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RESUMEN

En el presente estudio se evalué el crecimiento y la eficiencia fotosintética de Ludwigia
decurrens (Onagraceae), a partir de la estimacién de la fluorescencia de la clorofila
bajo diferentes concentraciones de nitrégeno (0 mg/L, 465 mg/Ly 930 mg/L) en con-
diciones de laboratorio. Como pardmetros de crecimiento se utilizaron la longitud
total del tallo y el 4rea foliar. Durante el periodo de estudio se observé un incremento
en el crecimiento y la eficiencia quantica con el aumento en la concentracién de nitré-
geno. Sin embargo, no se presentaron diferencias significativas (p<0,05) en los valores
de fluorescencia de la clorofila entre los tratamientos. Los resultados del comporta-
miento de la eficiencia fotosintética (Fv/Fm) y el crecimiento de las plantas tratadas
con diferentes concentraciones de nitrégeno, demuestran que la macréfita Ludwigia
decurrens crece en ambientes relativamente altos de nitrégeno.
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ABSTRACT

Growth parameters and quantum efficiency measurements of the photosynthesis were
evaluated on the emergent macrophyte Ludwigia decurrens under different concentrations
of nitrogen (0 mg/L, 465 mg/Ly 930 mg/L). Growth was determined as measurements
of total length and leaf area, and the emission of chlorophyll fluorescence was used as
a measure of real quantum efficiency of the photosystem Il. During the study period, a
general tendency of increase of growth parameters and quantum efficiency with increase
of nitrogen supply was noted. However, there was no significant difference (p<0.05) of
emission of fluorescence among treatments. The results of the photosynthetic efficiency
(Fv/Fm) behavior and the growth of the plant trated with different concentrations
nitrogen, demonstrate that the macrophyte Ludwigia decurrens can grow on enriched
nitrogen environments.
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INTRODUCCION

El papel del nitrégeno como nutriente esencial y componente estructural de molécu-
las como la Rubisco y la clorofila en plantas ha sido ampliamente documentado en
varias especies debido a la importancia en los procesos de crecimiento y produccién
agricola (Volenec et al., 1996; Gonzélez et al., 2003; Reigosa et al., 2003; Makino y
Osmond, 1991; Lattanzi et al., 2004). El nitrégeno es uno de los factores de mayor
estrés en plantas tropicales ya sea por deficiencia o por exceso. Se reconoce que el
nitrégeno puede ser un factor limitante del crecimiento y de la eficiencia fotosintética
de las plantas, especialmente, bajo condiciones de déficit de nitrégeno, las cuales
tienden a disminuir el peso seco, el nimero de hojas y el drea foliar (Taizy Zieger, 1998;
Ciompi et al., 1996). En el caso de la eficiencia fotosintética, se puede ver limitada al
disminuir el contenido de Rubisco y la clorofila en las hojas, asi como la produccién
quéntica de la fotosintesis. La correlacién entre el contenido de nitrégeno y la efi-
ciencia fotosintética varia dependiendo del hédbitat de la planta y de factores am-
bientales como la temperatura y la radiacién (Evans, 1989; Toth et al., 2002; Lamsfus
et al., 2003). Algunas plantas tienen la capacidad de acumular metales u otras
sustancias como una respuesta de adaptacién a la contaminacién en la biosfera
(Lamsfus et al., 2003). Dentro de este grupo, existen plantas hiperacumuladoras que
pueden vivir en ambientes con altas concentraciones de nutrientes y agentes téxicos y
son ampliamente utilizadas en procesos de fitorremediacién (Shiny et al., 2004). Esta
estrategia requiere de especies con caracteristicas especiales como la asimilacién exce-
dente de particulas y una alta produccién de biomasa en estas condiciones (Baker y
Brooks, 1989). Especies como Sarcobatus vermiculatus y Atriplex canescens han demos-
trado su capacidad para descontaminar suelos y aguas contaminadas con nitratos
(Raskin et al., 1994; McKeon et al., 2001).

