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RESUMEN

El estudio del efecto de los extractos en el crecimiento de las poblaciones algales de Microcystis
aeruginosa surgié como una necesidad de controlar las proliferaciones masivas de
cianobacterias en los humedales de manera sostenible y amigable con el ecosistema. Por ello,
esta investigacion tuvo como objetivo evaluar los efectos de los extractos de Potamogeton
striatus y Lemna minuta sobre el crecimiento de las poblaciones algales de Microcystis
aeruginosa obtenidos del Humedal Albufera de Medio Mundo. Al realizar la cuantificacion de
fenoles presentes en los extractos evaluados se determinG que el extracto de Potamogeton
striatus presentd mayor concentracion de fenoles que Lemna minuta, sin embargo, presentaron
un comportamiento similar en el control de las poblaciones de la cianobacteria M. aeruginosa.
Para evaluar los efectos de los fenoles presentes en los extractos, se utilizé un control y 4
tratamientos con tres réplicas para cada especie. El efecto inhibidor de los extractos se cuantifico
mediante determinacion de clorofila (con una poblacion inicial de 8000 colonias/mL), donde se
obtuvo como dato base de clorofila de 3,888 mg/L. A partir de ello, se determind el nimero de
colonias y el porcentaje de inhibicion en cada uno de los tratamientos. El extracto Potamogeton
striatus mostré un porcentaje de inhibicion méxima de 76,85 y de 80,24 % para los de Lemna
minuta durante 13 dias de aplicacion. Los resultados obtenidos mostraron que fenoles de los
extractos de las especies evaluadas presentan efectos sobre el crecimiento las colonias de M.
aeruginosa. Teniendo en cuenta la concentracion los fenoles que presentaron cada una de las
especies, podemos concluir que la Lemna minuta presentd mejores resultados en comparacion

a los efectos obtenidos del Potamogeton striatus.

Palabras claves: Extractos, fenoles, cianobacterias, Microcystis aeruginosa, Potamogeton

striatus, Lemna minuta, inhibicion de crecimiento, clorofila
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ABSTRACT

The study of the effect of extracts on the growth of algal populations of Microcystis aeruginosa
arose as a need to control the massive proliferation of cyanobacteria in wetlands in a sustainable
and ecosystem-friendly manner. Therefore, the objective of this research was to evaluate the
effects of Potamogeton striatus and Lemna minuta extracts on the growth of Microcystis
aeruginosa algal populations obtained from the wetland Albufera de Medio Mundo. When
quantifying the phenols present in the extracts evaluated, it was determined that the extract of
Potamogeton striatus presented a higher concentration of phenols than Lemna minuta, however,
they presented similar behavior in the control of the populations of the cyanobacterium M.
aeruginosa. To evaluate the effects of the phenols present in the extracts, a control and four
treatments with three replicates were used for each species. The inhibitory effect of the extracts
was quantified by determination of chlorophyll (with an initial population of 8 thousand
colonies/mL), where a base chlorophyll level of 3,888 mg/L was obtained. From this, the
number of colonies and the percentage of inhibition in each of the treatments were determined.
The Potamogeton striatus extract showed a maximum inhibition percentage of 76,85 and 80,24
% for those of Lemna minuta during 13 days of application. The results obtained showed that
phenols from the extracts of the species evaluated have effects on the growth of M. aeruginosa
colonies. Taking into account the concentration of phenols presented by each of the species, we
can conclude that Lemna minuta presented better results compared to the effects obtained from

Potamogeton striatus.

Key words: Extracts, phenols, cyanobacteria, Microcystis aeruginosa, Potamogeton striatus,
Lemna minuta, growth inhibition, chlorophyll, chlorophyll
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INTRODUCCION

La presencia de cianobacterias en la Tierra es tan antigua como la formacion del oxigeno de la
atmosfera, pues probablemente ellas hayan contribuido a formarla (Madigan et al., 2003),
colonizando con éxito diversos tipos de ecosistemas acuaticos, semiacuaticos o terrestres desde
ese momento. La distribucion de cianobacterias se ha evidenciado también en nuestro pais
debido a que existen reportes de la presencia de Microcystis aeruginosa en lugares como: el
Lago Titicaca (Montoya, 2014), la Laguna Huacachina (Mendoza, 2016), el Humedal Albufera
de Medio Mundo (Martinez, 2018) y otros lugares.

