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Resumen

El afloramiento excesivo de la planta acuéatica Lemna en el Lago de
Maracaibo, Venezuela ha motivado el interés por estudiar los diversos factores
ambientales que puedan controlar su crecimiento. Se reporta la influencia del
pH (2; 3; 3,5; 4; 5, 6; 7; 9y 10) sobre el crecimiento de Lemna sp. en cultivos, con
diferentes fuentes nitrogenadas (NH,Cl, NaNO,, urea y NH,NO,) a 1mM. Los
bioensayos por triplicados en frascos de vidrio se iniciaron con 20 colonias equi-
valentes a 57 +4 frondes de Lemna en 250 mL de agua del lago filtrada a 4%., y
enriquecida con medio de cultivo ALGAL. El crecimiento se determiné en fun-
ci6n del ntimero de frondes viables producidos. Todos los experimentos se reali-
zaron a un fotoperiodo 12:12h, con una irradiancia de 86 pmol quanta.m?.s?, a
30+2°C y el pH ajustado con NaOH o HCI 1N durante 23 dias. Lemna sp. man-
tuvo su crecimiento a un pH entre 3,5-9. Sin embargo, pH extremos (3,5<pH>9)
inducen efecto nocivo. El pH 6ptimo estuvo en funcién de la fuente nitrogenada,
con el siguiente orden de crecimiento: urea, pH 4> NH NO,, pH 4> NaNO,, pH
7>amonio, pH 5; con valores promedios de 1668,5+28,99; 506+19,80; 333,0+65,05
y 182,5+44,55 frondes, respectivamente. Asimismo, el pH ejerce influencia so-
bre la flora microalgal y fingica asociada. Es decir, a pH >7 predomina el creci-
miento de microalgas. En cambio entre 3,5 y 6 se induce el crecimiento de hon-
gos fitopatégenos para la Lemna. Se demuestra que el pH y la fuente nitrogenada
constituyen factores moduladores del crecimiento de Lemna.
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Introduccion
Dentro del género Lemna, de la po incluye ademas los géneros Lemna,
familia Lemnaceae encontramos a las Spirodela, Landoltia, Wolffia y
llamadas lentejas de agua. Este gru- Wolffiella con amplia distribucién en
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cuerpos de agua dulce (2).

Lemna puede crecer
explosivamente hasta llegar a cubrir la
superficie de lagunas, lagos o embalses
eutroficados (13); de tal manera, que
pueden ejercer efectos negativos en la
biodiversidad (10), y calidad del agua
cuando son destinadas a acuicultura o
riego (15). Sin embargo, su alta capaci-
dad de remocién de nutrientes relacio-
nada con su elevada tasa de crecimien-
to ha sido aprovechada para el trata-
miento de aguas residuales en diver-
sos paises (1, 11, 26).

En el Lago de Maracaibo, Vene-
zuela se ha descrito un masivo creci-
miento de las lenteja de agua o Lemna
spp., el cual ha llegado a cubrir mas
de un 15% de la superficie lacustre y
que en principio se piensa ha sido ori-
ginado por un incremento de la dis-
ponibilidad inmediata de nutrientes,
principalmente fésforo y nitrégeno
procedentes de fuentes puntuales, ta-
les como descargas de aguas
residuales, efluentes industriales y de
camaroneras, y de fuentes no puntua-
les como las de escorrentias y precipi-
tacion; con lo cual se ha producido un
significativo impacto ambiental en de-
trimento de las actividades portua-

rias, de la vida planctonica y de otros
organismos existentes en el Lago de
Maracaibo (9).

Es imprescindible investigar las
posibles causas que han generado el
crecimiento excesivo de la Lemna en
la superficie del Lago de Maracaibo,
Venezuela. Por lo que, es de interés
evaluar los factores ambientales que
puedan limitar y optimizar su creci-
miento. Asi como, el de determinar
posibles controles biolégicos o quimi-
cos con la finalidad de disefiar estu-
dios de prevencion de afloramientos
en condiciones naturales.

Entre los parametros ambienta-
les moduladores del crecimiento en
lemnéceas que han sido considerados,
se encuentran la influencia de fuen-
tes nitrogenadas (4, 11, 17, 20),
fosfato, pH (14) e irradiancia (12).

