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RESUMEN

El nitrégeno reactivo que circula en la superficie terrestre ha incrementado a la par de las
actividades humanas, afectando la dinamica de los ecosistemas, la estructura y funcion de las
comunidades vegetales. Su depdsito se considera una de las principales amenazas a la biodiversidad

y contribuye a la contaminacion atmosférica.

El objetivo del estudio fue analizar el efecto de escenarios experimentales de depdsito de
nitrogeno, i.e, 10, 20, 40 y 80 Kg N ha™ afio™, en la fisiologia de once malezas ruderales de la
ciudad de Morelia para identificar potenciales biomonitores de depdsito de nitr6geno. La
sobrevivencia fue baja para Amaranthus hybridus (<11%), Melinis repens (<33%), Sporobolus
indicus (<11%) y nula en Pennisetum ciliare. En nueve de once especies de malezas la
sobrevivencia fue afectada por el depésito de nitrégeno, a excepcion de Bidens pilosa (>96%) y
Chloris gayana (>96%). Bajo el escenario de 80 Kg N haafio™, la sobrevivencia fue maxima en
Taraxacum officinale (77.8%) y en Melinis repens (33%), mientras que bajo la tasa de 10 Kg N ha’

'afio™ ocurri6 la curva menos abrupta de mortandad en P. ciliare.

La produccién de biomasa total (g peso seco; X + EE) increment6 bajo las tasas mas altas de
deposito de nitrogeno (40 y 80 Kg N haafio™) en las especies B. pilosa (1.099 + 0.096 g), C.
gayana (1.557 £ 0.238 g), Lepidium virginicum (0.918 + 0.354 g) y Pennisetum setaceum (1.210 +
339 g). La relacion biomasa subterranea/aérea (BS/BA) se redujo en B. pilosa (0.211 £ 0.013) y C.
gayana (0.454 + 0.013). La actividad de la enzima nitrato reductasa (NR en pMol NO, min"'g™" peso
seco) en C. gayana (0.173 + 0.029 pnMol NO, min'g") y T. officinale (0.243 + 0.009 pMol NO, min’
'g'") fue maxima en 10 Kg N ha'afio™ y descendi6 en tratamientos superiores de depdsito de
nitrogeno, mientras que en L. virginicum el pico maximo de actividad NR (0.227 £ 0.043 pMol NO,

min™g™") ocurri6 bajo 40 Kg N ha"afio™. El contenido de clorofilas en B. pilosa (248.013 + 19.139



mg m?), C. gayana (215.797 + 17.298 mg m™) y L. virginicum (362.475 + 13.194 mg m™) se
incremento en los tratamientos mas altos de depdsito de nitrogeno. La relacion clorofila a/b
descendi6 en C. gayana (2.433 £ 0.073) y L. virginicum (2.390+ 0.108) en los escenarios mas altos
de depdsito de nitrégeno. La eficiencia cuantica en la trasferencia de electrones (F./Fy,), descendid
en C. pychnotrix (0.381 + 0.018) bajo el tratamiento de 80 Kg N ha"afio™ y fue mayor en 40 Kg N
ha"afio™ (0.646 + 0.045). Bidens pilosa, C. gayana y L. virginicum fueron especies con mas
variables sensibles al deposito de nitrogeno, por lo cual podrian ser ttiles en el biomonitoreo del

depésito de nitrégeno.
ABSTRACT

The reactive nitrogen circulating throughout the terrestrial surface has increased with human
activities, affecting the dynamics of ecosystems, the structure and function of plant communities. Its

deposition represents the third global threat to biodiversity, and contributes to air pollution.

In this study, the effect of experimental nitrogen deposition scenarios, i.e., 10, 20, 40 and 80
kgN ha'year™, on the physiology of eleven ruderal weeds from the city of Morelia was evaluated:
biomass production, nitrate reductase activity, chlorophyll content and fluorescence. Survival was
low for Amaranthus hybridus (<11%), Melinis repens (<33%), Sporobolus indicus (<11%), and null
for Pennisetum ciliare. Survival was also affected by nitrogen deposition in nine of 11 species, with
the exception of Bidens pilosa (> 96%), and Chloris gayana (> 96%). Under 80 Kg N hayear”,
survival was maximum for Taraxacum officinale (77.8%) and Melinis repens (33%), while in 10 Kg

N ha''year™ P. ciliare showed a less abrupt mortality curve.

Total biomass production (g dry weight; X + SE) increased under the higher rates of nitrogen
deposition (40 and 80 Kg N ha year™) for B. pilosa (1.099 + 0.096 g), C. gayana (1.557 + 0.238 g),

Lepidium virginicum (0.918 + 0.354 g), and Pennisetum setaceum (1.210 £ 339 g). The



underground/aerial biomass ratio was reduced in B. pilosa (0.211 + 0.013) and C. gayana (0.454 +
0.013). The activity of the enzyme nitrate reductase (NR in pMol NO2 min"'g™" dry weight) was
affected by the nitrogen deposition in C. gayana (0.173 + 0.029 pMol NO, min"'g") and T. officinale
(0.243 + 0.009 pMol NO, min"'g™). The maximum was reached under 10 Kg N hayear”, wheras in
L. virginicum the maximum peak of NR activity (0.227 + 0.043 pMol NO, min"'g™") was in 40 Kg N
ha'year™. The chlorophyll content in B. pilosa (248.013 + 19.139 mg m™), C. gayana (215.797 +
17.298 mg m™) and L. virginicum (362.475 + 13.194 mg m™) increased under the high nitrogen
deposition treatments. In turn, the chlorophyll a/b ratio decreased in C. gayana (2.433 £ 0.073) and
L. virginicum (2.390 + 0.108) in the high nitrogen deposition treatments. Quantum efficiency in
electron transfer (F./Fn,) decreased in Chloris pychnotrix (0.381 £ 0.018) in the treatment of 80 Kg
N ha'year™ and the highest F,/F, was in 40 Kg N ha'year™ (0.646 + 0.045). Bidens pilosa, C.
gayana and L. virginicum were species with a higher number of variables sensitive to the nitrogen

deposition, which could be useful in the biomonitoring of the nitrogen deposition.
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1.1. INTRODUCCION

1.1.1. Deposito de nitrogeno

El nitrégeno constituye cerca del 78% de los gases en la atmodsfera terrestre (Galloway et al., 2004).
Se encuentra predominantemente como nitrégeno molecular (N), el cual es llamado nitrogeno no
reactivo, ya que no puede ser utilizado por la mayoria de los seres vivos (Galloway et al., 2003,
2004; Azcon-Bieto y Talon, 2008; Marquez et al., 2013). Se requiere de grandes cantidades de
energia para romper el triple enlace de la molécula N,, que solo especies que expresan el complejo
nitrogenasa pueden reducir (Galloway et al., 2004; Azcon-Bieto y Talon, 2008). Esta actividad, la
fijacion bioldgica de nitrégeno, constituye aproximadamente el 90% de las fuentes naturales de
nitrégeno reactivo (Nr), el 10% restante proviene de la actividad volcanica y de descargas eléctricas
(Azcon-Bieto y Talén, 2008; Mérquez et al., 2013). Las formas reactivas del nitrégeno son
componentes oxidados como los NOy, componentes reducidos como el NH," y NHs, y componentes
organicos nitrogenados (Galloway et al., 2003, 2004; Bobbink et al., 2010). Estas formas de Nr se
sedimentan a la superficie terrestre por accién de la gravedad o se precipitan con el agua,
llamandose deposito seco o depdsito humedo, respectivamente (Paerl et al., 2002; Pineda y
Venegas, 2008; Reay et al., 2008).

Actividades antropicas como la quema de combustibles fésiles, el cultivo inducido de
plantas asociadas a bacterias fijadoras de nitrogeno, la produccién y uso de fertilizantes contribuyen
con nuevas fuentes de Nr a la superficie terrestre (Galloway et al., 2003, 2004). Este incremento de
Nr ha modificado el ciclo del nitr6geno (Galloway y Cowling, 2002; Gruber y Galloway, 2008). De
hecho, el deposito de formas reactivas de nitrégeno se considera una de las principales amenazas a
la biodiversidad y un factor de cambio global (Wilcove et al., 1998; Sala et al., 2000; Rockstrom

et al., 2009)



1.1.2. Problemas causados por el depdsito de nitrégeno

Debido a que el nitrogeno habia sido un elemento limitante para la productividad primaria,
su incremento ha modificado la dindmica de los ecosistemas, pues la mayoria de los organismos han
evolucionado en entornos de baja disponibilidad de nitrogeno (Lee y Caporn, 1998). En ambientes
pobres de nitrogeno, la adicion de este ha llevado al desplazamiento de especies adaptadas a baja
disponibilidad de nitrégeno por especies con altas tasas de crecimiento, con mayor habilidad
competitiva y de tolerancia a condiciones de toxicidad (Bobbink et al., 1998, 2010; Kronzucker
et al., 2001; Stevens et al., 2004; Farrer et al., 2013).

El incremento en la disponibilidad de nitr6geno ha aumentado en plantas la susceptibilidad
al estrés debido a que se acenttian deficiencias nutricionales y de energia (Schulze, 1989; Krywult
et al., 1996; DeHayes et al., 1999). Por ejemplo, el NH," es expulsado de los compartimentos
celulares para evitar despolarizar las membranas, lo que lleva a una alta demanda de energia y su
consecuente deficiencia (Kronzucker et al., 2001). A su vez, puede favorecer la labilidad de iones
toxicos como el como el Al;*, Mn,"y Fes”, e interferir con la toma de cationes de importancia
biol6gica como el Ca," y el Mg," (Schulze, 1989; Tian et al., 2016). O bien, el aumento de nitrégeno
puede afectar las relaciones de C/N, y este enriquecimiento llevar a una mayor incidencia de
patogenos y de herbivoria (DeHayes et al., 1999; Throop, 2005).