Ludwigia decurrens Walter es una macréfita emergente nativa del trépico y subtrépico
americano, que se considera una maleza del cultivo de arroz y su ambiente natural se
relaciona con humedales, pantanos, bordes de rio y sitios de gran humedad. A nivel
local, esta especie se ha reportado en las dreas de inundacién o planos inundables del
rio Cauca, asi como en dreas de humedales relativamente ricos en nutrientes (Munz,
1974; Sanclemente, 2005). El estudio pretende demostrar cudl es el efecto del nitré-
geno sobre el crecimiento y la actividad fotoquimica de la planta, evaluando el com-
portamiento de la eficiencia fotosintética de L. decurrens, a partir de la estimacién de
la fluorescencia de la clorofila a bajo diferentes concentraciones de nitrégeno.

MATERIALES Y METODOS

ORGANISMO DE ESTUDIO

Ludwigia decurrens (Walter, 1788), conocida con el nombre comun de “Clavitos”, per-
tenece a la familia Onagraceae de 30-200 cm de largo libremente ramificada (Fig. 1).
El tallo posee cuatro alas desde la base decurrente de las hojas, las raices estan su-
mergidas. Las hojas son lanceoladas o elipticas; las flores poseen cuatro pétalos ama-



Acta biol. Colomb., Vol. 13 No. 1, 2008 177

rillos o blancos, son solitarias y se encuentran en las yemas superiores, tienen ocho es-
tambres y cuatro sépalos. El fruto es una capsula loculicida de color café (Munz, 1974).

Figura 1. Fotografia de Ludwigia decurrens W.

TRANSPLANTE Y ACLIMATACION DE INDIVIDUOS

Se obtuvieron 18 individuos de cinco a diez cm de longitud a partir de una poblacién
natural de L. decurrens, de la finca La Independencia, productora de arroz y ubicada
en el municipio de Jamundi, Valle del Cauca, Colombia (3° 16 Ny 76°33 O), en la
via rio Claro-Timba. Las plantulas tuvieron un periodo de aclimatacién previo al
montaje de aproximadamente 15-20 dias en casas de malla, ubicadas en la estacién
experimental de Biologfa, de la Universidad del Valle, Sede Meléndez. Para el montaje
de los tratamientos, las plantulas fueron seleccionadas mediante el uso de una tabla
de ndmeros al azar. A continuacién se limpié la raiz de las plantas con agua corriente
y se transplantaron seis individuos para cada tratamiento en materas pldsticas con
arena gruesa lavada, como medio inerte.

CONCENTRACIONES DE NITROGENO

Para los experimentos de nitrégeno, se utilizé la solucién Hoagland completa
(Hoagland y Arnon, 1950), modificando la concentracién de nitrégeno (2,5 g/L Ca
(NO,) para obtener concentraciones de nitrato cercanas a las del medio natural de las
plantas, las cuales oscilaron entre 2,3 y 6,4 g/L (n = 9). Los concentraciones para cada
tratamiento se establecieron de acuerdo a valores promedio de nitratos del suelo de las
zonas de estudio como: sin nitrégeno (0 mg/L), solucién control (465 mg/L) y doble
nitrégeno (930 mg/L). Las soluciones fueron aplicadas directamente en las materas tres
veces por semana, procurando de tal manera el mantenimiento de las concentraciones
promedio de nitrégeno y la saturacién del medio. Las plantas fueron regadas con agua
comun para evitar el estrés por déficit hidrico (Taiz y Zieger, 1998).