En virtud de la necesidad de eva-
luar los factores ambientales que pue-
dan regular el crecimiento de las es-
pecies de Lemna productoras de este
impacto ecoldgico, se ha estudiado el
efecto combinado del pH y de fuentes
nitrogenadas como parametros esen-
ciales en la regulacién de su creci-
miento en condiciones de laboratorio.

Materiales y métodos

Muestreo

Las plantas de Lemna fueron
recolectadas en un muestreo realiza-
do a orillas del Lago, sector Milagro
Norte de la ciudad de Maracaibo y
mantenidas en una laguna a cielo
abierto con una cobertura de 25,82 m?
en el Laboratorio de Piscicultura del
Departamento de Biologia, Facultad
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Experimental de Ciencias de La Uni-
versidad del Zulia. Las muestras de
Lemna fueron luego trasladadas a
peceras en condiciones de laboratorio
para su adaptacién y mantenidas en
monocapas con agua filtrada del lago.

La macroéfita Lemna presenta 1
o mas frondes con una sola raiz y pue-
de formar asociaciones denominadas
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colonias. Estas plantas se caracteri-
zan por propagarse vegetativamente,
por gemacién produciendo por este
medio, nuevos frondes, los cuales al
disociarse de la colonia, aumentan el
numero de individuos (12).

Condiciones del bioensayo

Los cultivos de Lemna se realiza-
ron en frascos de vidrio de 7,2 em x13
cm y para ello se utilizaron 300 mL de
agua del lago, recolectada en el Paseo
del Lago Maracaibo-Venezuela previa-
mente filtrada y enriquecida con medio
de cultivo comercial ALGAL (3), consti-
tuida por los siguientes compuestos:
ZnCl, 1uM, ZnSO, 100uM, MnCl, . 4H,0
1uM, Na,MoO, . 2H,0 1uM, CoCl, .
6H,0 0,1uM, CuSO,. 5H,0 0,1uM,
EDTA 26,40uM, citrato férrico 20uM,
tiamina 35ug/L, biotina, B,, 3p/L y
NaH,PO,. 2H,0 0,1mM. Las fuentes
nitrogenadas urea, nitrato de amonio,
nitrato de sodio y cloruro de amonio
(Merck) fueron anadidas a una concen-
tracién de 1 mM. La relaciéon N/P al ini-
cio del experimento fue de 1:10. El pH,
la salinidad y la conductividad del agua
del lago utilizada fueron de 7,6 y 4%o0 y
4500 uMhos respectivamente.

Para cada una de estas fuentes
nitrogenadas se utilizé un pH de 2,0;
3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 9,0 y 10,0 ajus-
tado con NaOH o HC1 1N (16). Para
cada fuente nitrogenada se utilizé un
control por triplicado con un pH ini-
cial de 6,0 y no ajustado durante el
bioensayo.

Los bioensayos se iniciaron con
20 colonias de Lemna caracterizadas
por presentar un promedio de 57+4
frondes; 36+6 raices; 42,0+3,61 mg de
peso fresco y 0,879+0,031 pg.mg* de
clorofila total relacionada con el peso
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humedo correspondiente a 20 colonias
de la planta.

Las raices de las plantas por co-
lonia fueron seccionadas antes de ini-
ciar el experimento con la finalidad
de inducir crecimiento a las nuevas
condiciones del cultivo expuestas y de
eliminar el exceso de microflora algal
asociada.

Todos los bioensayos por tripli-
cado se mantuvieron a un fotoperiodo
12:12h con una irradiancia de 86 pmol
g.m?2s1, a 30+2°C, sin aireacién y
ajustados el pH diariamente con
NaOH o HCI 1N durante 23 dias (16).

Determinacion del creci-
miento

El crecimiento de Lemna se si-
gui6 cada cinco dias en funcién del
numero de frondes verdes (7) y de
acuerdo a cada pH y fuente
nitrogenada utilizada. Los frondes con
clorosis o necrosis no eran considera-
dos para el recuento.

La tasa de crecimiento (n) fue
determinada segun la ecuacion p=In
X,-In X /t, - t,, donde X,y X, corres-
ponden al nimero de frondes verdes
determinados en t, y t, y los valores
de p expresados en namero de frondes
por dia (8). El tiempo de duplicacién
(td) requerido para duplicar el nime-
ro de frondes por dia fue calculado en
relacién a la ecuacién td: Ln 2.pt.