Las formas reactivas del nitrégeno son una de las principales amenazas a la biodiversidad y
contribuyen a la contaminacién atmosférica (Sala et al., 2000; Rockstréom et al., 2009; Crutzen y
Glinter, 2016; Yeo et al., 2019). Formas oxidadas de Nr son precursores de la formacién de ozono
troposférico relacionado con descensos de en la productividad primaria, asi como a efectos

negativos a la salud humana (WHO, 2000; Crutzen y Glinter, 2016).



1.1.3. Biomonitoreo

A pesar de que el depdsito de nitrégeno es un factor de cambio global y de contribuir a la
contaminacion atmosférica, este es inicamente monitoreado en la Ciudad de México (Red de
Depdsito Atmosférico REDD: Sala et al., 2000; Rockstrom et al., 2009; Arréniz-Crespo et al., 2012;
Yeo et al, 2015). En México, la normatividad solo contempla la emisién de contaminantes
atmosféricos para ciudades de mas de medio millén de habitantes, pero solo estima una fraccion del
depdsito total de nitrogeno, el deposito seco (NOM156-SEMARNAT-2012: Arréniz-Crespo et al.,
2012; SEMARNAT, 2012). Asi mismo, esta normatividad es cumplida en pocas ciudades de
México debido al alto costo de los sistemas de monitoreo (Arréniz-Crespo et al., 2012; Diaz-
Alvarez et al., 2018; SINAICA, 2019). Se ha sugerido el uso de biomonitores de depdsito de
nitrégeno atmosférico como alternativa al la ausencia de dichos sistemas de monitoreo (Arroniz-

Crespo et al., 2012; Diaz-Alvarez et al., 2018).

Los biomonitores son organismos que contienen informacion de la calidad del ambiente.
Estos deben tener amplia distribucion ecolégica y geografica, ser abundantes, de facil colecta, asi
como ser a la vez tolerantes y sensibles al contaminante de interés (Markert et al., 2003). Para el
biomonitoreo del deposito de nitrogeno se han usado especies de plantas vasculares y no vasculares
(Arroéniz-Crespo et al., 2008; Diaz-Alvarez y de la Barrera, 2017; Diaz-Alvarez et al., 2019, 2020).
En éstas, las respuestas fisioldgicas al exceso de nitrégeno pueden proveer una aproximacion a la
tasa de depdsito de nitrégeno (Sutton et al., 2004; Arréniz-Crespo et al., 2008; Diaz-Alvarez y de la

Barrera, 2017; Diaz-Alvarez et al., 2019, 2020).

En el presente estudio se analizaron malezas ruderales (Cuadro 2.1), debido a se establecen
en la cercania de asentamientos humanos. Dichas especies asimilan formas de Nr como el NO3,
NO;, NH4", NH; y moléculas organicas de bajo peso molecular por el sistema de raices y la

biomasa aérea (Azcon -Bieto y Talén, 2008; Tegeder y Masclaux-Daubresse, 2018).



En este estudio se midi6 la actividad de la enzima nitrato reductasa (NR), el contenido de
clorofilas, su fluorescencia y la produccién de biomasa. Dichos rasgos fueron reportados como
sensibles al dep6sito de nitrogeno y de utilidad en el monitoreo (Arréniz-Crespo et al., 2008; Diaz-
Alvarez et al., 2015).

La enzima NR es una proteina que cataliza uno de los primeros pasos en la asimilacion de
nitrogeno (Rothstein et al., 1996; Azcon-Bieto y Talon, 2008). Reduce el grado de oxidacion del
NOs a NO; (Rothstein et al., 1996; Azcon-Bieto y Talon, 2008). La presencia de NO3™ y de luz son
algunos de los factores que controlan su actividad (Hoff et al., 1992; Azcon-Bieto y Taldon, 2008). El
NOs promueve la sintesis de RNA mensajero que codifica para dicha enzima (Hoff et al., 1992;
Mohr et al., 1992; Azcon-Bieto y Talén, 2008). Sin embargo, la actividad de la enzima NR
desciende con la acumulacién de moléculas con nitrogeno reducido en la célula como la glutamina,
el glutamato y el NH,", que inhiben su sintesis (Pearce y Van Der Wal, 2002; Azcén-Bieto y Talon,
2008; Glime, 2017).

Las clorofilas son pigmentos que se encuentran embebidos en las membranas de los
cloroplastos, a su vez, se encuentran asociadas a proteinas en los complejos cosechadores de luz
(LHC) y a los centros de reaccién de los fotosistemas (PS: DeEll y Toivonen, 2011; Taiz et al.,
2014). La presencia de luz y la disponibilidad de precursores de la clorofila, como el acido
aminolevulinico e isopropenoides, son factores que controlan su sintesis (Eckhardt et al., 2004; Taiz
et al., 2014). Diversos estudios han sefialado a las clorofilas como sensibles al depésito de
nitrégeno, ya que al incrementar la concentracion de nitrégeno disponible para las plantas tiene un
efecto fertilizante (Arroniz-Crespo et al., 2008; Diaz-Alvarez et al., 2015; Liu et al., 2018). La
relacion clorofila a/b puede fluctuar bajo condiciones estrés, asi como con el aumento en el
deposito de nitrogeno (Arroniz-Crespo et al., 2008; Lambers et al., 2008; Ashraf y Harris, 2013).

Condicion de estrés que resulta en descensos de la relacién clorofila a/b, que afectan las



proporciones de los fotosistemas (PS) y de los complejos cosechadores de luz (LHC) en los
tilacoides (Lambers et al., 2008).

La fluorescencia de la clorofila a es un indicador de la integridad del fotosistema II y de su
eficiencia cuantica, o bien, de la eficiencia de la conversion de energia luminica a bioquimica
(DeEll y Toivonen, 2011). El parametro de la fluorescencia F,/F,, mide la eficiencia de la
trasferencia del excitén, donde F, es la variabilidad de la fluorescencia del tejido adaptado a
oscuridad, el cual es la diferencia de la fluorescencia maxima (Fy) y la fluorescencia minima (F:
DeEll y Toivonen, 2011; Azcon-Bieto y Talon, 2000). Los descensos de F./Fy,, implican la emisién
de fotones por arriba de 700 nm, debido al estado reducido del primer aceptor de electrones en el
fotosistema II, y con ello de la reduccion de la capacidad fotosintética (DeEll y Toivonen, 2011).
Este parametro ha sido util para identificar efectos de estrés debido al incremento del depdsito de
nitrogeno (Arroniz-Crespo et al., 2008; DeEll y Toivonen, 2011).

En la biomasa se ha observado un efecto fertilizante del depdsito de nitrégeno (Jiang et al.,
2005; Tian et al., 2012; Stevens y Gowing, 2014; Peng et al., 2016; Tulloss y Cadenasso, 2016;
Shen et al., 2019). La produccion de biomasa se incrementa bajo escenarios de deposito de
nitrégeno, uno de los principales efectos del aumento en la disponibilidad de nitrogeno en el
ambiente (Jiang et al., 2005; Tian et al., 2012; Stevens y Gowing, 2014; Peng et al., 2016; Tulloss y
Cadenasso, 2016; Shen et al., 2019). En contraste, la relacion biomasa subterranea:aérea (BS/BA)
se reduce bajo condiciones experimentales de depdsito de nitrogeno (Li et al., 2015; Mao et al.,
2018). Reguladas por la co-limitacion de nutrientes y la capacidad intrinseca de las especies, de
igual manera que la produccién de biomasa (Azcén-Bieto y Talon, 2008; Taiz et al., 2014; Tulloss y

Cadenasso, 2016; Mao et al., 2018).

El objetivo del presente estudio fue analizar las respuestas fisiologicas de malezas ruderales

de la ciudad de Morelia, Michocan bajo escenarios de deposito de nitrogeno simulado, para



identificar potenciales biomonitores. Se hipotetiz6 que la simulacion del deposito de nitrogeno, al
aumentar el contenido de formas asimilables de nitrégeno inorganico, afecta las respuestas
fisiologicas de las malezas ruderales (Cuadro 2.1). a) Se espera que la produccion de biomasa y el
contenido de clorofila se incrementen con la simulacion de escenarios ascendentes de depdsito de
nitrégeno, debido a que el depésito de nitrégeno aporta formas inorganicas de nitrogeno asimilables
por las plantas ejerciendo un efecto fertilizante. b) Con respecto la relacion de la BS/BA, una
reduccion a la asignacién de recursos a la biomasa subterranea debida al aumento en la
disponibilidad de nitrogeno. c) En la actividad de la enzima Nr se encontrara el descenso de su
actividad a medida que aumente la tasa de deposito de nitrogeno, debido al aumento en la
concentracion de compuestos reducidos en el interior de los compartimentos celulares. d) La
relacion clorofila a/b y la F/F,, se veran reducidas, indicando la disminucién de la capacidad
fotosintética bajo escenarios de deposito de nitrogeno que causen estrés en las plantas, en especifico

sobre los escenarios mas altos de deposito de nitrogeno.
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RESUMEN

Antecedentes y objetivos: El nitrogeno reactivo se ha incrementado a la par de las actividades
humanas, afectando la dindmica de los ecosistemas, la estructura y funcién de las comunidades. Su
deposito se considera una de las principales amenazas a la biodiversidad y contribuye a la
contaminacion atmosférica. Se evalud el efecto del dep6sito de nitrogeno en la fisiologia de malezas

de la ciudad de Morelia para identificar potenciales biomonitores de depdsito de nitrégeno.