MEDICION DE INDICADORES FISIOLOGICOS
Crecimiento: para las medidas de longitud total y 4rea foliar se utilizé una cinta métrica.
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Las medidas de longitud se tomaron en las plantas de los tres tratamientos desde el tallo
a nivel de la arena, hasta el dpice. Para las medidas de 4rea foliar, se escogieron cinco
hojas de cada una de las plantas en cada tratamiento. En cada hoja seleccionada, se
midid el largo y ancho. Mediante una regresién linear entre estos valores, se hallaron los
valores de area foliar para las plantas de los tratamientos. La seleccién de las hojas se
hizo mediante la utilizacién de una tabla de ndmeros al azar. Estas mediciones fueron
tomadas dos veces por semana por un periodo de ocho semanas (Sanclemente, 2005).
Eficiencia fotosintética: se define como eficiencia quantica real del fotosistema Il (PSII)
a la eficiencia con la cual los electrones son procesados en la fotosintesis por cantidad
de luz absorbida y se expresa como la relacién Fv/Fm, donde Fv es la fluorescencia varia-
ble y Fm es la fluorescencia maxima cuando una planta estd adaptada a condiciones
de luz (Gemel et al., 1997; Maxwell y Johnson, 2000). La eficiencia fotosintética (Fv/Fm)
se determiné utilizando un fluorémetro portatil Modelo Mini-PAM-2100 Chlorophyll
Flourescence System marca WALZ. Las mediciones se realizaron a primeras horas de la ma-
fiana (5:30 a.m) y aclimatando las plantas por un periodo de 30 a 45 minutos a la oscu-
ridad, para garantizar que todos los centros de reaccién del PSII estuviesen abiertos,
utilizando hojas plenamente desarrolladas de las plantas (Pefia, 1998). Estas medicio-
nes se tomaron en tres hojas de cinco plantas por cada tratamiento (n=45), con un
periodo de observacién de ocho semanas. Las hojas fueron seleccionadas mediante
el uso de una tabla de ndmeros al azar.

Contenido de nitrégeno foliar: se realizé un andlisis del contenido de nitrégeno foliar
de acuerdo a la técnica de Kjeldahl (Icontec, 1981). Esta medicién se realizé utilizan-
do tres hojas de cinco plantas por cada tratamiento (n=45), 30 dias después de ser
expuestas a las diferentes concentraciones de nitrégeno.

Observaciones de la sintomatologia de las plantas en cada tratamiento: se observaron
diferencias en las caracteristicas fenotipicas de las plantas expuestas a las diferentes
concentraciones de nitrégeno (Tabla 1). Las plantas que crecieron con doble concen-
tracién de nitrégeno tuvieron hojas de coloracién intensa y abundancia de follaje.
Mientras que las plantas que crecieron sin nitrégeno presentaron clorosis y necrosis en
ciertos puntos de las hojas adultas. Las hojas jévenes permanecieron verdes hasta la
etapa de senescencia.

Caracteristica | Control Sin N Doble N

Coloracién Hojas verde oscuro Hojas verdes, algunas con Hojas verde oscuro
puntos cloroticos y necroticos

Follaje Follaje abundante Muy poco follaje Follaje muy abundante

Crecimiento 60-80 cm 30-45 cm 70-100 cm

Floracién Semana 8 Semana 6 Semana 5

Tabla 1. Observaciones de la sintomatologfa de L. decurrens en los diferentes tratamientos de nitrégeno.

DISENO EXPERIMENTAL

Para el disefio del experimento, se tomaron en cuenta los tres tratamientos por tri-
plicado, con cinco repeticiones cada uno (n=45) durante ocho semanas de observacién
(360 combinaciones). Las mediciones de crecimiento (drea foliar y longitud) y eficiencia
quéntica (Fv/Fm) del fotosistema Il se hicieron igualmente por triplicado para un total



Acta biol. Colomb., Vol. 13 No. 1, 2008 179

de 360 muestras analizadas. El experimento fue manejado como un disefio experimental
completamente al azar (DCA) con medidas repetidas y un nivel de significancia de 95%
(p<0,05). Se tomaron como variables dependientes el area foliar, la longitud, la efi-
ciencia fotosintética y el contenido de nitrégeno foliar. Como variable independiente los
tratamientos expresados en las tres concentraciones de nitrégeno. Para los datos de
longitud y drea foliar se empled un andlisis de varianza y una prueba de Tuckey para
determinar las diferencias entre los tratamientos. Para los datos de eficiencia fotosin-
tética se utilizé un andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis. Todos los datos fueron
analizados mediante el programa estadistico STATISTICA, versién 5.1 (1997).