Cuando las colonias de Lemna
en monocapa cubrian todo el didme-
tro del frasco, se realizaba transferen-
cia de la misma a otro envase de vi-
drio de mayor didmetro a fin de evi-
tar inhibicién del crecimiento por
aglomeracién de las colonias (18). El
peso fresco era determinado después
de ser secada cada planta o colonia



Morales et al.

con papel secante y expresados en mg
fronde.

Hongos y microalgas asocia-
das a Lemna

La presencia de hongos y
microalgas en los cultivos de Lemna
fue monitoreada para cada pH y fuen-
te nitrogenada. Los frascos de vidrios
utilizados para el bioensayo no fue-
ron revestidos por ningin material
para permitir la entrada de ilumina-
cién al interior de cada frasco, y asi
estimular el crecimiento de las
microalgas presentes en el agua del
lago filtrada y en las plantas durante
el desarrollo del bioensayo. La pobla-
cién de los microorganismos
fotosintéticos a cada pH se determiné
mediante recuento celular en camara
de Neubatilier y expresada en x103

cel.ml! mientras que el peso seco de
la biomasa microalgal producida a pH
9 y 10 se determiné mediante deshi-
drataciéon de las muestras a 100°C
hasta peso constante y expresado en
mg.ml?*(3).

Analisis estadistico

Los maximos valores del nime-
ro de frondes correspondientes a cada
pH éptimo fueron comparados me-
diante un ANOVA de una via para la
determinacién de grupos significati-
vamente diferentes. En todos los ca-
sos donde la prueba F resulté signifi-
cativa, se empled la prueba de rangos
multiples de Scheffé a un nivel de
significancia del 95%, mediante el
programa estadistico para Windows
SPSS versién 10.

Resultados y discusion

Influencia del pH sobre el
crecimiento en funcién de la
fuente nitrogenada

La macrofita Lemna sp produc-
tora del afloramiento excesivo en el
Lago de Maracaibo, Venezuela man-
tuvo su crecimiento en un amplio ran-
go de pH entre 3,5 y 9; pero con un
6ptimo entre 4 y 7 para todas las fuen-
tes nitrogenadas evaluadas. Estos va-
lores de pH entre 3,5 y 10, también
han sido reportado en Lemna minor
en condiciones naturales (12) y entre
5y 9 para todas las lemnaceas (13).
Sin embargo, de acuerdo a cada fuen-
te nitrogenada se encontraron valo-
res de crecimiento diferentes, segiin
el pH y con diferencia significativa
(P<0,05). Es decir, cuando Lemna sp.
fue cultivada con urea se produjo el
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crecimiento mas elevado a pH 4 con
un valor promedio de 1668,5+28,99
frondes y con un descenso a pH infe-
riores o superiores a pH 4 (figura 1).
De igual manera, este resultado se
obtuvo para las demas fuentes
nitrogenadas. El pH éptimo para
amonio y nitrato de amonio fueron de
5y 4 con valores de 182,5+44,55 y 506
+19,80 frondes respectivamente (figu-
ras 2 y 3). En cambio, el pH éptimo
con nitrato de sodio se estableci6 a pH
7, pero sin diferencia significativa con
respecto a pH 6 (figura 4).

Estos resultados indican tam-
bién, que el mayor crecimiento de
Lemna se obtuvo con urea a pH 4 con
diferencia significativa (P<0,05) y cuyo
valor maximo fue de 3,3; 5,0 y 9,1 ve-
ces al encontrado con nitrato de
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Figura 1. Efecto del pH sobre el crecimiento de Lemna sp. (niimero de
frondes) y de microalgas (x103 cel. mL') con urea.

amonio, nitrato y amonio, respectiva-
mente. De igual manera, con urea se
produjo el peso seco mas elevado de
0,636+0,69 mg.fronde! con diferencia
significativa (P<0,05) en relacién a las
demas fuentes nitrogenadas y para la
cual también se logré disminuir el
tiempo de duplicacién de frondes a 3,82
dias (cuadro 1). Estos resultados su-
gieren que, Lemna parece utilizar méas
eficientemente las fuentes
nitrogenadas en el siguiente orden:
urea> nitrato de amonio> amonio> ni-
trato, al menos a pH entre 4 y 7.