Métodos: En once especies de malezas se cuantificé y comparé la sobrevivencia, la produccién de
biomasa, la actividad de la enzima nitrato reductasa, el contenido de clorofilas y la fluorescencia,

bajo las tasas de depoésito de nitrogeno de 10, 20, 40 y 80 kgN haafio™.

Resultados clave: La sobrevivencia fue baja para Amaranthus hybridus, Melinis repens,
Pennisetum cialiare y Sporobulus indicus, y fue afectada por el depdsito de nitrdgeno en nueve de
11 especies, a excepcion de Bidens pilosa y Chloris gayana. En Melinis repens y Taraxacum
officinale la sobrevivencia fue maxima en 80 kgN ha"afio”, mientras que Pennisetum ciliare mostro
curvas menos abruptas de mortandad en 10 kgN ha'afio™. La biomasa total increment6 en Bidens
pilosa, Chloris gayana, Lepidium virginicum y Pennisetum setaceum, al igual que el contenido de
clorofilas en Bidens pilosa, Chloris gayana y Lepidium virginicum. El aumento del deposito de
nitrégeno redujo la relacion biomasa subterranea/aérea en Bidens pilosa y Chloris gayana, asi como
la eficiencia fotosintética en Chloris gayana, Lepidium virginicum y Chloris pycnothrix. La
actividad de la enzima nitrato reductasa solo se afecté en Lepidium virginicum, Chloris gayana y

Taraxacum officinale.

Conclusiones: Bidens pilosa, Chloris gayana y Lepidium virginicum fueron especies con mas

variables sensibles al deposito de nitrogeno, las cuales podrian ser titiles en el biomonitoreo.

Palabras clave: biomonitores, biomasa, clorofilas, fluorescencia, nitrato reductasa
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ABSTRACT

Background and Aims: Reactive nitrogen has increased with human activities, affecting the
dynamics of ecosystems, the structure and function of communities. Its deposition represents the
third threat to biodiversity, moreover it contributes to air pollution, who represents the main
environmental cause of death. We evaluate the effect of nitrogen deposition on physiology of weeds
of the Morelia City to identify potential nitrogen deposition biomonitors.

Methods: In eleven weed species, survival, biomass production, nitrate reductase activity,
chlorophyll content and fluorescence were quantified and compared under nitrogen deposition rates
of 10, 20, 40 and 80 kgN ha'year™.

Key results: Survival was low in Amaranthus hybridus, Melinis repens, Pennisetum ciliare and
Sporobulus indicus, and it was affected by nitrogen deposition in nine of 11 weeds, with the
exception of Bidens pilosa and Chloris gayana. In Melinis repens and Taraxacum officinale the
survival was maximum in 80 kgN ha™year”, while Pennisetum ciliare showed less abrupt mortality
curves in 10 kgN ha'year™. Total biomass increased with the nitrogen deposition in Bidens pilosa,
Chloris gayana, Lepidium virginicum and Pennisetum setaceum, as chlorophyll content in Bidens
pilosa, Chloris gayana and Lepidium virginicum. The underground/aerial biomass ratio was reduced
in Bidens pilosa and Chloris gayana, as well as photosynthetic efficiency in Chloris gayana,
Lepidium virginicum and Chloris pycnothrix. Nitrate reductase activity was only affected in
Lepidium virginicumm, Chloris gayana and Taraxacum officinale.

Conclusions: Bidens pilosa, Chloris gayana and Lepidium virginicum were species with more
sensitive variables to the nitrogen deposition, that could be useful in the biomonitoring of the

nitrogen deposition.

Key words: biomonitors, biomass, chlorophylls, fluorescence, nitrate reductase
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2.1. INTRODUCCION

La disponibilidad de nitr6geno reactivo (Nr) ha aumentado a la par de actividades humanas como el
uso de combustibles fosiles y fertilizantes nitrogenados (Galloway et al., 2003, 2004). De 1860 a
1990, la produccién de Nr aumenté de 33 Tg N afio™ a 156 Tg N afio™ y se espera que esta cantidad
se duplique para el afio 2050 (Galloway et al., 2004). Las alteraciones al ciclo del nitr6geno son
tales que representa uno de los principales factores de cambio global y una de las principales

amenazas a la biodiversidad (Wilcove et al., 1998; Sala et al., 2000; Rockstrém et al., 2009).

Debido a que los organismos han evolucionado en entornos de baja disponibilidad de
nitrogeno (Lee y Caporn, 1998), la adicion ha llevado al desplazamiento de especies nativas por
especies con altas tasas de crecimiento, con mayor habilidad competitiva y con la capacidad de
tolerar condiciones de toxicidad (Bobbink et al., 1998, 2010; Stevens et al., 2004; Farrer et al.,
2013). Ademas, el depdsito de formas reactivas de nitrégeno también se relaciona con problemas de
eutrofizacion, acidez y lixiviacion de cationes, principalmente (DeHayes et al., 1999; Kronzucker
et al., 2001; Britto y Kronzucker, 2002; Galloway et al., 2003; Conklin, 2005; Gruber y Galloway,
2008; Bobbink et al., 2010; Persson et al., 2010; Tian et al., 2016). Sin embargo, el deposito de
nitrégeno no solo esta asociado a problemas en los ecosistemas, también trae efectos adversos a la
salud humana, como la intoxicaciéon por contenidos de NOs” y NO; en el agua de consumo, que
afecta etapas tempranas del desarrollo humano (Carpenter et al., 1998; WHO, 2003). Las formas
reactivas del nitr6geno contribuyen también a la contaminacion atmosférica, la cual representa la

principal causa ambiental de muerte (Landrigan et al., 2018; Yeo et al., 2019).

En México las ciudades con mas de medio millon de habitantes deben implementar sistemas
de monitoreo atmosférico (SEMARNAT, 2012). Sin embargo, s6lo Guadalajara, la Ciudad de

Meéxico y Monterrey cumplen cabalmente con dicha normatividad debido al alto costo de su
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instalacion y mantenimiento (SINAICA, 2019). Por ejemplo, la ciudad de Morelia, que supera el
medio millén de habitantes, posee tres estaciones de monitoreo atmosférico pero estas funcionan de
manera intermitente. Por ello, se ha propuesto el uso de biomonitores de depoésito de nitrogeno
atmosférico como una alternativa al alto costo de los sistemas de monitoreo atmosférico (Arroniz-
Crespo et al., 2012; Diaz-Alvarez et al., 2018). Diversos estudios han calibrado especies de plantas
vasculares y no vasculares para caracterizar las tasas de deposito de nitrogeno con rasgos
fisiolégicos, en las cuales, las repuestas al exceso de nitrégeno pueden proveer una aproximacion a
la tasa de deposito de nitrogeno (Sutton et al., 2004; Arroniz-Crespo et al., 2008; Diaz-Alvarez y de

la Barrera, 2017; Diaz-Alvarez et al., 2019, 2020).

A través de un experimento de dosis-respuesta en el invernadero, el presente estudio
determino el efecto del depdsito de nitrogeno en rasgos fisiol6gicos para identificar biomonitores
potenciales de deposito de nitrogeno. Se usaron malezas ruderales debido a que se establecen en las
cercanias al desarrollo de actividades humanas y son especies comunes en la ciudad de Morelia. Se
cuantifico la actividad de la enzima nitrato reductasa, que cataliza uno de los primeros pasos en la
asimilacion del nitrogeno (Azcon-Bieto y Talon, 2008; Rothstein et al., 1996; Tegeder y Masclaux-
Daubresse, 2018). La fluorescencia de clorofila y la relacién clorofila a/b fueron indicadores de la
capacidad fotosintética (Azcon-Bieto y Talon, 2008; Arroniz-Crespo et al., 2008; DeEll y Toivonen,
2011). El contenido de clorofilas y la biomasa, indicadores del efecto fertilizante debido al aumento
en la tasa de deposito de nitrogeno (Baron et al., 2000; Arroniz-Crespo et al., 2008; Taiz et al.,

2014).
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2.2. MATERIAL Y METODOS

Durante los meses de octubre de 2017 y 2018 se colectaron semillas de 11 especies de
malezas comunes en la ciudad de Morelia, Michoacan, México (Cuadro 2.1). Las semillas
contenidas en sobres de papel manila (8.8 x 16.4 cm) fueron almacenadas en oscuridad (23 °Cy

42% de humedad relativa) hasta su uso en febrero 2019.

El experimento consistié de cuatro tratamientos que simularon el depdsito de nitrégeno
atmosférico con tasa de 10, 20, 40 y 80 Kg N ha™ afio™’. Cada tratamiento consisti6 de seis réplicas
(n=6) por especie aleatoriamente distribuidas en una mesa de invernadero de 15 x 1.5 m. Las
semillas de malezas se germinaron en macetas plastico (1.3 litros) con sustrato de agrolita. Para las
especies dicotileddneas se colocaron cinco semillas en cada maceta y para las especies de Poaceae
se colocaron tres semillas en cada maceta. Cuando germinaron, después de siete dias se dejo una
plantula por maceta. Debido a que se harian muestreos destructivos para determinar la biomasa, se

inicio el experimento con dos juegos de seis réplicas por tratamiento para cada especie.

Cuadro 2.1. Especies de estudio, categorias taxonomicas y origen (Rzedowski et. al., 2005).