RESULTADOS

EFECTO DEL NITROGENO SOBRE EL CRECIMIENTO

Durante el periodo de observacién L. decurrens presenté una curva de crecimiento sig-
moidal tipica de plantas anuales (Fig. 2; Tabla 3). En las plantas del tratamiento con
doble nitrégeno se distinguieron tres fases: una fase logaritmica en la cual el crecimiento
fue exponencial durante las primeras semanas. Una fase lineal en la cual el crecimien-
to fue constante y méximo y una fase de senescencia, en la cual la velocidad de creci-
miento disminuyd. Las plantas del tratamiento sin nitrégeno tuvieron un crecimiento
mas lento comparado con los otros tratamientos. Sobre el contenido de nitrégeno fo-
liar, los resultados indicaron que las plantas de los ensayos control y doble nitrégeno,
presentaron concentraciones de nitratos foliar mas altas (p<0,05, n=45) que las plantas
del tratamiento sin nitrégeno (Tabla 2). Se encontraron diferencias significativas
(p<0,05, n=44) en el area foliar y longitud de las plantas entre los tratamientos estu-
diados (Tabla 4; Tabla 5). Las plantas con doble concentracién de nitrégeno y control
presentaron valores significativamente mds altos en el drea foliar mientras que las plan-
tas del tratamiento sin nitrégeno tuvieron valores significativamente mds bajos (Tabla
2). Comparativamente con los otros tratamientos, se observé un menor nimero de
hojas y menor tamafio en plantas expuestas a cero concentraciones nitrégeno.

Tratamientos n Longitud Area Foliar Fv/Fm Nitrégeno
Promedio + DE | Promedio (cm) + DE |Promedio (cm) + DE Foliar (%)*
Control 151 19,4 | £19,2 71,3 | +£233 0,774 | +0,025 5,22 | 1,132
Sin nitrégeno 15| 32,8 +6,1 16,8 £53 0,765 | +0,034 3,73 | £0,991
Doble nitrégeno | 15 | 36,1 | 21,1 81,7 + 242 0,778 + 0,030 519 | £1,781

Tabla 2. Resultados de la longitud, 4rea foliar, Fv/Fm y nitrégeno foliar promedio (+ desviacién estan-
dar) en los diferentes tratamientos de nitrégeno. *Para esta variable se utilizaron cinco individuos por
tratamiento.

FLUORESCENCIA

Los resultados mostraron que no existen diferencias significativas (p<0,05, n = 45) en la
fluorescencia de la clorofila para cada uno de los tratamientos (Tabla 6). Sin embargo,
se observé una tendencia general a aumentar la eficiencia fotosintética a medida que
aumenta la concentracién de nitrégeno (Fig. 3). De acuerdo con los resultados se ob-
servé una disminucidn en los valores de Fv/Fm en la semana tres. Estos valores osci-



180 Articulo - Crecimiento y eficiencia fotosintética de Ludwigia decurrens Walter (Onagraceae) bajo diferentes
concentraciones de nitrdgeno. Sanclemente, Pefia.

80

40

Longitud (cm)

20 ] ¢

1 2 3 4 5 6 7
Periodo de observacién (semanas)

Figura 2. Longitud promedio de L. decurrens en cada uno de los tratamientos durante las semanas de
observacion del estudio.

laron entre 0,70 (+ 0,0007) y 0,74 (+0,0007) en comparacién con el valor promedio
de Fv/Fm para plantas control de 0,80 (+ 0,0008) y 0,83 (+ 0,0008).

DISCUSION

EFECTO DEL NITROGENO SOBRE EL CRECIMIENTO

Los resultados del estudio mostraron una tendencia general del incremento de los paré-
metros de crecimiento de la planta (longitud del tallo y el area foliar) con el aumento
de la concentracién de nitrégeno. Estos datos sugieren que la limitacién de nitrégeno
influye en el drea foliar total de las plantas por efecto del estrés nutricional (Walley,
2001). En especies de cultivo, las hojas tienden a ser mas grandes hasta cierto punto en
el cual el tamafio comienza a disminuir progresivamente (Cechin y de Fitima-Fumis,
2004; Vos et al., 1992). Sin embargo, este efecto fue menos aparente para las plantas
que crecieron sin nitrégeno. Una alta sensibilidad del crecimiento de la hoja de acuerdo
con la disponibilidad de nitrégeno ha sido demostrada en plantas como Triticum aestivum
L. (Simpson etal., 1983), Zea mays L. (Swank et al., 1982), Amaranthus powellii (Hunt et al.,
1985), y Glycine max L (Tolley y Raper, 1986). Las plantas del tratamiento sin nitrégeno
no presentaron diferencias significativas de tamafio entre hojas jévenes y maduras. Los
datos de crecimiento observados tanto en longitud y drea foliar sugieren que L. decurrens
responde significativamente a la concentracién de nitrégeno (p<0,05, n = 45).