El elevado crecimiento de
Lemna obtenido con urea sugiere la
presencia activa de la enzima ureasa
dependiente del pH y cuya actividad
hace accesible dos moléculas de N-
NH, para ser incorporadas directa-
mente al metabolismo a través de la
glutamina sintetasa (25).

Por otro lado, se destaca también
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que cuando Lemna es mantenida a
3,5< pH > 9 se induce un descenso del
numero de frondes hasta producir mor-
talidad en las plantas. Por ejemplo, a
pH 9, el crecimiento descendié hasta
un 40,0; 25,8; 16,0 y 5,5% en relacién
a los obtenidos al pH éptimo de 5, 7, 4
y 4 con amonio, nitrato, nitrato de
amonio y urea respectivamente. En
cambio, a pH 10 se incremento el efec-
to letal con el tiempo de exposicién para
todas las fuentes nitrogenadas. Al tér-
mino de 15 dias se produjo la mortali-
dad del 100% de las plantas cuando
fueron cultivadas con amonio y nitra-
to de amonio; mientras que a los 20
dias se obtuvo con nitrato y urea (figu-
ra 5). Elevados pH también producen
precipitacién de sales de fosfato, hie-
rro, manganeso, zinc y cobre, con lo
cual hace menos disponibles estos
nutrientes para el crecimiento de la
planta (21).
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Figura 2. Efecto del pH sobre el crecimiento de Lemna sp y de
microalgas cloruro de amonio.
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Figura 3. Efecto del pH sobre el crecimiento de Lemna sp. (nimero de
frondes) y de microalgas (x10° cel. mL!) con nitrato de amonio.
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Figura 4. Efecto del pH sobre el crecimiento de Lemna sp (namero de
frondes) y de microalgas (x102 cel. mLi!') con nitrato de sodio.

El efecto téxico del NH,"a pH>9
ha sido descrito en cultivos de Lemna
gibba cuando se estudié la variacion
del pH entre 6,8 y 9,8 sobre la rela-
cion NH */ NH_* (11). Asi mismo, se
ha observado mortalidad total de los
frondes de Lemna obscura cultivada
con amonio a pH>7, debido a la libe-

racién de iones NH," a valores supe-
riores a 100mg NH, L* (13). No obs-
tante, el efecto més drastico se detec-
t6 a pH entre 2 y 3, debido a que se
produjo la mortalidad total de las co-
lonias a las 24 horas de iniciado el
experimento.

Cuadro 1. Peso fresco (mg.fronde?), tiempo de duplicacién, nimero de
frondes al inicio y final del experimento de Lemna sp
alcanzado a cada pH optimo en funcién de la fuente

nitrogenada.

Fuente pH Peso fresco Td N°frondes N°de frondes®
nitrogenada optimo* (mg.fronde') (dias) (inicial) (final)
Amonio 5 0,186+0,077 11,36 57 +4 182,50+44,55
Nitrato 7 0,298+0,012 7,45 59 +6 333,00+65,05
Nitrato de

amonio 4 0,435+0,094 6,79 41 +3 506,00+19,80
Urea 4 0,636+0,690 3,82 43 +2 1668,50+28,99

N° de frondes*: valores alcanzados al pH éptimo.
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Figura 5. Efecto del pH 10 sobre la disminucion del namero de frondes
de Lemna sp con diferentes fuentes nitrogenadas.

Crecimiento de microalgas
asociadas al cultivo de Lemna en
relacion al pH y fuente
nitrogenada

En los cultivos con Lemna man-
tenidos con las diferentes fuentes
nitrogenadas se produjo un crecimien-
to significativo de microalgas a pH
entre 6 y 9 (figuras 1, 2, 3 y 4). Los
maximos valores de estos
microorganismos variaron segun el
pH, fuente nitrogenada y grupo
taxonémico. Es decir, con amonio y
nitrato a pH 5, se produjo un predo-
minio del 100% de diatomeas (cuadro
2). En cambio, con urea, nitrato de
amonio y nitrato de sodio, las
cianobacterias lograron dominar el
100% de la poblacién total a pH 9; con
un peso seco de 0,517+0,078,
0,423+0,067 y 0,800+0,047 mg.ml!
respectivamente (cuadro 3). En pre-
sencia de nitrato de amonio, las
cianobacterias también predominaron
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conun 92,3y 100% a pH 7 y 9 respec-
tivamente (cuadro 2).