La Microcystis aeruginosa es conocida por producir una cianotoxina conocida como
microcistina la cual es causante de muchos envenenamientos de animales domésticos y
silvestres a nivel mundial (Adams et al., 1990), especialmente si las aguas contaminadas son

ingeridas o usadas para uso recreacional (Chorus y Bartram, 1999).

Uno de los factores que influyen en el crecimiento de cianobacterias se relaciona con la
eutrofizacion de los cuerpos de agua que, con frecuencia, tienen origen en las actividades
antropicas (Chorus y Bartram, 1999). La eutrofizacion genera un enriquecimiento de nutrientes
que favorece la proliferacion masiva de cianobacterias (Solano, 2018). Se debe mencionar que

este problema se agudiza por calentamiento global (Paerl et al., 2014).

En la actualidad existen muchos compuestos quimicos que son utilizados como alguicida para
controlar el crecimiento de cianobacterias, sin embargo, su uso ha generado una contaminacién
secundaria en varias ocasiones (Montoya, 2014). Ante esta situacion, muchos estudios
investigan el efecto alelopatico que tiene los macrofitos hacia determinadas especies de
cianobacterias, las cuales pueden presentar diferentes efectos segun los metabolitos secundarios

gue produzcan, como ejemplo tenemos los compuestos fenolicos que afectan la actividad



fotosintética y enzimatica; y, de esta manera, recuperar estos ecosistemas de forma menos

intrusiva.

Existen muchas investigaciones que evallan el efecto de Potamogeton sp. y Lemna sp. asi
tenemos la investigacion realizada por Pakdel et al. (2013) donde evaltuan al Potamogeton
crispus L. y Chara australis B. en el crecimiento de Anabaena variabilis y de Scenedesmus
quadricauda (Turpin) Brébisson; y al estudio realizado por Takeda et al. (2011) quienes

investigan al Potamogeton pusillus L. en comunidades de Microcystis aeruginosa.

Es por ello que surge la necesidad de estudiar las floraciones algales de Microcystis aeruginosa
y proporcionar informacion que sera util para frenar la proliferacion masiva de esta
cianobacteria en los humedales costeros con el proposito de adoptar medidas de control o

estrategias de intervencion.

Teniendo en cuenta lo mencionado, es necesario sustentar tedricamente este trabajo de
investigacion con publicaciones similares realizados por otros investigadores, ademas de
identificar cada uno de los componentes involucrados, tal como se explica en el Capitulo I. Asi
mismo, en el Capitulo Il se detalla la metodologia, procedimientos e instrumentos utilizados
durante la investigacién, que involucra la obtencidn e identificacion de especies, procesos para
la obtencidn de extractos, la aplicacion de los tratamientos y la organizacion de datos obtenidos.
Por otro lado, en el Capitulo Il se presentan los resultados obtenidos de muestro proceso
experimental, las cuales se analizan y discuten en el Capitulo IV para presentar las conclusiones
a las que se llegaron en el Capitulo V. Finalmente, en el capitulo VI se presentan las

recomendaciones que se dan para futuras investigaciones.

En la presente investigacion se sometid a las poblaciones algales de Microcystis aeruginosa a

tratamientos con diferentes concentraciones de fenoles de los extractos obtenidos de



Potamogeton striatus y Lemna minuta, especies que fueron colectadas del humedal Albufera de
Medio Mundo, y se determind los efectos mediante la cuantificacion del porcentaje de

inhibicidn de crecimiento poblacional.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los efectos de los extractos de Potamogeton striatus y Lemna minuta, sobre el
crecimiento de poblaciones algales de Microcystis aeruginosa obtenidas del Humedal Albufera
de Medio Mundo.

