible usar el cultivo in vitro (Pérez-Clemente &
Gémez-Cadenas, 2012). EI modelo de cultivo in vitro de plantas que fue
desarrollado para V. americana (André Michaux) ofrece una herramienta
basica de acercamiento al estrés abidtico en tiempo real (Ruiz-Carrera
& Sanchez, 2008).

El enfoque experimental con el balance estequiométrico de ele-
mentos que ciclan, en particular del C, Ny P, en las propiedades biold-
gicas y ecoldgicas de la biota ha formado parte de varias estrategias
que han explicado el flujo de energia y materiales en diferentes niveles
de organizacion, desde genes hasta ecosistemas (Elser et al., 2010;
Sistla & Schimel, 2012; Wang et al., 2012; Minden & Kleyer, 2014).
La estequiometria N:P ha sido utilizada en el analisis de correlaciones
simples y multiples de causas y efectos del estrés, sus evaluaciones en
diferentes escalas espacio-temporales y como indicador de la calidad
del agua para orientar la estrategia dual de manejo de N y P en los
ecosistemas costeros (de la Lanza-Espino, 2011; Chen et al., 2013).
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La modificacion en la relacion de N:P y C:P por incrementos de la
concentracion de nutrientes han impactado procesos metabdlicos de
especies sumergidas como la eficiencia en captura de luz y la asimila-
cion de nutrientes (Burkholder et al., 2007; Leoni et al., 2008; Dodds &
Whiles, 2010; Wang et al., 2012). Diversos estudios en lagos someros
sefialaron que la carga de N ha sido determinante en la pérdida de
plantas sumergidas, aun en concentracion de P suficientemente alta
(Li et al., 2008). Las respuestas registradas en angiospermas acuati-
cas sumergidas por el enriquecimiento de N han sido de estimulacion
o inhibicion directa en sus procesos fisiolégicos e indirecta como la
atenuacion de luz, anoxia o hipoxia en el ambiente acuatico debido
al sobrecimiento de algas (Leoni et al., 2008), y estas respuestas han
variado de acuerdo al genotipo, el protocolo implementado, la fuente de
nutrientes (columna de agua o sedimento) y por las interacciones con
factores tales como la temperatura, el forrajeo y la luz.

En el contexto de la vulnerabilidad de angiospermas sumergidas
por el enriquecimiento de nutrientes en la columna de agua con N oxi-
dado, la hip6tesis plantea que el mecanismo de estrés en hojas y raices
esta diferenciado a partir del incremento de la relacion N:P y la carga
de nutrientes.

El presente estudio analizé en condicién de cultivo in vitro la re-
sistencia al estrés de Vallisneria americana a las modificaciones en
la estequiometria N:P (N-NO,y P-H,PO,) y el nivel de enriquecimiento
de nutrientes. La disminucion en viabilidad y regenerantes de hojas y
raices fueron marcadores Utiles para distinguir el mecanismo de estrés
de esta angiosperma sumergida y para mejorar futuras aplicaciones
de restauracion en las lagunas costeras eutrofizadas del Continente
Americano.

MATERIALES Y METODOS

Ecosistema y recoleccion de frutos. En el humedal Reserva de la
Biosfera Pantanos de Centla, localizado en la cuenca baja de los rios
Grijalva-Usumacinta, se ubica la laguna de Santa Anita (051° 39’ 43”
N - 20° 29’ 756” 0). En esta laguna tropical limnética (26.0 — 32.0°C y
372 — 513 pS cm™) fueron recolectados los frutos maduros de V. ame-
ricana, en la temporada de transicion al flujo alto de 2012. La laguna
registrd en esta temporada profundidad promedio de 2.4 + 0.2 m con
una transparencia de 0.3- 0.5 m, pH de 6.6 — 8.2 y oxigeno disuelto
de 6.6 — 8.2 mg L. Segun el indice de Estado Tréfico (Carlson, 1977),
con valores de 0.62 + 0.6 mg L'y 37.4 + 16.9 uyg L para NT y Cla, la
laguna presenté condiciones hipereutrdficas.

Los frutos se transportaron al laboratorio en agua de la misma lo-
calidad. Las semillas fueron extraidas manualmente del fruto. El alma-
cén de semillas permanecid en agua purificada dentro del refrigerador
(5 °C) antes de iniciar los experimentos.