El elevado crecimiento de las
diatomeas a pH 5 y 6 parece indicar
que tanto el amonio como el nitrato
parece estar mas disponible a estos
pH; aligual que el C0,a pH<6. Diver-
sos estudios han demostrado que la
solubilidad del CO, es incrementada
a bajo pH (4); por lo que se hace mas
disponible para el crecimiento de es-
tas microalgas. En cambio, a eleva-
dos pH alcanzan un mayor crecimien-
to las cianobacterias; con lo cual se
sugiere la preferencia de HCO, y CO,
sobre el CO,independientemente de la
fuente nitrogenada. Sin embargo, las
cianobacterias también tienen la es-
trategia de usar el CO,en la interfase
aire-agua cuando el pH ambiental es
aumentado en aguas estratificadas
térmicamente como las del lago de
Maracaibo (19). Esto significa que, las
cianobacterias lucen méas competiti-



Cuadro 2. Relaciéon porcentual (%) de cianobacterias, clorofitas y diatomeas presentes en los cultivos de

Lemna a diferentes pH y Fuentes nitrogenadas.

NO,

NH,

NH,NO,

Urea

pH

Cian. Clor. Diat.

Diat.

Clor. Diat. Cian. Clor. Diat. Cian. Clor.

Cian.
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100
67,3

ND ND
32,7 ND
ND ND 100
ND ND
ND ND ND

100

39,1
50,8

ND ND 100
N ND 100
60,9 ND
49,2 ND
ND ND ND

7,7
ND
30,3

ND
ND

37,5
24,2

ND
ND
ND

62,5

92,3
100

54,5

13,6 ND ND
ND 44
ND 13
ND 1

85,76 ND 12,2

86,4
56
87
99

Cian.: cianobacterias o cianofitas. Clor.: clorofitas. Diat.: diatomeas. ND: crecimiento no detectado.
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vas que las microalgas a valores de
pH>9 en funcién de la disponibilidad
del carbono inorganico.

El crecimiento satisfactorio de
las microalgas y cianobacterias aso-
ciadas a Lemna en presencia de agua
del lago a 4%o soporta la hipétesis so-
bre la adaptacion de estos
microorganismos ante el incremento
progresivo de la salinidad del lago
desde la apertura del canal de nave-
gacion (19).

Es de indicar que el crecimiento
de las microalgas esta asociado al uso
de agua del lago filtrada enriquecida
con nutrientes, y al hecho de que las
colonias de Lemna con microalgas
asociadas a sus raices, no cubrian todo
el espejo de agua de las unidades de
cultivo, por lo que la intensidad lumi-
nosa ejercio un papel importante para
estimular su crecimiento. El creci-
miento de microalgas atn con agua
del lago autoclavada en las mismas
condiciones de cultivo demuestra que
su presencia obedece en parte a su
asociacion con las plantas de Lemna
(resultados no presentados).

Estos resultados también sugie-
ren que las microalgas son més com-
petitivas que Lemna por la utilizacién
de los nutrientes a valores de pH> 7.
Szabé et al. (22), reportaron que las
microalgas logran alcalinizar y remo-
ver a una mayor velocidad el hierro,
fésforo y nitrégeno del medio, por lo
que disminuyen los nutrientes para
el crecimiento de Lemna gibba (22, 23,
24) Los resultados también demues-
tran que las microalgas aun pueden
mantener su crecimiento a pH 10 con
nitrato de amonio y urea, en relacién
a Lemna, que no logré sobrevivir a



Morales et al.