Obijetivos especificos

a) Estimar la cinética de crecimiento de las colonias de Microcystis aeruginosa a nivel de

laboratorio.

b) Determinar la concentracion de los fenoles de los extractos obtenidos de Potamogeton

striatus y Lemna minuta

c) Estimar la actividad fendlica del extracto de Potamogeton striatus y Lemna minuta sobre
el crecimiento poblacional de Microcystis aeruginosa.

d) Determinar la correlacion que existe entre de los extractos de Potamogeton striatus y Lemna

minuta sobre los parametros fisicoquimicos de los tratamientos.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

1.1.1. Antecedentes internacionales

Kucala et al. (2021) realizaron la investigacion Fitorremediacion de CYN, MC-LR y ANTX-a
del Agua por el Macrdfito Sumergido Lemna trisulca, con el objetivo de estudiar el potencial
de la Lemna trisulca eliminando cianotoxinas de las cianobacterias mas comunes de agua dulce.
Este estudio fue realizado en la Universidad Jagiellonian, Polonia, en donde los autores
utilizaron a las cianobacterias Dolichospernum flos-aquae, Raphidiopsiss raciborskii y
Microcystis aeruginosa para obtener las cianotoxinas: microcistina hepatotoxica (MC-LR), la
cilindrospermopsina citotdxica (CYN) y la anatoxina-a neurotoxica (ANTX-a) respectivamente.
Los tratamientos evaluados estuvieron compuestos de 20 mL de BG11; 0,7 mg peso seco (dw)
de cultivo madre de la cianobacteria y 3 mg dw de la macréfita. Para determinar la diferencia
significativa (p<0,05), los resultados fueron sometidos a ANOVA vy la Prueba t-student. Luego
de 14 dias de tratamiento, el contenido de las cianotoxinas (g.mg.dw) disminuyd para todas las
especies: aproximadamente de 0,1 g.mg.dw* de CYN en R. raciborskii a 0,4; de 2,55 de MC-
LR en Microcystis aeruginosa a 2,39; de 0,70 de ANT-a en D. flos-aquae a 0,10. Ademas, la
macrofita estabilizo los valores de pH y conductibilidad eléctrica. Los resultados presentados
por los autores demostraron que la L. trisulca presentd un potencial biotecnolégico para limitar

el crecimiento y la toxicidad de las floraciones de cianobacterias.

Huang et al. (2020) realizaron una investigacion titulada “Efectos combinados de polifenoles
alelopaticos sobre Microcystis aeruginosa y respuesta de fluorescencia de clorofila” la cual tuvo

como objetivo proporcionar resultados que puedan generar un método para analizar y mejorar



los efectos de los aleloquimicos de polifenoles que inhiben a las cianobacterias. Este analisis ha
sido realizado en un laboratorio de Ecologia y Biotecnologia en China, para el cual utilizaron
relaciones de dosis-respuesta en 1 x 108 células mL~ ! de Microcystis aeruginosa K en
soluciones de 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5 y 10 mg/L de &cido pirogalico (PA) y acido galico (GA); y 2,5;
5; 7,5; 10; 20 y 50 mg/L para &cido eldgico (EA) y catequina (CA) evaluados en 72 horas. El
andlisis estadistico de los datos fue realizado a través del programa SPSS 13,0 para determinar
la densidad celular y la concentracion de inhibicion. Asi mismo, aplicaron la prueba de Tukey
para determinar las diferencias. En la evaluacion de polifenoles individuales obtuvieron que los
pardmetros mas sensibles de CE50 para la Microcystis aeruginosa fue de la siguiente manera:
pardmetros de extincion no fotoquimicos (NPQ) > parametros de extincién fotoquimica (Y1) >
densidades celulares siendo PA y GA los que presentaron mejores resultados inhibiendo la
actividad del fotosistema Il (PSII) con valores de 0,87; 1,05; 18,73 y 11,67 mg/L de NPQ (p <
0,05; n = 6) para PA, GA, EA y CA respectivamente. Los autores concluyeron que los
pardmetros de fluorescencia de clorofila (CFP) presentados tienen mayor sensibilidad que las
densidades celulares, asi como también en las evaluaciones de las muestras de dos o tres fenoles
existieron sinergismo y efectos aditivos de fotoproteccion inducida por la luz (NPQ) de las

poblaciones evacuadas.