Tratamientos | Semanas

1 2 3 4 5 6 7 8
Sin N 24,83 | 52,88 | 36,85 | 48,69 | 78,41 78,41 94,03 | 143,76
Control 17,68 | 25,27 | 21,62 | 1417 | 58,75 58,75 9,15 3,88
Doble N 22,07 | 21,94 | 19,80 |170,54 | 93,07 5429 | 164,55 | 146,16

Tabla 3. Area foliar promedio (en centimetros) de L. decurrens en cada uno de los tratamientos durante
el periodo de observacién.

El comportamiento del crecimiento de L. decurrens refleja una curva de crecimiento
sigmoidal tipica de plantas anuales en la cual se destacan tres fases principales: una
exponencial, logaritmica y de senescencia excepto en las plantas que crecieron sin
nitrégeno. Igualmente, sefialan que el nitrégeno tiene un efecto significativo sobre el
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area foliar de L. decurrens, presentando valores significativamente mds altos en compa-
racién con los de las plantas del tratamiento sin nitrégeno.

S.C G.L CM F p
Intercepto 133456,3 1 133456,3 666,70 0,000000
Tratamientos 8087,6 2 4043,8 20,20 0,000055
Error 3002,6 15 200,2
Tiempo 33905,4 7 4843,6 214,59 0,000000
Tratamientos*tiempo 85222 14 608,7 26,97 0,000000
Error 2370,0 105 22,6

Tabla 4. Andlisis de varianza de la longitud en los diferentes tratamientos.

EFICIENCIA FOTOSINTETICA (Fv/FMm)

Los resultados mostraron una tendencia general de incremento en la Fv/Fm cuando el
suplemento de nitrégeno es alto (Fig. 3; Tabla 2). Los valores de la relacién Fv/Fm
fueron mds bajos para las plantas del tratamiento sin nitrégeno en comparacién con las
plantas de los tratamientos control y doble nitrégeno. Este hecho pudo estar asociado
con la habilidad de la planta para optimizar su capacidad fotosintética por un incre-
mento en el suplemento de nitrégeno. De acuerdo con Cechin y de Fitima-Fumis
(2004), la actividad fotosintética en girasoles mejoré con el aumento en la concen-
tracién de nitrégeno relacionada a su vez con la acumulacién de nitrégeno en la hoja.
Aunque en este estudio solo se estimé la concentracién de nitratos en hojas existen
otros compuestos nitrogenados presentes, que pueden ser acumulados en otras partes
de la planta (Lamsfus et al., 2003). En lechuga, Broadley et al. (2000) encontraron que
la deficiencia de nitrégeno causa respuestas de estrés en las plantas, incluyendo la
disminucién en el peso relativo de la hoja por incremento de la alocacién de biomasa y
nitrégeno en las raices.

S.C G.L CM F p
Intercepto 534049,2 1 534049,2 262,82 0,000000
Tratamientos 79174,7 2 39587,4 19,48 0,000068
Error 30479,9 15 2032,0
Tiempo 115140,7 7 16448,7 7,24 0,000000
Tratamientos*tiempo 127936,7 14 9138,3 4,02 0,000016
Error 238626,1 105 2272,6

Tabla 5. Andélisis de varianza del drea foliar en los diferentes tratamientos.

Por otro lado, se ha demostrado que existe una correlacién positiva entre la concen-
tracién de nitrégeno y la fotosintesis para plantas C3 y C4. Una disminucién en la
tasa fotosintética bajo condiciones de limitacién de nitrégeno es atribuida a una
reduccién en el contenido de la clorofila y en la actividad de la Rubisco (Correia et al.,
2005). Segun Evans (1989) esta correlacién no siempre es generalizada y puede ser
variable por efectos del hébitat natural de la planta y factores ambientales como la
temperatura y la radiacién. En plantas de maiz, se han encontrado resultados simi-
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Figura 3. Eficiencia fotosintética (Fv/Fm) para L. decurrens entre los tratamientos de nitrégeno: Sin
nitrégeno (0 mg/L), Control (465 mg/L), y Doble concentracién de nitrégeno (930 mg/L).