‘0pBJ0919P OU 0JUSTWIAID ((JN '(SBOWOIRIP A SBIIJOIO[D

‘SB)TJOURID O SBLIJOB(OURID) SBI[ROIOIIN,

0% V¥FCL8YT GE0‘0F8CE‘T G¥'6T FGL'80OL 8LO'0FLIS O €07 FG8'8T BaIN)
SLVZF000V T LZ1°0F038°0 G1°LE ¥6T'91G L90°0FETT 0 0€‘GFE6°GT OIUOWE op 0JBIIIN
aN aN 1L°69TF0S G6¥ L¥0°0F008°0 0T‘GF0E6T 03BN

aN aN ¥g'e  F0GCIT 0¥0°0F02€°0 08°0F00°6T oruowy

(- TUr[P9 €OTX) (- Tare2 €01X) g‘¢ Hd eprussonIu
Ie[N[e2 pepIsud( 009s 089 J Je[N[ed PePISuUd([ 009s 089 J SOSUOH 9uan

01 HA 6 Hd
£SBS[BOIDIN
"DUWIT]

ap soAnyNd ud ¢‘e Hd ® soguoy ap £ O- ¢ HA © seS[eororw 9p (" Juu Sw) 009s 0sad 9p SII0[BA *¢ oapen))

76



Rev. Fac. Agron. (LUZ). 2006, 23: 67-79

este pH (cuadro 3).

Crecimiento de hongos aso-
ciados a los cultivos de Lemna sp.

En todos los cultivos a pH com-
prendidos entre 3,5 y 6 se observoé el
crecimiento de hongos, con micelio
septado y productor de estructuras
con caracteristicas de esporangios. El
mayor crecimiento detectado a pH 3,5
nos permitié evaluar el peso seco de
la biomasa colectada con valores
comprendidos entre 15,95+5,30 y
19,30+2,10 mg.ml! en los cultivos con
nitrato de amonio y nitrato respecti-

vamente (cuadro 3).

De acuerdo a las observaciones
realizadas pudieran estar presentes
dos cepas de hongos, uno de los cua-
les inicia su crecimiento en la raiz de
Lemna hasta invadir todos los frondes
y causar luego la muerte de la colo-
nia. Es posible, que el crecimiento de
estos hongos sea favorecido con el
agua del lago filtrada enriquecida con
nutrientes; sin embargo también se
observo su presencia con agua del lago
previamente autoclavada y en el mis-
mo rango de pH.

Conclusiones

La macréfita Lemna sp es capaz
de mantener su crecimiento en un
amplio rango de pH entre 3,5y 9,0 en
condiciones de laboratorio; aunque
acusa alta sensibilidad cuando es ex-
puesta a pH extremos. Es decir, a
pH<3,5 se produjo mortalidad del
100% a las 24h de exposicién; mien-
tras que a pH>9 el efecto nocivo al-
canzo6 su maximo a los 15 dias en pre-
sencia de amonio y a los 20 dias con
urea, nitrato de sodio y nitrato de
amonio.

El pH éptimo de crecimiento
depende de la fuente nitrogenada y
estuvo en el siguiente orden: urea, pH
4 > nitrato de amonio, pH 4 > nitrato
de sodio, pH 6-7 > amonio, pH 5-6 y

con valores promedios de
1668,5+28,99; 506+19,80; 333+65,05
y de 182,5+44,55 frondes verdes res-
pectivamente.

La macroéfita Lemna resulto ser
mas competitiva que las microalgas y
cianobacterias cuando es cultivada a
un pH entre 4 y 7. Es decir, a este
intervalo de pH el crecimiento de
Lemna es estimulado; mientras que
a pH>9 se alcanza el crecimiento 6p-
timo para las cianobacterias. Por otra
parte, Lemna present6 sensibilidad al
efecto de hongos fitopatégenos a pH<
6. Estos resultados sugieren que el pH
y la fuente nitrogenada constituyen
reguladores esenciales del crecimien-
to de Lemna.

Recomendaciones

Es recomendable continuar con
estudios sobre la influencia de fuentes
nitrogenadas y del pH tomando en
cuenta las variables adicionales de
peso seco, clorofila total, carotenoides

i

y crecimiento de las raices a fin de in-
tegrar aun mas la respuesta de Lemna
en funcién del nitrégeno y del pH.

En virtud de que el crecimiento
excesivo de Lemna pudiera ser con-
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trolado con la aplicacién de compues-
tos de naturaleza acida a valores de
pH <3,5, se proponen estudios con
acidos débiles como el vinagre a esca-
la de laboratorio y a cielo abierto. Asi-

mismo, es de sumo interés el estudio
de los hongos fitopatégenos de Lemna
como posibles controles biol6gicos en
condiciones de laboratorio.
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