Solano (2018) realizo una investigacion titulada “Determinacion del efecto alelopéatico del
extracto de Oryza sativa L. sobre el crecimiento de cianobacterias productoras de toxinas” la
cual tuvo por objetivo determinar el efecto inhibitorio de los aleloquimicos presentes en el
extracto de la cascarilla de arroz en el crecimiento de las cianobacterias productoras de toxinas
en México. En este estudio, la autora utiliz6 dos extractos de cascarilla de arroz (Oryza sativa
L., un extracto crudo y un extracto clarificado para controlar el crecimiento de las cianobacterias
Anabaena cylindrica L., Anabaena sp. Bornet, E. y Flahault, C. y Microcystis aeruginosa K.
(obtenida de una muestra ambiental), las cuales fueron cultivadas en el medio de cultivo BG-
11. Para determinar la actividad alelopatica emple6 dos técnicas: el hemocitometro de Neubauer
y la de citometria de flujo. La autora aplicd concentraciones de 1; 10; 100 y 1000 mg/L durante
un periodo de 10 dias para evaluar el efecto alelopatico de los extractos. Para contabilizar la
eficacia del efecto alelopatico recurrio a la técnica de citometria de reflujo. En el analisis



estadistico, utilizd el ANOVA de dos vias para determinar las diferencias significativas y
determinar el efecto alguistatico o alguicida; esto mediante el programa de estadistica GraphPad
Prism 7,0. En conclusion, los resultados presentados por Solano demostraron que la Microcystis
aeruginosa K. mostr6 mayor sensibilidad al extracto crudo, y la Anabaena sp. con la A.

cylindrica L. presentaron mayor sensibilidad el extracto puro.

Kaminski et al. (2015), realizaron una investigacion titulada “Macrdéfito acuatico Lemna trisulca
(L.) como factor natural para reducir la concentracion de anatoxina-a en el medio acuético y la
biomasa de cianobacterias Anabaena flos-aquae (Lyngb.) De Breb” la cual tuvo como objetivo
evaluar la interaccién de la Lemna trisulca como factor natural para reducir la concentracién de
la anatoxina-a en el medio acuatico y disminuir la biomasa de cianobacterias de Anabaena flos-
aquae en la Universidad Jagiellonian, Polonia. Para esta investigacion los autores extrajeron la
macréfita de agua dulce y las cianobacterias fueron cultivadas en medio de cultivo BG11 durante
28 dias. La determinacion de fenoles totales fue realizada mediante espectrofotometria, a una
absorbancia de 720 nm, con una muestra en blanco que contenia el solvente sin extracto;
mientras que las concentraciones fueron halladas mediante la curva estandar para acido gélico.
En el andlisis estadistico, los resultados fueron sometidos a ANOVA, compararon las medias
con la prueba de Tukey y determinaron las diferencias significativas (p < 0,05). Como resultado,
los autores mostraron que la L. trisulca con una concentracion de 0,073 mg/L de fenol, inhibid
el crecimiento de la cianobacteria A. flos-aquae en un 86,9 % en comparacion al control en el
dia 32 de la investigacion; con respecto a la cianotoxina con presencia del macrdfito, el dia 4 la
concentracion disminuy6 en un 39 % y el dia 18 ya no se evidencié. Por otro lado, la
concentracion de cianotoxinas incrementé en un 77 % en el tratamiento que no contenia
macrofitas. Al finalizar el estudio, los investigadores concluyeron que la Lemna trisulca puede
ser usada para la inactivacion biologica de la Anabaena flos-aquae asi como también de la

prevencion de la proliferacion de cianobacterias en los estanques de agua.