Cultivo in vitro de plantas. En la preparacion de las semillas y uni-
dades de cultivo para la regeneracion de las plantas y los experimentos
se uso la técnica de cultivo in vitro bifasico de Ruiz-Carrera & Sanchez
(2008). La relacion de altura entre fase gelificada (soporte de 4% agar-
agar) y fase acuosa (columna de agua) fue 1:5 cm. Cada fase se pre-
pard en recipientes de vidrio (6.5 cm altura x 5.5 ¢cm ancho) con tapas
de policarbonato (Magenta ©). Las fases se esterilizaron en autoclave
a 121 °C por 17 min. Las fases fueron preparadas de agua dura a pH
7.5, compuesta de carbonatos, sulfatos y cloruros (Eaton et al., 2000).
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Las semillas fueron desinfectadas con solucién de NaClO (10% de
Cloralex®) por 10 min en agitacion constante (125 rpm) y enjuagadas
tres veces con agua estéril. Antes de cultivar las semillas la fase acuosa
fue agregada suavemente al soporte en la campana de flujo laminar.
Las plantulas se desarrollaron en cuartos de cultivo en temperatura de
30+ 5 °C, luz difusa y fotoperiodo de 16:8 h luz-obscuridad.

En los experimentos se sustituyd la fase acuosa de agua dura con
medio nutritivo MS (Murashige & Skoog, 1962) modificado en la com-
posicion de sales de N con la exclusion de N-NH,. El nivel de luz de 20
pmol fotones m2 s (Photosynthetic Photon Flux-BQM) se establecid
bajo para evitar el estrés por fotoinhibicion (Murata et al., 2007). La
renovacion de la fase acuosa se realizé cuando las plantas fueron auto-
trofas, es decir presentaron coledptilo seco, 2 0 3 hojas y 2 o 3 raices.

Preparacion de medio nutritivo. Los nutrientes del medio MS
fueron preparados de: 1) soluciones de macronutrientes (CaCl,.2H,0,
MgS0,.7H,0, KH,PO,),  micronutrientes  (H,B0,, MnS0,.4H,0,
ZnS0,.7H,0, KI, Na,MoQ,.2H,0, CuS0,.5H,0 y CoCl,.6H,0), complejo
Fe-EDTA (Na,EDTA y FeS0,.7H,0) y organicos (glicina, &cido nicotini-
co, piridoxina-HCI, tiamina-HCI y mio-inositol) y 2) diferentes pesos
de KNO, y NaHCO,, que fueron sumados en la concentracion total de
nutrientes. Las soluciones se concentraron 10 0 100 veces respecto
a la concentracion de nutrientes del MS modificado y permanecieron
refrigeradas a 5°C en frascos de vidrio con tapa de policarbonato. El
complejo Fe-EDTA fue protegido de la luz en frasco ambar. Las diferen-
tes fuentes de nutrientes se mezclaron y el pH fue ajustado a 7.5 antes
de aforar. La mezcla de nutrientes fue renovada cada 15 dias. A partir
de las concentraciones de N-NO,, P-H,PO, y C-HCO, de la fase acuosa
fueron calculadas las relaciones molares de N:P y C:P.

Diseiios experimentales. Los experimentos se desarrollaron en régi-
men nutricional (RN) a través de dos experimentos factoriales alea-
torizados usando las plantas in vitro de 20 dias de edad. El primer
experimento (RN1) cruzo relaciones N:P de 24, 20 y 16 (régimen N:P
bajo) y concentracion de nutrientes de 100%, 50% y 25% (régimen
de nutrientes alto, moderado y bajo). El segundo experimento (RN2)
cruzd relaciones N:P de 48, 60 y 72 de N:P (régimen N:P alto) y las
concentraciones de 50%, 25%, 12.5%, 6.25% y 3.125% (régimen de
nutrientes moderado, bajo y el resto muy bajos). Ambos experimentos
incluyeron cinco réplicas por tratamiento mas una repeticion al centro
en el segundo. El volumen de medio fresco se incrementd en 10 ml
para evitar que las hojas rebasaran la interfase agua/aire. La relacion
de C:P aumentd en proporcion con la concentracién de nutrientes de
1.22 2 4.9 en RN1 y de 0.15 a 2.45 en RN2. EI RN completo incluyd
estequiometrias N:P que aplican a ecuaciones de crecimiento del fito-
plancton (N,:P) y de macrdfitas marinas enraizadas (N,,:P) (Romero et
al., 2006), asi como a otras citadas en areas naturales (Romero et al.,
2006; Benson et al., 2008; Sardans et al., 2012).

La resistencia al estrés fue registrada con la declinacion de la re-
generacion y la viabilidad foliar y radicular (10-15 plantas/unidad de
cultivo), expresados en unidad o porcentaje. Por la edad juvenil de las
plantas la prediccion en el crecimiento de rametos fue opcional. En la
unidad experimental se registro el nimero de plantas y el nimero de
hojas iniciales. La presencia de algas asociadas fue indicada en cate-
gorias de ausencia y presencia.