Familia Clase Origen
Amaranthus hybridus L. Amaranthaceae Magnoliopsida Nativo
Bidens pilosa L. Asteraceae Magnoliopsida Nativo
Chloris gayana Kunth Poaceae Liliopsida Exético
Chloris pycnothrix Trin. Poaceae Liliopsida Exético
Chloris virgata Sw. Poaceae Liliopsida Exético
Lepidium virginicum L. Brassicaceae Magnoliopsida Nativo
Melinis repens (Willd.) Zizka Poaceae Liliopsida Exotico
Pennisetum ciliare (L.) Link Poaceae Liliopsida Exético
Pennisetum setaceum (Forssk.) Chiov. Poaceae Liliopsida Exético
Sporobolus indicus (L.) R. Br. Poaceae Liliopsida Nativo
Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg. Asteraceae Magnoliopsida Exético
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2.2.1. Escenarios de depdsito de nitrogeno

Con soluciones de NH4NOj; se simularon escenarios de depo6sito de nitrogeno hiimedo de 10,
20, 40 y 80 Kg N haafio™. Los escenarios fueron elegidos a partir de la estimacién de deposito de
nitr6geno minima para el drea geografica de Michoacan (10 Kg N ha™ afio™), sobre la cual se
establecieron los escenarios en escala logaritmica (Arréniz-Crespo et al., 2012). El valor maximo de
deposito de nitrogeno fue cercano a la estimacién para la Ciudad de México, una de las ciudades
mas contaminadas de México (SINAICA, 2019). Estos escenarios fueron simulados durante cuatro
meses, periodo de la temporada de lluvias del sitio de estudio (Templado sub-humedo de lluvias de

verano C(w), INEGI 2017).

Se calcul6 la cantidad de nitrogeno que se deposita durante la temporada de lluvias para el
area de cada maceta y las soluciones fueron agregadas diariamente en dosis de 140 ml de agua
durante cuatro meses del experimento. Los requerimientos de micronutrientes y macronutrientes se

agregaron semanalmente con solucion de Hoagland 0.1 carente de nitrogeno.

2.2.2. Actividad de la enzima nitrato reductasa (NR)

La actividad de la enzima nitrato reductasa se cuantificé con el método utilizado por Diaz-
Alvarez et al. (2019). Tejido foliar de la parte media de cada planta se colocé en 5 ml de KNO;3
mM en oscuridad durante 12 horas, periodo de induccion. Se infiltré en vacio (58 cmHg) 3 minutos
con 5 ml de buffer (50 mM KH,PO,, 100 mM KNOs, 100 mM acetato de potasio y 1.5% v:v
propanol-1-ol, pH=7.5) y fueron colocados en bafio oscuro a 30° C por 30 minutos. La produccién
de nitrito (NO") se cuantificé removiendo 1 ml de solucién del buffer y agregandolo a 1 ml de
acido sulfanilico al 1% (w:v) en 1 ml de 1.5 M HCl y 1 ml de n-(1- naptil etileno diamina -HCI) al
0.02% (w:v). Las muestras se mantuvieron en condiciones de oscuridad durante 40 minutos antes
de medir la absorbancia a 540 nm en un espectrofotometro Genesis 20 (Thermo Fisher Scientific

Inc., Madison, Wisconsin). Las muestras de tejido fueron secadas al final durante 48 horas a 45° C
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y pesadas. La curva estandar fue construida con NaNO, (y = 71.0199 x + 1.1344, R*=0.9984, p =
2.167e-08) y la actividad nitrato reductasa se expres6 como micro moles de NO, producidos por

minuto por gramo de peso seco (pM NO, g peso seco).
2.2.3. Contenido y fluorescencia de clorofilas

La florescencia (F,/F) fue medida con un fluorémetro FuorPen FP 100 (Photon Systems
Instruments, Drasov, Czech Republic) en plantas aclimatadas a oscuridad durante 20 minutos
(DeEll y Toivonen, 2011). Para cada especie se midio una hoja de la parte media de cada planta
previamente cubierta. El contenido de clorofilas se determin6 con el método de Lichtenthaler para
acetona al 80% (Lichtenthaler, 1987). Se tomd una muestra de tejido vegetal (generalmente discos
de 0.283 cm?) de una hoja de la parte media de cada planta. La muestra se pulverizé en un mortero
con nitrégeno liquido, posterior se agregd 3 ml de acetona. Los extractos se aforaron a 5 ml con
acetona y se centrifugaron durante 2.5 minutos a 4200 rpm. La absorbancia fue medida a 663 y 646
nm con un espectrofotometro Genesis 20. La clorofila se reporté6 como miligramos de clorofila por

metro cuadrado (mg m?)
2.2.4. Biomasa

Se cosecho al final del experimento la biomasa aérea y subterranea. Para extraer la biomasa
subterranea, esta se enjuag6 con jabon y agua abundante. El material biol6gico se sec6 en una
estufa a 45°C hasta peso seco constante. Se peso la biomasa aérea y la biomasa subterranea, y se

obtuvo la biomasa total y la relacién biomasa subterranea y aérea (BS/BA).
2.2.5. Analisis estadisticos

Debido a la baja sobrevivencia en las especies de estudio, se calcularon los porcentajes de

sobrevivencia (n=6) bajo cada escenario de deposito de nitrogeno para cada especie. Se compararon
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las curvas de sobrevivencia con la prueba Friedman de medidas repetidas y pruebas post hoc de
Tukey (p < 0.05). Para cada especie y cada rasgo fisiol6gico se realizaron pruebas de varianza
ANOVA 'y T de Student (p < 0.05). Cuando no se cumplieron las condiciones de normalidad y
homogeneidad de varianza se realizaron pruebas de Kruskal-Wallis (p < 0.05). Las pruebas post hoc
usadas para contrastar tratamientos fueron Tukey y Dunn. Los datos se presentan como promedio +
error estandar. Todos los analisis se llevaron a cabo el programa SigmaStat 3.5 (Systat Software

Inc., San Jose, California).

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Sobrevivencia

Todos los individuos de Pennisetum ciliare (L.) Link murieron, mientras que Amaranthus
hybridus L. y Sporobulus indicus (L.) R. Br. presentaron mortandad en porcentajes superiores al
88%. En cambio, Bidens pilosa L. y Chloris gayana Kunth fueron las especies de mayor
sobrevivencia con porcentajes superiores al 96%. Pennisetum setaceum (Forssk.) Chiov. alcanzé
porcentajes entre 50% y 76%, y Lepidium virginicum L. entre 39% y 80%. En Chloris pycnothrix
Trin. los porcentajes de sobrevivencia se encontraron entre el 6% y 39%, en Chloris virgata Sw.
entre el 23% y 44%, en Melinis repens (Willd.) Zizka entre el 6% y 33% y entre el 28% y 78% en
Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg.

El anélisis de Friedman de medidas repetidas indicé que en nueve de las once especies de
malezas el depdsito simulado de nitrogeno tuvo efectos en la sobrevivencia. En M. repens (Fig.
2.1D; p < 0.001) bajo 10 Kg N ha™ afio™ perecieron mds rapido las plantulas y en C. pycnothrix
(Fig. 2.1E; p < 0.001) ocurri6 la menor sobrevivencia de plantulas (6%). En P. ciliare (Fig. 2.1F; p
< 0.001) los tratamientos de 10 y 20 Kg N ha™ afio™ tuvieron las curvas menos abruptas en
mortandad. En T. officinale (Fig. 2.1K; p < 0.001) y C. virgata (Fig. 2.1G; p < 0.001) la curva

menos abrupta se encontrd en 80 Kg N ha™ afio™. En P. setaceum (Fig. 2.1J; p < 0.001) bajo 80 Kg
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N ha™ afio™ fue donde se encontré mayor mortandad.

En L. virginicum (Fig 2.11; p < 0.001) los tratamientos de deposito de nitrogeno intermedios
(20 y 40 Kg N haafio™) tuvieron la mayor sobrevivencia. En S. indicus (Fig 2.1H; p < 0.001)
ocurrio lo contrario, el tratamiento que tuvo la tasa mas abrupta de mortandad fue en 20 Kg N ha™
afio™y en A. hybridus (Fig 2.1B; p < 0.001) ocurri6 en la tasa de 10 y 40 Kg N ha™ afio™. Solo C.
gayana (Fig 2.1C; p < 0.001) y B. pilosa (Fig 2.1A; p = 0.029) no vieron afectada la sobrevivencia

por el deposito de nitrégeno, la mayoria de sus plantulas sobrevivieron bajo todos los tratamientos.

2.3.2. Fisiologia y Biomasa

El anélisis de aspectos fisioldgicos y la biomasa se llevé a cabo en siete malezas, de las
cuales solo a cuatro les sobrevivieron todos sus tratamientos (Bidens pilosa, Chloris gayana,
Lepidium virginicum y Pennisetum setaceum). En tres especies se perdi6 al menos uno de sus

tratamientos (Taraxacum officinale, Chloris virgata y Chloris pycnothrix).

2.3.3. Biomasa

La biomasa de Taraxacum officinale (Fig 2.2M; p = 0.748), Chloris virgata (Fig 2.2C; p =
0.086) y Chloris pycnothrix (Fig 2.2E; p = 0.628) no fue afectada por los escenarios de deposito de
nitrégeno simulados. Para dichas especies la biomasa se encontré en 0.356 + 0.133, 0.219 + 0.085 y

0.015 £ 0.008 gramos de peso seco, respectivamente.

El deposito de nitrogeno afect6 la biomasa en Bidens pilosa, Chloris gayana, Lepidium
virginicum y Pennisetum setaceum. La biomasa de L. virginicum (Fig 2.2I; p = 0.014) y P. setaceum
(Fig 2.2K; p = 0.012) mostro diferencias estadisticas entre los tratamientos extremos de depésito de
nitrogeno (10 y 80 Kg N ha™ afio™"), pero no fueron diferentes a 20 y 40 Kg N ha™ afio". La maxima
produccion de biomasa en estas especies se dio en 80 Kg N ha™ afio™ y la minima bajo 10 Kg N ha™
afo™. En L. virginicum el maximo valor de biomasa fue de 0.918 + 0.354 g y el valor minimo de

0.065 + 0.003 g peso seco. Pennisetum setaceum alcanzé 1.210 + 0.339 g peso seco en 80 Kg N ha™
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afio™ y la minima produccion de 0.195 + 0. 013 g peso seco en 10 Kg N ha™ afio™.