Kaminski et al. (2014), Realizaron una investigacion titulada “Fitorremediacion de anatoxina-a

por macrofitos acuaticos Lemna trisulca L.” la cual tuvo como objetivo evaluar el potencial



biorremediador de Lemna trisulca L. y demostrar si es capaz de eliminar las toxinas generadas
por A. flos-aquae en los medios acuéticos, estas cianobacterias fueron cultivadas en medio BG-
11 en un periodo de 28 dias, a una temperatura de 20 = 1 °C. El lugar de estudio fue en la
Universidad Jagiellonian (Polonia). Los autores utilizaron medios controlados en que incluia
muestras de peso fresco (fw) de L. trisulca en diferentes concentraciones, evaluada a los 14, 18
y 24 dias de haber iniciado el experimento. Para el analisis estadistico, los resultados fueron
sometidos al ANOVA, y compararon las medias y determinaron las diferencias significativas
con Tukey. Las muestras de L. trisulca que contenian 0,013 mg de ANTX-a/ mL presentaron
una disminucion significativa de 21 y 30 % a los 18 y 24 dias respectivamente. Al evaluar un
gramo de peso fresco de L. trisulca cultivada en medios con 0,05 mg de ANTX-a durante 14
dias, lograron determinar que la planta elimin6 el 95 % de la concentracion inicial de la
cianotoxina; ademas, en medios con 0,25 mg de ANTX-a eliminaron el 86 %. Los autores
concluyeron que la L. trisulca tiene el potencial para estabilizar medios alterados, resaltando su

importancia como potencial fitorremediador.

Pakdel et al. (2013) en la investigacion que realizaron en la Universidad de Monash, Australia:
“Inhibicion alelopética de microalgas por la agripalma agua dulce, Chara australis, y una
angiosperma sumergida, Potamogeton crispus”, tuvieron como objetivo examinar el potencial
alelopatico del Potamogeton crispus L. y Chara australis B., sobre el crecimiento de Anabaena
variabilis Kutzing ex Bornet y Flahault. y de Scenedesmus quadricauda (Turpin) Brébisson. La
metodologia presentada por los autores para obtener los extractos consistié en congelar los
macrofitos por 24 horas y luego deshidratarlo durante 04 dias. Este material fue molido y
homogenizado con metanol al 60 % para extraer las sustancias aleloquimicas solubles. El
sobrenadante fue evaporado en un rotoevapor y disueltos en 5mL de metanol al 98 %. Los
extractos de los macrofitos fueron colocados sobre las capas de agar, lo incubaron por 10 dias y
fueron evaluados cada 2 dias. Para el analisis estadistico, los autores utilizaron el ANOVA de
dos y tres vias para comparar la densidad celular de los controles con los tratamientos y, para
determinar las diferencias significativas utilizaron las pruebas HSD de Tukey (p < 0,05) en el
programa estadistico R (version 2,10,1). Los autores obtuvieron un porcentaje de inhibicion
cercano al 80 % en tratamientos con extractos de Potamogeton crispus y 90 % con extractos de



Chara australis para el dia 10 en ambas especies. Ademas, para esta misma fecha se alcanzaron
valores cercanos al 100 % de inhibicidn poblacional utilizando brotes de estas macrofitas. De
esa manera, los autores concluyeron que las dos especies de macrdfitos son alelopaticamente
activos y pueden ser usadas como controladores biologicos. También demostraron que la
respuesta alelopética es diferente y especifica segin la especie que se evalGa logrando, en
algunos casos, adaptarse a lo largo del tiempo.