Los predictores del experimento fueron los marcadores de rege-
neracion y viabilidad. La regeneracion fue medida con el nimero de
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hojas y raices nuevas en un individuo seleccionado al azar. La viabili-
dad foliar fue analizado por el color (verde -2, parcialmente verdes-1y
clordticas-0). La categoria cero también se aplicd a la desintegracion
foliar. La viabilidad de raices fue indicada combinando la turgencia y
los crecimientos longitudinales (no turgentes-0, turgentes sin cam-
bio-1, turgentes -2 cortas y turgentes largas-3). La turgencia se ligo
a la superficie brillante translucida. La raiz larga rebaso la base del
recipiente y presentd entorchamiento o circumnutacidn. En el segundo
experimento las categorias 2 y 3 de la raiz se unieron en la categoria
turgentes con crecimiento-2. Ambos marcadores fueron analizados
cada 15 dias en un periodo maximo de 10 semanas (Wang et al., 2012).

Andlisis estadistico. El andlisis de los datos fue desarrollado con el
programa Statistica (release 8.0). En la determinacion del supuesto
de homogeneidad de varianza se us6 la prueba de Cochran y de la
normalidad fue Shapiro-Wilk (Zar, 1999). EI MANCOVA fue usado en
las variables de concentracion de nutrientes, relacion N:P y tiempos de
cultivo. Las covariables fueron las algas (experimento 1) y el nimero de
plantas iniciales (experimento 2). En el primer experimento se excluyo
el tiempo de cultivo de 45 dias y la concentracion de 100%, porque
las plantas se desintegraron en todas las unidades de cultivo. En las
comparaciones multiples se us6 la prueba de Tukey a p<0.05. La co-
rrelacion entre la regeneracion unitaria de hojas y raices, y la primera
con la viabilidad foliar, asi como entre las de regeneracion y viabilidad
porcentual de hojas y raices viables (n= 459) fue establecida con el
coeficiente de Pearson.

RESULTADOS

Las plantas de Vallisneria americana no presentaron crecimiento
de rametos en ningun régimen nutricional. En el primero (RN1), el cre-
cimiento de algas en el 52% de los cultivos impidi6 observar la regene-
racion foliar y radical. Sin embargo, las algas oportunistas no presenta-
ron covarianza (p>0.05). En relaciones N:P de 16 a 24 y concentracion
de nutrientes de 100% las plantas murieron. La concentracion de nu-
trientes mostrd variacion significativa en la viabilidad de hojas (F _,
12.95, p<0.0001), significativa en raices (F,_,= 8.08 p<0.001) y en Ias
hojas la interaccion presento significancia menor (F_ _,= 3.51, p<0.01).
El tiempo de cultivo no causd variacion alguna (p>0.05). La viabilidad
foliar disminuyd con el incremento de la concentracion de nutrientes
y en la raiz fueron iguales las de 50% y 25% (p<0.05). La viabilidad
foliar fue maximo en la interaccion 24 N:P y 25% de concentracion de
nutrientes (Fig. 1).

En el RN2, la covarianza afectd la regeneracion de raices y la via-
bilidad unitaria de hojas (F_, =19.92, p<0.0001). En la regeneracion
de hojas y raices fue significativo el efecto de la relacion de N:P (F _=
8.19, p<0.0005y F,_, = 9.5, p<0.0001), la concentracion de nutrientes
(F_,=316.74y 277 93 p<0.0001) y el tiempo de cultivo (F_,= 59.48
y 63 04, p<0.0001). La relacién de N:P interactud con la concentramon
de nutrientes y reportd diferencias de mayor significancia en la regene-
racion de hojas (F,_,= 4.89, p<0.0001) que en la viabilidad unitaria de
hojas (F,_,= 2.68, p<0 007) y la regeneracion de raices (F _,= 2.126;
p<0.03).