lares, en donde el suministro de nitrégeno no tiene un efecto definido sobre los foto-
sistemas de las plantas (Trapani et al., 1999). Igualmente, se ha evidenciado una dis-
minucién en la actividad fotosintética de las plantas que crecen a altos niveles de
nitrégeno indicando que la tasa de asimilacién por unidad de clorofila puede inhi-
birse con un aumento en el suplemento de nitrégeno (Toth et al., 2001). Los resulta-
dos registrados en L. decurrens indicaron que la relacién entre los niveles de nitrégeno,
en especial un suministro bajo de nitrégeno, redujeron la tasa méxima de fotosintesis
neta por unidad de drea foliar. A pesar de que la deficiencia de nitrégeno indujo la
disminucién en la eficiencia quantica del PSII (Lu et al., 2001), los resultados en-
contrados en este estudio mostraron que la eficiencia fotosintética (Fv/Fm) mantuvo
una alta eficiencia quantica en todos los tratamientos.

El comportamiento de la Fv/Fm sugiere ademds que pudieron existir otros factores
diferentes al suministro de nitrégeno que afectaron la actividad fotoquimica del PSII
de la especie, especialmente en la tercera semana del periodo de observacién. Se ha
demostrado que el efecto de la temperatura, depende de la especie vegetal, de las
condiciones naturales en las que ha crecido la planta, y las condiciones imperantes
durante la medicién (Martinez et al., 2004). Los incrementos de temperatura suelen
incrementar las tasas fotosintéticas hasta el punto de la desnaturalizacién de enzimas
y la destruccién del fotosistema (Evans, 1989). Comdnmente, las plantas vasculares
y algas verdes saludables presentan valores de eficiencia quéntica aproximados a 0,8-
0,83 (Pefia, 1998; Pefia et al., 1999; Ospina et al., 2006). Este pardmetro se usa como
un indicador sensitivo de la eficiencia quantica real y potencial del PSIl. Cuando los
valores de Fv/Fm son menores de 0,80 significa que puede haber un dafio en el
aparato fotosintético por todos los factores que causan inhibicién de los centros de
reaccién del PSIl e incremento en la disipacién calorifica (Gemel et al., 1997; Heinz
Walz, 1999). Los resultados mostraron que a pesar de la tendencia general del incre-
mento de Fv/Fm con el suplemento de nitrégeno, no se evidencié una limitacién nutri-
cional que haya influido directamente en la eficiencia qudantica de la planta.
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Periodo de observacién en semanas
M) ) 3) @) 5) (6)
H="1,55 H=518 H=534 H=0,08T] H=0,31 H="0,090
P= 0,45 P= 0,075 P= 0,073 P=0,95 P= 0,85 P=10,95
Suma de Rangos

Control 66 74 58 55 51 56,5

Sin nitrégeno 44 33 37 60 60 60

Doble nitrégeno | 61 63 69 56 60 54,4

Tabla 6. Andlisis de varianza no paramétrica de Kruskal-Wallis para la eficiencia fotosintética. N=45,
G.L =2, (p<0,05).

Los resultados obtenidos para evaluar el efecto del nitrégeno en el crecimiento y las
respuestas fisiolégicas de la planta sugieren que la actividad fotoquimica del Foto-
sistema Il no depende exclusivamente de la disponibilidad de nitrégeno, aunque una
deficiencia en este elemento afecta directamente el contenido de la clorofila y por ende
la tasa efectiva de crecimiento de la planta. El comportamiento general del incremento
de los parametros de crecimiento de la planta (longitud del tallo y el 4rea foliar) y su
relacién con las concentraciones de nitrégeno evaluadas, permiten proponer a L.
decurrens a como una especie indicadora de ambientes ricos en nitrégeno. Se reco-
mienda para estudios futuros la realizacién de analisis simultaneos de contenido de
clorofila y nitrégeno foliar periédicos para tener una estimacién directa de la res-
puesta a nivel de los centros de reaccién y su efecto como factor limitante de la activi-
dad fotosintética de la especie.
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