Takeda et al. (2011) en la investigacion “Potencial alelopético de la comunidad de Potamogeton
pusillus frente a Microcystis aeruginosa”, tuvieron como objetivo evaluar el potencial
alelopatico del macréfito sumergido Potamogeton pusillus L. en comunidades de Microcystis
aeruginosa K. Para este analisis, los autores obtuvieron las muestras de los estanques
distribuidos en las instalaciones del Instituto Nacional de Estudios Ambientales de Japon. En
los bioensayos de filtrado del cultivo, el P. pusillus L. liber6 aleloquimicos que inhibieron el
crecimiento de la Microcystis aeruginosa K. En esta investigacion evidenciaron que la
inhibicidn alelopatica del P. pusillus L. en un medio natural esta sujeta a la presencia, ausencia
y cantidad de comunidades de la planta en el mesocosmos. Los investigadores estudiaron el
potencial inhibidor de crecimiento de colonias de Microcystis aeruginosa con Potamogeton
pusillus obteniendo un porcentaje de inhibicién de crecimiento cercanos al 53 y 48 % en
comparacion con el control de las muestras obtenidas de los estanques Yamanokami y Bessho
Pond respectivamente. Los autores mencionaron que el efecto alelopético puede estar
relacionado a otras sustancias presentes en el estanque por lo que sugieren que es necesario
realizar una evaluacion quimica. En esta investigacion concluyeron que el filtrado de P. pusillus
L. actdan liberando un aleloquimico la cual inhiben el crecimiento de Microcystis aureginosa
K., evidenciando su potencial alelopatico en estanques naturales con mayor presencia de P.

pusillus L.

1.1.2. Antecedentes nacionales

Martinez (2018) tuvo como objetivo analizar el potencial de la pajilla de arroz como inhibidor

de crecimiento de floraciones algales de Microcystis aeruginosa en la investigacion titulada



“Evaluacion del potencial alelopatico de la pajilla de arroz en el control de las floraciones algales
producidas por Microcystis aeruginosa (Kiitzing)” Las muestras que utilizé fueron colectadas
del Humedal Albufera Medio Mundo de la ciudad de Huaura, las cuales fueron cultivadas en
medios de cultivo BG-11, a una temperatura constante de 25 °C, 1100 Lux, por un periodo de
30 dias. Para los tratamientos, aplic6 monocultivos de Microcystis aeruginosa en
concentraciones de 0,1 (T1); 1,0 (T2) y 10 g de pajilla de arroz (T3). Este estudio evalud la
cinética de crecimiento de la cianobacteria, la actividad alelopéatica de la pajilla de arroz en
poblaciones de Microcystis aeruginosa ademas de los parametros fisicoquimicos durante en un
periodo de 60 dias y evaluados cada 7 dias. Para el anélisis estadistico, el autor utilizd el
programa estadistico SPSS v. 21; en la cual determiné la desviacion estandar y las medias de
los tratamientos, asi mismo, para determinar la relacion entre los pardmetros con el nimero de
colonias de M. Aeruginosa. Utilizd el indice de correlacion de Pearson. Como resultado, se
alcanz6 una inhibicion de 90,08; 955 y 99,92 % para los tratamientos T1, T2 y T3
respectivamente en la semana N°2. Ademas, en la Ultima semana de investigacion (semana 4)
se obtuvo 99,35; 99,94 y 100 % para para los tratamientos T1, T2 y T3 respectivamente. Con
ello el autor que demostrd que la pajilla de arroz es eficaz en el control de poblaciones de M.

aeruginosa.

Mendoza (2016), en la investigacion “El género Sphaerocavum y dominancia de S. brasiliense
y Microcystis wesenbergii (Microcystaceae, Cyanophyceae) en la floracion algal de la laguna
Huacachina, Per(”, tuvo por objetivo identificar y estudiar las floraciones algales de las
cianobacterias presentes en la Laguna Huacachina. Para este estudio colecté dos muestras de
fitoplancton superficial y veinte litros de agua filtrada. Estas muestras fueron analizadas en un
microscopio Nikon Eclipse E2000. La toma de medidas morfométricas y microfotografias lo
realizo con la cdmara Nikon DS-Fi2 acoplada con el software NIS Elements (version 4,10,01).
Asimismo, observé las distintas etapas de crecimiento de las cianobacterias para estudiar sus
caracteristicas fenotipicas. En conclusion, en esta investigacion el autor logré identificar las dos
especies que tienen mayor predominancia en el fitoplancton de la laguna las cuales pertenecen
a la familia Microcystaceae: Sphaerocavum brasiliense M.T.P. Azevedo y Sant'‘Anna y
Microcystis wesenbergii (Komarek) Komarek ex Komarek in Joosen. Ademas, afirma que esta

10



investigacion presenta el primer reporte de Microcystis wesenbergii en el Perdl generando un

alto riesgo de exposicion a las toxinas que produce esta especie.