La declinacion en regeneracion de hojas y raices y en la viabilidad
de hojas fue gradual con el incremento de la relacion de N:P (Fig. 2).
Solo en hojas regeneradas fueron iguales las de 72 y 60 (p<0.05). En
las relaciones N:P de 48, 60 y 72 de los tres marcadores no incremen-
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Figura 1. Viabilidad de hojas y raices en las plantas de Vallisneria americana cultivadas en relacion de N:P de 16 a 24 y enriquecimiento de nutrientes de 25y 50%.
Lineas verticales = intervalo de confianza. Literales diferentes = diferencias significativas (p< 0.05).n =10 - 15

taron en el tiempo (F _, = 0.6089 y 1.0833, p>0.05). En cambio, la
concentracion de nutrientes interactud con el tiempo de manera signifi-
cativa (F _,=40.76 y 27.72; p<0.0001). La declinacion en regeneracion
de hojas fue constante en la concentracion de nutrientes de 50%, y
después de 45 dias de cultivo murieron (Fig. 3). La regeneracion foliar
permanecid estatica en 25% después de 45 dias y en 12.5% a los 60
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Figura 2. Declinacién en la regeneracion de hojas y raices y viabilidad de hojas
en plantas de Vallisneria americana con incremento en la relacién N:P (48 a
72). Efecto covariado en el nimero de plantas. Lineas verticales = intervalo de
confianza. Literales diferentes = diferencias significativas (p< 0.05).n=10-15

dias. La viabilidad fue mas notoria en las hojas (Fig. 4). La correlacion
fue significativa (r=0.9, ’=0.75 p< 0.01) entre la regeneracion de hojas
y raices y entre la de regeneracion de hojas y la viabilidad de hojas
(r=0.53, r’=0.28 p<0.01) (Fig. 5). El perfil cinético fue similar entre la
viabilidad unitaria de hojas y regeneracion de raices, en corresponden-
cia con las correlaciones registradas (Fig. 5).

DISCUSION

Los estudios que han analizado el efecto del enriquecimiento de nu-
trientes, en particular de N, sobre las angiospermas sumergidas no han
sugerido un patron general de estrés a escala geogréfica (Leoni et al.,
2008). Para discernir el estrés de |/ americana por el incremento de la
relacion N:P (N-NO, y P-H,PO,) del enriquecimiento de nutrientes se
evaluaron, en experimentos no destructivos a microescala, sus efectos
directos e interactivos en la regeneracion y la senescencia foliar y radi-
cal de plantas juveniles. En contraste a muchos experimentos realiza-
dos en el género Vallisneria se descartaron efectos puntuales de N-NH,
y el dual con N-NO, (Wang et al., 2008b; Dou et al., 2013; Wang et al.,
2012). También se excluyd el efecto de la variacion N:P con limitacién
de N. Lo anterior con base en los registros de limitacion de P en el
habitat limnético (Sterner, 2008; Raven, 2012) y a estudios que han in-
dicado que la mineralizacion de N es mas rdpida que la mineralizacion
de P en zonas tropicales (Sardans & Pefiuelas, 2012). La influencia de
epifitas quedd descartada incluso en condiciones que presentaron re-
laciones de N:P cercanas a la de Redfield (N, P). Vallisneria americana
fue muy sensible a los cambios en la relacién de N:P en ciertos um-
brales criticos de concentracion de nutrientes en la columna de agua,
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Figura 3. Cambios en la regeneracion de hojas de Vallisneria americana en orden creciente de concentracion de nutrientes durante 75 dias en cultivo bifasico. Pro-
medios acumulados en la relacién N:P de 48 a 72. Lineas verticales = intervalo de confianza. Literales diferentes = diferencias significativas (p<0.05).n =5 - 10.

mantenida la relacién C:P equilibrada con la de N:P. Ademas, presentd
mecanismos de estrés diferenciados entre el incremento de la relacion
N:Py la concentracion total de nutrientes, por lo que la hipdtesis some-
tida a contrastacion fue valida a microescala in vitro en las condiciones
del presente estudio. La resistencia al estrés fue explicita en el segundo
régimen nutricional con el incremento de la relacion de N:P; en especi-
fico, el coeficiente de 72 mostrd efecto negativo y potencializado.

Esta resistencia puede ser interpretada con base en la estequiome-
tria del metabolismo C:N:P. En las etapas de crecimiento y desarrollo,
las plantas son muy dependientes de la interaccion C:N. La fotosintesis
proporciona la energia y los esqueletos de C para la sintesis de ami-
noacidos (Jiang et al., 2013); sin embargo el suministro de N en exceso
afecta la capacidad de fijar carbono, y en consecuencia disminuye la
provision de fuerza reductora y ATP para culminar el proceso de asi-
milacion de N. Adicionalmente, el P en condicion de nutriente limitan-
te restringe las sintesis del ARN ribosomal y de las proteinas (Raven,
2013). Es decir, en la sintesis de ARN ribosomal hay mayor demanda
de moléculas de P que de N. De acuerdo a Raven (2012) y Veneklaas
et al. (2012), una demanda metabdlica de ARN ribosomal de tal magni-
tud es inadmisible, excepto en los productores primarios que cuentan
con suficiente ndmero de ribosomas para mantener una velocidad de
sintesis de proteinas y mas de la mitad de P libre para sintetizar ARN
(hipdtesis de la velocidad de crecimiento). También se ha sefialado que
la posibilidad de disminuir la asignacién de ARN sin disminuir la tasa
de crecimiento, es un proceso metabdlico muy exigente (Raven, 2012),
a menos que los organismos que crecen con limitacion de P mani-
fiesten sobrerregulacion de ARN, o que en la etapa de crecimiento el
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reparto espacial y temporal de P sea muy eficiente para satisfacer los
requerimientos de ARN y mantener constante la velocidad sintesis de
proteinas (Raven, 2012).