En B. pilosa (Fig. 2.2A; p < 0.001), la mayor acumulacién de biomasa se encontré en los
tratamientos de 40 y 80 Kg N ha'afio™ (1.099 + 0.096 g peso seco), y en 10 Kg N ha™ afio™ la menor
produccion de biomasa (0.232 + 0.036 g peso seco). En C. gayana (Fig. 2.2C; p <0.001 ) la
maxima acumulacién fue bajo 80 Kg N ha™ afio™ (1.557 + 0.238 g peso seco) y en 10 Kg N ha™ afio”
! la minima (0.255 + 0.030 g peso seco).

La relacién biomasa subterranea:biomasa aérea (BS/BA) también fue afectada por el
deposito de nitrogeno en B. pilosa (Fig. 2.2B; p < 0.001) y C. gayana (Fig. 2.2D; p < 0.001). En
dichas especies la relacion BS/BA disminuy6 en los tratamientos mas altos de depdsito de
nitrogeno, de 0.611 £+ 0.052 a 0.211 £ 0.013 y 0.886 + 0.057 a 0.454 + 0.013, respectivamente. En
C. pycnothrix (Fig. 2.2F; p = 0.328), C. virgata (Fig. 2.2H; p = 0.066), L. virginicum (Fig. 2.2J; p =
0.157), P. setaceum (Fig. 2.2L; p = 0.075) y T. officinale (Fig. 2.2N; p = 0.038) se mantuvo la
relaciéon BS/BA constante. Aunque T. officinale mostré una p < 0.05, la prueba post-hoc no indic6
diferencias significativas entre sus tratamientos. En orden ascendente la relacion BS/BA en C.
virgata se encontr6 en 0.274 + 0.040, en 0.391 £ 0.260 C. pycnothrix, en 0.719 + 0.063 P. setaceum,

en 0.742 £ 0.103 en L.virginicum y en 1.126 + 0.138 en T. officinale.
2.3.4. Actividad de la enzima nitrato reductasa (NR)

La actividad de la enzima NR fue afectada por el depdsito de nitrogeno en Chloris gayana
(Fig. 2.3B; p = 0.001), Lepidium virginicum (Fig. 2.3E; p = 0.017) y Taraxacum officinale (Fig.
2.3G; p = 0.035). En C. gayana y T. officinale la actividad de la enzima NR disminuyé con el
aumento en la tasa de depdsito de nitrogeno. En C. gayana las diferencias se dieron entre 10 Kg N
ha™ afio” y los tratamientos de 40 y 80 Kg N ha™ afio™. La mayor actividad de la enzima NR fue de
0.173 + 0.029 pMol NO, min™ g bajo 10 Kg N ha™ afio™, y disminuy6 a 0.082 + 0.009 uMol NO;

min™ g bajo 40 y 80 Kg N ha™ afio™. En T. officinale la actividad de la enzima NR fue diferente
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entre tratamientos extremos de depésito de nitrogeno (10 y 80 Kg N ha'afio™) pero no con
tratamientos continuos (20 y 40 Kg N ha™ afio™"). La mayor actividad de la enzima NR ocurrié bajo
10 Kg N ha" afio™ (0.243 + 0.009 pMol NO, min" g peso seco) y descendié a 0.103 + 0.023 puMol
NO,min" g" peso seco en el tratamiento de 80 Kg N ha™ afio™. En L. virginicum la maxima
actividad NR se dio en 40 Kg N ha™ afio™ (0.227 + 0.043 pMol NO, min™ g™ peso seco) y la minima

en 80 Kg N haafio” (0.093 + 0.031 pMol NO, min™ g peso seco).

En las especies Bidens pilosa (Fig. 2.3A; p = 0.153), Chloris pycnothrix (Fig. 2.3C; p =
0.732), Chloris virgata (Fig. 2.3D; p = 0.186) y Pennisetum setaceum (Fig. 2.3F; p = 0.402) el
deposito de nitrogeno no afecté la actividad de la enzima NR. Esta se mantuvo constante en pMol
NO, min" g" peso seco de 0.134 + 0.019 en B. pilosa, 0.146 + 0.040 en C. pycnothrix, 0.127 + 0.018

en C. virgata 'y 0.103 £ 0.011 en P. setaceum.
2.3.5. Contenido y fluorescencia de clorofilas

En Bidens pilosa, Chloris gayana y Lepidium virginicum los escenarios de depdsito de
nitrégeno, entre 10 y 80 Kg N ha™ afio™, afectaron los contenidos de clorofilas. En dichas especies,
las clorofilas a y b incrementaron hacia los tratamientos mas altos de depdsito de nitrégeno lo que
llevé al aumento de la clorofila total.

En B. pilosa el contenido de clorofila total (Fig. 4A; p = 0.006) increment6 de 165.780 +
5.793 mg m? bajo 10 Kg N ha' afio™ a 248.013 + 19.139 mg m™ en 40 y 80 Kg N ha™ afio™". Bajo
los mismos escenarios de depdsito de nitrégeno que la clorofila total, la clorofila a (Fig. 4A; p =
0.003) increment6 de 119.708 + 5.415 a 179.463 + 13.251 mg m™. La clorofila b (Fig. 4A; p =
0.022) mostré diferencias significativas entre los tratamientos de 10 y 80 Kg N ha™ afio™, pero no
con los tratamientos intermedios de 20 y 40 Kg N ha™ afio™. El valor minimo de clorofila b fue de
46.072 + 1.596 mg m™y el valor maximo de 71.331 + 7.812 mg m™.

En C. gayana, bajo los tratamientos de 10, 20 y 40 Kg N ha™ afio™ la clorofila a (Fig. 4D; p
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<0.001), b (Fig. 4D; p < 0.001) y total (Fig. 4D; p < 0.001) fueron estadisticamente iguales y se
incrementaron en el tratamiento de 80 Kg N ha™ afio™. El valor minimo de clorofila total fue de
134.723 + 10.870 mg m™ y en 80 Kg N ha™ afio™ se alcanz6 la mayor concentracion (215.797 +
17.298 mg m™). De igual manera, la clorofila a increment6 de 99.792 + 8.156 mg m™> a 152.518 +
11.595 mg m™, y la clorofila b de 34.931 + 2.790 mg m™ a 63.288 + 5.888 mg m™.

En L. virginicum (Fig. 4M; p = 0.015), bajo 10 Kg N ha™ afio se encontr la concentracién
mas baja de clorofilas totales (266.07 + 21.11 mg m™) y el valor maximo en 80 Kg N ha™ afio™
(362.475 + 13.194 mg m™). En esta especie, los tratamientos extremos de 10 y 80 Kg N ha™ afio™
fueron distintos estadisticamente pero no con los tratamientos intermedios de 20 y 40 Kg N ha™ afio®
!. De igual manera, la clorofila a (Fig. 4M; p = 0.035) increment6 de 198.841 + 16.478 mg m™a
264.337 + 10.361 mg m™. La clorofila b (Fig. 4M; p = 0.004) increment6 de 67.237 + 4.827 mg m™
bajo 10 Kg N ha™ afio™ a 100.279 + 6.130 mg m™bajo los tratamientos de 40 y 80 Kg N ha™ afio,

que fueron iguales estadisticamente.

En Chloris pycnothrix, Chloris virgata, Pennisetum setaceum y Taraxacum officinale no
hubo efecto del dep6sito de nitrégeno sobre el contenido de clorofilas. En P. setaceum la clorofila a
(Fig. 4P; p = 0.206) se encontr6 en 202.716 + 15.460 mg m™, la clorofila b (Fig. 4P; p = 0.707) en
62.486 + 4.76 mg m~, y la clorofila total (Fig. 4P; p = 0.285) en 265.205 + 19.944 mg m™ En C.
virgata la clorofila a (Fig. 4J; p = 0.699) fue de 137.208 + 18.616 mg m™, la clorofila b (Fig. 4J; p =
0.746) en 54.439 + 8.058 mg m™, y la clorofila total (Fig. 4J; p = 0.700) en 191.960 + 25.776 mg m"
> En C. pycnothrix la clorofila a (Fig. 4G; p = 0.578) fue de 122.972 + 22.786 mg m™, la clorofila b
(Fig. 4G; p = 0.550) en 53.460 + 8.803 mg m™, y la clorofila total (Fig. 4G; p = 0.611) en 176.432
+ 30.616 mg m™ En T. officinale la clorofila a (Fig. 4S; p = 0.346) se encontr6 en 99.143 + 8.366
mg m?, la clorofila b (Fig. 4S; p = 0.353) en 41.371 + 4.936 mg m™, y la clorofila total (Fig. 4S; p

= 0.364) en 140.514 + 13.044 mg m2.
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La relacion clorofila a/b fue afectada por el deposito de nitrogeno en Chloris gayana (Fig
2.4E; p <0.001) y Lepidium virginicum (Fig 2.4N; p = 0.028). En C. gayana, la relacién descendio
en el tratamiento de 80 Kg N ha™ afio™ a 2.434 + 0.073, mientras que los tratamientos de 10, 20 y 40
Kg N ha™ afio™ fueron estadisticamente iguales y mostraron una relacién mayor de clorofila a/b
(2.857 + 0.069). En L. virginicum ocurrié un descenso de la relacion clorofila a/b bajo 40 Kg N ha™

afio™ (2.390 + 0.107) y el valor méaximo en 10 Kg N ha™afio™ (2.952 + 0.086).