Montoya (2014) en la investigacion “Especies cianobacteriales, formadoras potenciales de
floraciones en el lago Titicaca (Per()” tuvo la finalidad de describir la situacion en la que se
encontraba este lugar en relacion con el potencial cianobacteriano de las floraciones de agua
durante el periodo de verano 2013 y 2014. Para ello, colecté muestras de plancton del litoral
durante marzo del 2014 en la Bahia de Puno del Lago Titicaca utilizando una red de plancton
con aberturas de 10um. También estudid la comunidad pléntica utilizando los microscopios
Olympus BX 51 y Leitz Dialux 22, siendo documentado por el micrometro. Los resultados
mostraron una alta presencia de floracion de cianobacterias nuevas que ain no habian sido
encontradas en estudios anteriores en lago como la Microcystis aeruginosa, Limnoraphis
robusta (Paracutty) J. Komérek, Nodularia inca Montoya, Komarkova y Komarek que son
productora de toxinas. Llegé a la conclusién que estas cianobacterias estuvieron muy
desarrolladas en este lugar debido a la eutrofizacion que presenta el lago, el cual esta agudizando
constantemente debido al impacto antrépico generados por las actividades turisticas y los

establecimientos humanos ubicados en las orillas.

1.2. Bases tedricas especializadas

1.2.1. Control Poblacional

Existe varios métodos utilizados para el manejo de poblaciones de cianobacterias que incluyen
los métodos fisicos (radiacion ultravioleta, limpieza mecanica, floculacién, etc.), métodos
quimicos (cloracion, herbicidas, alguicidas, antibidticos, etc.) y métodos biol6gicos
(consumidores primarios, bacterias, macréfitos terrestres o acuaticos, extractos y /o derivados,
etc.) (Cobo, 2015; Solano, 2018) cada uno de ellos con un efecto diferente en los ecosistemas

en donde se realiza el control (Martinez, 2018).
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El Control bioldgico es un método que implica el uso intencional de organismos que son
enemigos naturales para regular el crecimiento de la poblacion que se comporta como plaga; y
de sustancia naturales como aceites esenciales y extractos acuosos procedentes de las plantas
que limitan el crecimiento de las cianobacterias. Las especies utilizadas en el control biologico
son aplicadas de diferentes maneras: importando enemigos exdticos a las areas afectadas,
liberando periddicamente especies controladoras/ depredadoras y observando a los enemigos
nativos mediante el manejo del ambiente en el que viven. Con respecto a los controles bioldgicos

segun Cobo (2015) tenemos:

e Agentes bacterianos: las bacterias rompen la pared celular de las cianobacterias alcanzando
resultados diferentes en funcion de los niveles de poblacién, de los nutrientes y del estado
del agua en la que se encuentra. La eficiencia del control depende de varios factores como:
la capacidad de respuesta de la bacteria frente a los cambios fisiologicos y ecoldgicos de las
especies de cianobacterias y sus mutaciones, la tasa de supervivencia, la tasa de
reproduccion y la capacidad de adaptacion que puede presentar ante amplias variaciones en
las condiciones fisicas del medio en donde se desarrolla (Cobo, 2015).

e Hongos y protozoos: su eficacia depende de la tasa de crecimiento, la relacion con sus

depredadores, capacidad de adaptacion entre otros factores (Cobo, 2015).

e Macrofitas: el crecimiento de las cianobacterias se ve limitadas por las plantas acuaticas
debido a que estas absorben nutrientes del agua y sedimento compitiendo directamente con
ellas por la disponibilidad de los nutrientes y luz. Algunas macrofitas liberan sustancias
quimicas (aleloquimicos) que podrian disminuir el crecimiento de las cianobacterias,

producir cambios en la biomasa, en su comportamiento o en la composicion del fitoplancton