Comparativamente, los resultados mostraron que la declinacion en
capacidad regenerativa y viabilidad de las plantas de V. americana fue
menos drastica en funcion de la relacién N:P que por la concentracion
de nutrientes. Resultd excluida la concentracion de 3 % (0.33a0.26 ¢
L") que mostrd un ritmo en regeneracion y viabilidad de hojas y raices
en constante aumento durante el periodo experimental. Con base en
el marcador unitario de regeneracion de hojas y sus correlaciones con
regeneracion de raices y viabilidad foliar, se determiné que V. ameri-
cana presenté mas resistencia al estrés salino en concentracion de
nutrientes de 0.66 a 0.51 g L, que fue la segunda en el gradiente
(6.25%). En contraste, la resistencia fue minima en concentracion de
nutrientes moderada y baja (2.65 a 1.03 g L). En las concentraciones
elevadas la planta completa presentd en breve tiempo (30 dias) estrés
letal. Estos resultados con la relacion N:P del segundo régimen nutri-
cional concuerdan con la vulnerabilidad del ecosistema limnético con
pequefios cambios en la carga de nutrientes (Kennish & Paerl, 2010) y
con estudios que han indicado la limitada tolerancia de V. americana
al estrés salino (Benson et al., 2008). También explica la causa por la
cual muchas macrdfitas de aguas limnéticas no se ajustan a esquemas
convencionales de cultivo in vitro (Garcia-Jiménez et al., 2006; Ruiz-
Carrera & Sanchez, 2008; Ruiz-Carrera & Sanchez, 2012).

En conclusion, el mecanismo de estrés por la relacion N:P con
N-NO, fue interpretado por el desbalance metabdlico de proteinas:
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Relacion N:P

60

3.125 6.25 12.5
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Figuras 4a-o. Viabilidad de hojas y raiz de Vallisneria americana a los 60 dias de cultivo con incremento en la relacién N:P en funcion de la concentracion de nutrientes (CN).
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Estrés por nutrientes (N:P) en Vallisneria

No. de hojas viables/planta

No. de raices regeneradas/planta

No. de hojas regeneradas/planta

Figura 5. Correlacidn entre hojas viables y hojas regeneradas (a) y entre raices y
hojas regeneradas (b) de Vallisneria americana. n= 10 - 15.

ARN, sin haber presentado variacion en tiempo. Por el contrario, el me-
canismo de estrés con exceso de nutrientes fue osmatico y rapido. El
mecanismo osmético presentd similitud en la senescencia foliar y la
elongacion de las raices provocada por la salinidad en diferentes plan-
tas terrestres (Munns & Tester, 2008). Sin embargo, la identificacion de
circumnutacion de raices y las correlaciones efectivas entre regenera-
cion de hojas y raices y entre regeneracion y viabilidad de hojas, mos-
traron valor agregado para mejorar la compresion del estrés abiético
por eutrofizacion, tanto in vitro como de campo en el ecotipo focal. La
circumnutacion de raices en las angiospermas sumergidas no ha sido
destacada en otros estudios (Kosuge et al., 2013).

Una perspectiva experimental de mayor nivel para la interpreta-
cion fina de ambos mecanismos de estrés, requiere técnicas modernas
de proteémica, metaboldmica y fendmica en asociacion con las téc-
nicas in vitro. El enriquecimiento de N analizado con estequiometria
N:P a microescala in vitro, indicd que en la angiosperma sumergida, I/
americana la resistencia al estrés estuvo vinculada a cargas bajas de
nutrientes, con la fuente N oxidada en la columna de agua. La compren-
sién de estos conocimientos en V. americana requieren ser acoplados
a las estrategias de rehabilitacion de los ecosistemas que tienden a
la eutrofizacion para mantener los beneficios de soporte, provision y
regulacion de las lagunas limnéticas, como es el agua para beber, la
cosecha de peces, varios bienes de mercado y los servicios recreacio-
nales asociados.
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