En B. pilosa (Fig 2.4B; p = 0.070), C. pycnothrix (Fig 2.4H; p = 0.222), C. virgata (Fig
2.4K; p = 0.914), P. setaceum (Fig 2.4Q; p = 0.309) y T. officinale (Fig 2.4T; p = 0.192) el deposito
de nitrogeno no afecto la relacion de las clorofilas. La relacion clorofila asb se situd en 3.249 +
0.103 para P. setaceum, en 2.602 + 0.103 en B. pilosa, en 2.570 £ 0.277 en C. virgata, en 2.439 +

0.164 en T. officinale y C. pycnothrix con 2.367 + 0.254.

La eficiencia cuantica en la transferencia de electrones (F./F,,) fue afectada por la
simulacion del deposito de nitrogeno en C. pycnothrix (Fig 2.41; p = 0.020). La F,/F,, disminuy6 en
el tratamiento mas alto de deposito de nitrégeno (80 Kg N ha™ afio™) a 0.380 + 0.018. La mayor
eficiencia en la conversién de energia luminica se alcanzé en el tratamiento de 40 Kg N ha™ afio™

(Fv/Fr 0.646 + 0.045), dicho tratamiento no difirié de 20 Kg N ha™ afio™.

En B. pilosa (Fig 2.4C; p = 0.043), C. gayana (Fig 2.4F; p = 0.513), C. virgata (Fig 2.4L; p
= 0.706), L. virginicum (Fig 2.40; p = 0.183), P. setaceum (Fig 2.4R; p = 0.562) y T. officinale (Fig
2.4U; p = 0.877) el depdsito de nitr6geno no afecto la eficiencia en la conversiéon de energia
luminica (F,/Fn). En orden decreciente, la F,/Fy, se situ6 en 0.719 + 0.020 en L. virginicum, 0.702 +
0.019 en P. setaceum, en 0.698 + 0.021 en C. gayana, en 0.618 + 0.029 en B. pilosa, en 0.600 +

0.064 en C. virgata y en 0.586 + 0.033 en T. officinale.
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2.4. DISCUSION

2.4.1. Sobrevivencia

La sobrevivencia de las especies estudiadas no dependi6 de su origen, es decir, las especies
exoticas no necesariamente sobrevivieron mas que las nativas al dep6sito de nitrogeno simulado.
Bidens pilosa y Chloris gayana no respondieron a los tratamientos, independientemente de la dosis,
lo cual también ha sido observado en distintas especies como el pasto Deschampsia flexuosa (L.)
Trin., el arbusto Calluna vulgaris (L.) Hull y los arboles Fraxinus americana L., Malus coronaria
L., Rhus typhina L. y Schima superba Gardner & Champ. (Van Den Berg et al., 2005; McWhirter y
Henry, 2014; Han et al., 2019). Por su parte, la sobrevivencia de Pennisetum ciliare mostro
sensibilidad al deposito de nitrogeno. Dicho aumento de la mortalidad a mayores tasas de depdsito
de nitrogeno también ha sido documentado para Succisa pratensis L., Antennaria dioica L., Pinus
massoniana D. Don, Pouteria torta (Mart.) Radlk. y 39 especies arbdreas (Van Den Berg et al.,
2005; Carate-Tandalla et al., 2015; Horn et al., 2018; Han et al., 2019). En estos casos, una
consecuencia del aumento de la mortandad de las especies mas sensibles bajo tasas mayores de
deposito de nitrogeno podria ser una disminucion en la distribucion y abundancia (Gotelli y Ellison,
2002; Horn et al., 2018). En contraste, la sobrevivencia de Chloris pycnothrix y Taraxacum
officinale aument6 con las dosis de nitrégeno, lo cual ha sido observado en Elaeagnus umbellata
Thunb., Erodium oxyrhinchum M. Bieb. y Robinia pseudocacia L. (McWhirter y Henry, 2014; Horn

et al., 2018; Chen et al., 2019a).

La baja sobrevivencia de las especies consideradas en este estudio podria deberse a sus
preferencias de habitat. Por ejemplo, se ha observado que Melinis repens y Taraxacum officinale se
establecen mejor en ambientes urbanos cuyo suelo presenta gran cantidad de hojarasca y bajo

plantas nodriza (Cavieres et al., 2005; David y Menges, 2011). Por otro lado, podria deberse
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simplemente a que la alta produccién de propagulos con bajo costo de recursos se relaciona a una

consecuente baja sobrevivencia (Ricklefs, 2009).

En este caso, la germinacion y establecimiento son la etapa mas vulnerable de las especies
(de la Barrera et al., 2009). Por ejemplo, el mismo Pennisetum ciliare cuya sobrevivencia fue nula
en este estudio, es insensible a la fertilizacién con urea de 50 Kg N ha™ afio™ una vez que se ha

logrado establecer (Lyons et al., 2013).

2.4.2. Biomasa

Un aumento del deposito de nitrogeno tuvo un efecto fertilizante en Bidens pilosa, Chloris
gayana, Lepidium virginicum y Pennisetum setaceum, ya que incremento la cantidad de biomasa a
mayor concentracion experimental de nitrégeno. Este efecto de fertilizacion también ha sido
observado en especies como en Agropyron cristatum (L.) Gaertn., Centaurea stoebe L., Prunella
vulgaris L., Anthoxanthum odoratum L., Plantago lanceolata L., Medicago lupulina L., Trifolium
repens L., Lolium perenne L., Poa annua L., Avena fatua L., Hordeum murinum L. y Stipa pulchra
Hitchc. (Jiang et al., 2005; Tian et al., 2012; Stevens y Gowing, 2014; Peng et al., 2016; Tulloss y
Cadenasso, 2016; Shen et al., 2019). El incremento en la productividad primaria, posterior a la
fertilizacién, suele ser una respuesta a la limitacién de nutrientes como el nitrogeno (Azcén-Bieto y
Talon, 2008; Van der Valk, 2009; Taiz et al., 2014). En estos casos, la produccion de biomasa puede
aumentar linearmente hasta alcanzar la curva de saturacion y/o limitarse debido a las capacidades
intrinsecas de la planta, a efectos de toxicidad, o bien, por la co-limitacién de otros nutrientes
(Azcon-Bieto y Talon, 2008; Taiz et al., 2014; Mao et al., 2018a). Ello probablemente sucedié con
Chloris pycnothrix, C. virgata y Taraxacum officinale, donde la acumulacion de biomasa no
respondio a las dosis de nitrogeno, que también ha sido observado en Schima superba, Eremopyrum

orientale (L.) Jaub. & Spach, Elaeagnus umbellata, Malus coronaria, Fraxinus americana, Rhus
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typhina L., Elymus caput-medusae L., Plantago virginica L. y Amaranthus spinosus L. (Jiang et al.,

2005; McWhirter y Henry, 2014; Tulloss y Cadenasso, 2016; Chen et al., 2019b; Han et al., 2019).

El incremento de la asignacion de recursos a la biomasa subterranea, que incrementa la
relacion BS/BA, se vincula a plantas adaptadas a ambientes pobres de nutrientes, ya que una mayor
superficie radical mejora capacidad de la toma de nutrientes (Litton et al., 2003; Taiz et al., 2014).
En condiciones experimentales de deposito de nitrégeno, que llevan al aumento en la disponibilidad
de nitrogeno, se han observado reducciones en la relacion BS/BA (Li et al., 2015; Mao et al.,
2018a). Observamos este efecto en Bidens pilosa y Chloris gayana del presente estudio y que
también han sido documentado en Nepeta micrantha Bunge, Oriza sativa L. y en plantas del bosque
mas que de pastizales (Li et al., 2015; Chen et al., 2019b; Wang et al., 2019). En el presente estudio,
las especies Chloris virgata, C. pycnothrix, Lepidium virginicum, Taraxacum officinale y
Penniseum setaceum mantuvieron la relacion BS/BA constante. Resultados semejantes han sido
reportados en Eremopyron orientale, Poa annua, Lolium perenne, Prunella vulgaris, Medicago
lupulina, Trifolium repens y Amarathus spinosus (Jiang et al., 2005; Stevens y Gowing, 2014; Chen
et al., 2019b). El nulo efecto del depésito de nitrégeno en el patron de asignacién de recursos entre
la biomasa subterranea y aérea se ha atribuido a que el nitrogeno no sea el unico nutriente limitante
y el mantener la relacion BS/BA constante, o incluso incrementarla, facilite la exploracion del suelo

y permita mantener la capacidad competitiva (Tulloss y Cadenasso, 2016).
2.4.3. Actividad de la enzima nitrato reductasa (NR)

La enzima NR fue afectada por el depoésito de nitrogeno en Chloris gayana y Taraxacum
officinale, en las cuales el aumento de la tasa de depésito de nitrégeno redujo su actividad, como
también se ha visto en Acer saccharum Marshall y las briofitas Braunia secunda (Hook.) Bruch &
Schimp., Leptodontium pungens (Mitt.) Kindb., Racomitrium lanuginosum (Hedw.) Brid. y
Rhytidiadelphus squarrosus (Hedw.) Warnst. (Pearce y Van Der Wal, 2002; Arroniz-Crespo et al.,
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2008; Tang et al., 2012; Diaz-Alvarez et al., 2019). Dicha enzima, en escenarios ascendentes de
deposito de nitrogeno, ha visto reducida su actividad debido al incremento de compuestos
nitrogenados reducidos en los tejidos que inhiben su sintesis y actividad (Downs et al., 1993;
Arréniz-Crespo et al., 2008; Coelho y Romao, 2015; Glime, 2017). En briofitas, el descenso de la
actividad se atribuye a que el NH,4" disponible satisface la demanda de nitr6geno, mientras que en
especies vasculares se ha atribuido a las propiedades intrinsecas de las especies como la tasa de
crecimiento y el estado de desarrollo (Downs et al., 1993; Arroniz-Crespo et al., 2008; Tang et al.,
2012; Glime, 2017). En el caso de las especies que mantuvieron la actividad de la NR constante en
los escenarios de deposito de nitrogeno, Bidens pilosa, Chloris pycnothrix, Chloris virgata y
Pennisetum setaceum, quizas la proporcion de NH,4", que aporté el NH4NO; en los distintos
escenarios de deposito de nitrogeno, mas el NOs reducido fueron suficientes para cubrir la demanda
de nitrogeno manteniendo la actividad de la enzima NR constante. Este nulo efecto del deposito de
nitrogeno, también se ha visto en Acer rubrum L., Ardisia quinquegona Blume, Betula
alleghaniensis Britton, Blastus cochinchinensis Lour., Fagus grandifolia Ehrh., Pinus strobus L., P.
rigida Mill., Tillandsia recurvata L. y en las briofitas Pleurochaete squarrosa (Brid.) Lindb. y
Pseudoscleropodium purum (Hedw.) M. Fleisch. (Downs et al., 1993; Pearce y Van Der Wal, 2002;
Pearce et al., 2003; Arréniz-Crespo et al., 2008; Tang et al., 2012; Ochoa-Hueso y Manrique, 2013;

Liu et al., 2018b; Diaz-Alvarez et al., 2020).
2.4.4. Contenido y fluorescencia de clorofilas

Los escenarios de depdsito de nitrogeno aumentaron el contenido de clorofilas en Bidens
pilosa, Lepidium virginicum y Chloris gayana. Incrementos en la produccion de clorofilas bajo
escenarios de deposito de nitrogeno se han encontrado también en las especies Ardisia
quinquegona, Camellia japonica L., Fraxinus mandshurica Rupr., Lindera aggregata (Sims)

Kosterm., Pleurochaete squarrosa y Populus cathayana Rehder. (Arréniz-Crespo et al., 2008;
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Wang et al., 2012; Yuan et al., 2017; Liu et al., 2018a). Se han atribuido estos incrementos de
clorofila a que la disponibilidad de nitrégeno puede promover el uso de compuestos nitrogenados
para su sintesis (Arréniz-Crespo et al., 2008; Diaz-Alvarez et al., 2015). Como las especies del
presente estudio, que no vieron afectada su concentracion de clorofila por las tasas de deposito de
nitrogeno, Chloris pycnothrix, C. virgata, Pennisetum setaceum y Taraxacum officinale, estudios en
Calamagrostis angustifolia Kom., Quercus acutissima Carruth., Blastus cochinchinensis,
Cryptocarya chinensis (Hance) Hemsl., C. concinna Hance, Randia canthioides Champ. ex Benth.
y Populus deltoides W. Bartram ex Marshall tampoco han mostrado que la concentracion de
clorofila sea un rasgo sensible al depdsito de nitrégeno (Dou et al., 2009; Li et al., 2018; Liu et al.,

2018c; Liu et al., 2018a; Mao et al., 2018b; Xu et al., 2018).

Se observo una reduccion en la relacién de la clorofila a/b bajo tasas de depésito de
nitrégeno en Lepidium virginicum y Chloris gayana, en las cuales ocurri6 un incremento no
proporcional de la concentracién de clorofila b sobre la clorofila a. Esta reduccion de la relacién
clorofila a/b se ha relacionado a mayor asignacién de recursos a los complejos cosechadores de luz
(LHC) que a los centros de reaccion de los fotosistemas (PS), que pueden llevar a descensos en la
capacidad fotosintética, como lo encontrado en Pseudoscleropodium purum y Rhytidiadelphus
squarrosus (Arroniz-Crespo et al., 2008; Lambers et al., 2008; Ochoa-Hueso et al., 2014). A
diferencia de lo reportado en Pseudoscleropodium purum y Rhytidiadelphus squarrosus, donde la
relacion clorofila a/b se relacioné con descensos de la eficiencia cuantica de la trasferencia de
electrones (F,/Fn: Arréniz-Crespo et al., 2008), en este estudio no se observé tal efecto. Ni
Lepidium virginicum ni Chloris gayana mostraron descensos en la F./F, ni en C. pycnothrix que
vio reducida la F,/Fy,, la relacién de la clorofila a/b se encontr6 afectada por la tasa de deposito de
nitrégeno. Descensos de la eficiencia cuantica de la trasferencia de electrones (F./Fn), 0

fotoinhibicién, debido al dep6sito de nitr6geno han sido reportados también en Laelia speciosa
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(Kunth) Schltr., Syntrichia caninervis Mitt. y Pseudoscleropodium purum (Arréniz-Crespo et al.,

2008; Diaz-Alvarez et al., 2015; Zhang et al.,2016).

2.5. CONCLUSION

En el presente estudio se analiz6 el efecto del depésito de nitrégeno simulado en la
fisiologia de malezas ruderales para identificar potenciales biomonitores del dep6sito de nitrogeno.
De las siete malezas que sobrevivieron a los escenarios de deposito de nitrogeno entre 10 y 80 Kg N
ha"afio™, al menos un rasgo fisiolégico fue sensible en seis de ellas, la excepcion fue Chloris
virgata (Cuadro 2.2). La actividad nitrato reductasa fue sensible al depo6sito de nitr6geno en Chloris
gayana, Lepidium virginicum y Taraxacum officinale, mientras que en Bidens pilosa, C. gayana y
L. virginicum fue la concentracion de clorofilas y la biomasa, en este tltimo rasgo también lo fue
Pennisetum setaceum. En la fluorescencia y la relacion de la clorofila a/b, rasgos relacionados al
estrés, solo C. gayana, Chloris pycnothrix y L. virginicum fueron afectadas por el depdsito de
nitrégeno. Estas especies sensibles al deposito de nitrogeno, podrian ser usadas como biomonitores

de contaminacion de nitrogeno.

Una de las posibles implicaciones ecologicas de que se incremente la tasa de depdsito de
nitrégeno es que las comunidades de malezas se vean afectadas en estructura y composicion. Ya que
la sobrevivencia de las malezas ruderales fue sensible al deposito de nitr6geno y mostraron un
desempefio diferencial. La produccion de biomasa, asi como la capacidad fotosintética y la
sobrevivencia, son rasgos que pueden poner en desventaja por exclusion competitiva, o bien, debido
a los umbrales de tolerancia pueden tener un impacto en la estructura de las comunidades (Gotelli y

Ellison, 2002; Mao et al., 2015; Humbert et al., 2016; Horn et al., 2018).
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Cuadro 2.2. Resumen del efecto de la simulacion del depoésito de nitrogeno en la fisiologia de las
malezas. El signo de menos (-) indica efectos negativos en el rasgo, signo de mas (+) indica efectos
positivos.

Biomasa BS/BA aNR Clorofilas Clorofila a/b F,/Fn
Bidens pilosa L. + - +
Chloris gayana Kunth + - - + -
Chloris pycnothrix Trin. -
Chloris virgata Sw.
Lepidium virginicum L. + + + -
Pennisetum setaceum (Forssk.) Chiov +

Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg. -
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3.1. DISCUSION

Se esperaba que bajo escenarios de deposito de nitr6geno, al aumentar la disponibilidad de formas
asimilables de nitr6geno por las plantas, se vieran afectadas las respuestas fisiologicas de las
malezas ruderales del presente estudio. Las tasas de deposito de nitrogeno utilizadas, entre 10 y 80
Kg N haafio™, efectivamente tuvieron efecto en la fisiologia de seis especies de malezas. Una
excepcion fue Chloris virgata, que no respondi6 a la simulacién de depésito de nitrégeno. Todos los
rasgos fisiol6gicos analizados fueron sensibles a los escenarios de depoésito de nitrogeno: la
actividad de la enzima nitrato reductasa, la produccién de biomasa, la relacion BS/BA, la

fluorescencia de clorofilas, su contenido y la relacién clorofila a’b (Cuadro 2.2).

Del experimento con once especies de malezas, cuatro tuvieron una sobrevivencia por
debajo del 33%, tres de ellas perdieron al menos uno de sus tratamientos y solo cuatro lograron
sobrevivir por arriba del 33% en todos los tratamientos. Las especies de mayor sobrevivencia
fueron Bidens pilosa, Chloris gayana, Lepidium virginicum y Pennisetum setaceum, mientras que
las de menor sobrevivencia fueron Pennisetum ciliare, Amaranthus hybridus, Melinis repens y
Sporobolus indicus. Especies cuya baja sobrevivencia se relacion6 principalmente a las preferencias

de habitat.

El efecto del deposito de nitrogeno en la sobrevivencia se observo en nueve de las once
especies de malezas: A. hybridus, Chloris pycnothix, Chloris virgata, M. repens, L. virginicum, P.
ciliare, P. setaceum, S. indicus y T. officinale. Por su parte, B. pilosa y C. gayana no fueron
sensibles, alcanzando maximos de sobrevivencia en todos los tratamientos. Taraxacum officinale
vio mayores porcentajes de sobrevivencia en la tasa mas alta de depdsito de nitrégeno y en P. ciliare

en tasas superiores a los 10 Kg de N haafio™ se encontraron las curvas mds abruptas en mortandad.
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La biomasa fue sensible en B. pilosa, C. gayana, L. virginicum y P. setaceum, en las cuales
se observoé un efecto fertilizante al incrementar la cantidad de biomasa a mayor concentracion
experimental de nitrégeno. En B. pilosa 'y C. gayana, el depo6sito de nitrogeno tuvo efecto en el
patron de asignacion de recursos. Descendio la relacion BS/BA con el aumento en la tasa de
depésito de nitrégeno. Estas respuestas de la produccion de biomasa y la asignacion a la biomasa
subterranea y aérea son consistentes con estudios realizados bajo escenarios de deposito de
nitrogeno. Donde se incrementd la produccién de biomasa debido al efecto fertilizante y ocurrié una
reduccion de la relaciéon BS/BA con el aumento en la disponibilidad de nitrogeno (Li et al., 2015;

Mao et al., 2018).

En C. gayana, T. officinale y L. virginicum, la actividad de la enzima NR fue afectada por el
deposito de nitrogeno. Se observaron descensos de la actividad de la enzima NR en escenarios
ascendentes de deposito de nitrogeno en C. gayana y T. officinale. En L. virginicum la actividad
tuvo un pico maximo en un tratamiento intermedio alto (40 Kg ha™afio™) y actividades bajas de la

enzima NR en tratamientos extremos de dep6sito de nitrégeno, en 10 y 80 Kg haafio™.

El contenido de clorofilas fue sensible en B. pilosa, C. gayana y L. virginicum, al
incrementar su contenido con la disponibilidad de nitrogeno, como se ha visto bajo tasas
experimentales de depésito de nitrégeno (Arréniz-Crespo et al., 2008; Diaz-Alvarez et al., 2015).
En los rasgos que evaluaron la capacidad fotosintética, la fluorescencia de la clorofila (F./Fy) fue
sensible a tasas de deposito de nitrogeno en la especie C. pycnothrix, en la cual descendio la
eficiencia cuantica en la transferencia de electrones (F,/Fy). Lepidium virginicum y C. gayana
fueron sensibles en la relacion de la clorofila a/b, ya que presentaron un descenso en la relacion,
indicando un cambio en proporcion de las antenas cosechadoras de luz (LCH) y del PSII en los
tilacoides (Arréniz-Crespo et al., 2008; Lambers et al., 2008). La relacion clorofila a/b y F./Fn, que

son rasgos que muestran evidencia de estrés (Arroniz-Crespo et al., 2008; DeEll y Toivonen, 2011;
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Kalaji et al., 2014; Wang et al., 2019), en conjunto con el desempefio diferencial y la sobrevivencia,
pueden poner en desventaja competitiva y repercutir en la dominancia de las especies (Gotelli y
Ellison, 2002; Mao et al., 2015; Humbert et al., 2016; Horn et al., 2018), asi como modificar la
estructura de las comunidades de malezas en escenarios que vean incrementado la tasa de depdsito

de nitrogeno.

El presente estudio cumpli6 el objetivo de identificar biomonitores potenciales y los rasgos
fisiolégicos sensibles al dep6sito de nitrégeno. Es una problematica de prioridad debido a los
efectos negativos del depodsito de nitrogeno a la salud humana y la amenaza a la biodiversidad (Sala
et al., 2000; Stevens et al., 2008; Rockstrom et al., 2009; Landrigan et al., 2018). Ademas se
identificaron especies de facil manejo en el invernadero, ya que uno de los problemas del estudio
fue la baja sobrevivencia de plantulas, independiente del tratamiento de depdsito de nitrégeno. Con
base en los resultados obtenidos, se podria sugerir como potenciales biomonitores, el uso de B.
pilosa, C. gayana y L. virginicum, debido a que fueron las especies con mas variables sensibles al

deposito de nitrogeno, las cuales podrian ser ttiles en el biomonitoreo.

Nota: Literatura citada 1.2 (Pp. 11)
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ANEXO

Anexo 1. Resumen de Friedman de medidas repetidas para la sobrevivencia.

Tratamiento Kg N ha' afio™!

10 20 40 80 oL p

Amaranthus hybridus L. a b ac bc  49.26 3 <0.001
Bidens pilosa L. a a a a 9 3 0.029

Chloris gayana Kunth a a a a 78 3 <0.001
Chloris pycnothrix Trin. a b b b 96.549 3 <0.001
Chloris virgata Sw. a b a d 70.926 3 <0.001
Lepidium virginicum L. a ab b a 33.033 3 <0.001
Melinis repens (Willd.) Zizka a b b b 72.477 3 <0.001
Pennisetum ciliare (L.) Link a ab b b 56.926 3 <0.001
Pennisetum setaceum (Forssk.) Chiov. a a b c 165.812 3 <0.001
Sporobolus indicus (L.) R. Br. a b a a 109.826 3 <0.001
Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg. a a b 278.668 3 < 0.001

Anexo 2. Resumen de la estadistica de la biomasa total y la relacién biomasa subterranea/ biomasa aérea (BS/BA).

Estadistico °L p Post Hoc Tratamientos (Kg N ha! afio?)
Biomasa total 10 20 40 80
Bidens pilosa L. H 19.467 3 <0.001 Tukey a ab b b
Chloris gayana Kunth H 17512 3 <0.001 Dunn a ab bc c
Chloris pycnothrix Trin. t -0.525 4 0.628 a a
Chloris virgata Sw. F  3.807 8 0.086 Tukey a a a
Lepidium virginicum L. H 10.555 3 0.014 Dunn a ab ab b
Pennisetum setaceum (Forssk.) Chiov H 10.955 3 0.012 Dunn a ab ab b
Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg. F 03 11 0.748 a a a
BS/BS
Bidens pilosa L. H 18.613 3 <0.001 Tukey a a ab b
Chloris gayana Kunth F 17881 22 <0.001 Tukey a b bc c
Chloris pycnothrix Trin. t 0.114 4 0.328 a a
Chloris virgata Sw. F 4427 8 0.066 a a a
Lepidium virginicum L. F 2076 15 0.157 a a a a
Pennisetum setaceum (Forssk.) Chiov F 2744 20 0.075 a a a a
Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg. H 5.974 2 0.038 Dunn a a a
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Anexo 3. Resumen de la estadistica de la actividad de la enzima nitrato reductasa (NR).

Estadistico °L p Post Hoc Tratamientos (Kg N ha' afio!)
aNR 10 20 40 80
Bidens pilosa L. F  1.96 23 0.153 a a a a
Chloris gayana Kunth F  8.001 23 0.001 Tukey a ab b b
Chloris pycnothrix Trin. F 0323 11 0.732 a a a
Chloris virgata Sw. F 1916 14 0.186 a a a a
Lepidium virginicum L. F 4436 21 0.017 Tukey ab ab b a
Pennisetum setaceum (Forssk.) Chiov F 1.031 21 0.402 a a a a
Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg. H 8632 3 0.035 Dunn a ab ab b
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Anexo 4. Resumen de la estadistica del contenido de clorofilas, la relacion clorofila a/b y fluorescencia (F /F ) .

Estadistico °L p Post Hoc Tratamientos (Kg N ha' afio™)
Chl a 10 20 40 80
Bidens pilosa L. F  6.464 23 0.003 Tukey a ab b b
Chloris gayana Kunth F 8719 23 <0.001 Tukey a a a b
Chloris pycnothrix Trin. F  0.583 11 0.578 a a a
Chloris virgata Sw. H 1.429 3 0.699 a a a a
Lepidium virginicum L. H 8595 3 0.035 Dunn a ab ab b
Pennisetum setaceum (Forssk.) Chiov F 1.673 22 0.206 a a a a
Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg. F 1.218 15 0.346 a a a a
Chl b
Bidens pilosa L. F  4.004 23 0.022 Tukey a ab ab b
Chloris gayana Kunth F  13.953 23 <0.001 Tukey a a a b
Chloris pycnothrix Trin. F 0.64 11 0.55 a a a
Chloris virgata Sw. F 0415 14 0.746 a a a a
Lepidium virginicum L. F 6329 21 0.004 Tukey a ab b b
Pennisetum setaceum (Forssk.) Chiov F  0.469 22 0.707 a a a a
Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg. F 1.196 15 0.353 a a a a
Chl total
Bidens pilosa L. F  5.664 23 0.006 Tukey a ab b b
Chloris gayana Kunth F  10.349 23 <0.001 Tukey a a a b
Chloris pycnothrix Trin. F 052 11 0.611 a a a
Chloris virgata Sw. F 0.484 14 0.7 a a a a
Lepidium virginicum L. F  4.607 21 0.015 Tukey a ab ab b
Pennisetum setaceum (Forssk.) Chiov F  1.359 22 0.285 a a a a
Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg. F 1.164 15 0.364 a a a a
Chl a/b
Bidens pilosa L. F 2742 23 0.07 a a a a
Chloris gayana Kunth F  9.09 23 <0.001 Tukey a a a b
Chloris pycnothrix Trin. F 1.79 11 0.222 a a a
Chloris virgata Sw. F 017 14 0.914 a a a a
Lepidium virginicum L. F  3.804 21 0.028 Tukey a ab b ab
Pennisetum setaceum (Forssk.) Chiov H 3.592 3 0.309 a a a a
Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg. F 1849 15 0.192 a a a a
Fv/Fm
Bidens pilosa L. F 3272 23 0.043 Tukey a a a a
Chloris gayana Kunth F 0.791 23 0.513 a a a a
Chloris pycnothrix Trin. F 5881 12 0.02 Tukey ab a b
Chloris virgata Sw. F 0475 14 0.706 a a a a
Lepidium virginicum L. F 1801 21 0.183 a a a a
Pennisetum setaceum (Forssk.) Chiov H 2.052 3 0.562 a a a a
Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg. F 0.225 15 0.877 a a a a
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