(Cobo, 2015).

e Materiales vegetales y extractos de plantas: los extractos acuosos, asi como aceites
esenciales extraidos de varias plantas terrestres y acuaticas, tienen efectos negativos sobre

el desarrollo del fitoplancton como controladores biologicos (Cobo, 2015).
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Los controles poblacionales mencionados no representan ningdn riesgo para la salud publica, ni
causa contaminacion ambiental, ademas, podria ser mas rentable que el control quimico. Su
desventaja principal es que un enemigo natural recomendable en un lugar no necesariamente
funcionara de la misma manera en otro lugar, es decir hay que estudiar el problema de plaga en
particular (Hanson y Hilje, 1993).

1.2.2. Materiales vegetales y extractos de plantas

A. Macrofitas

También conocido como plantas acuéticas o hidrofitas, son plantas que no poseen flores
[lamativas. Su produccién en gran escala carece de utilidad dado que no pueden utilizarse como
alimento, por otro lado, en ecosistemas acuéaticos, estos organismos juegan un papel importante
ya que sin ellas los ecosistemas presentan un cambio considerable. Las plantas acuaticas suelen
ser utilizadas como bioindicadores dado que son una especie muy susceptible a los cambios de

pH, salinidad, temperatura, nutrientes, etc. (Garcia et al., 2010).

A continuacion, se detalla algunas de las caracteristicas importantes de los macrofitos

e Caracteristicas de habitat: Garcia et al. (2010) identificaron algunos de los ambientes mas
comunes de macrofitas, siendo estos los sistemas I6ticos (en aguas permanentes, cursos
bajo y medio y aguas estacionales) y en sistemas Iénticos (en lagunas de alta montafia,
lagunas permanentes, humedales turbosos, marismas no mareales, aguas estacionales

salinas, etc.).

El ciclo de vida de las macrdfitas es diferente a las de una planta terrestre. Su presencia en
un ecosistema puede estar determinado por el periodo de inundacion (tiempo de duracion
de la inundacién o de circulacion del agua), turbidez del agua e intensidad de la radiacion

luminosa (los macrofitos son fotosintéticos por lo que la distribucion y estratificacion
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dentro del ecosistema esta relacionado a la accesibilidad a la radiacion luminosa), salinidad
y concentracion de los iones disueltos en el agua (la concentracion de nutrientes y otros
elementos necesarios disponibles en el agua tiene gran influencia en su metabolismo ya que
muchas de estas plantas obtienen sus nutrientes a través de la epidermis de sus hojas)
(Garcia et al., 2010).

Tipos bioldgicos: Los botanicos han establecido diversos términos para definir y agrupar a
las plantas acuéticas: hidrofitas o macrofitas acudticas (plantas que tienen estructura
vegetativa completa, pudiendo estar sumergidas o flotando), higrofilos (plantas mas de
caracter terrestre que necesitan de un suelo himedo o pueden soportar un periodo de
encharcamiento temporal), fitoplancton (formado por diversos grupos de algas unicelulares,
que quedan suspendidos dentro del agua, son organismos pioneros en ecosistemas dafiados)
y algas filamentosas (su estructura es simple y se reduce a un filamento de células, suelen

predominar en cuerpos eutrofizados) (Garcia et al., 2010).

Dentro los hidrofitos o macrofitos acuaticos podemos identificar tres tipos bilégicos que se
agrupan segun el lugar donde enraizan y crecen: macrofitos sumergidos (enraizan en el
sustrato del cuerpo hidrico y permanecen completamente sumergidas), macrofitos flotantes
(no se adhieren al sustrato) y los macrofitos enraizados-flotantes (enraizan en el sustrato y
pueden tener una parte de su estructura vegetativa flotando que por lo general suelen ser
sus grandes hojas). Es objeto de nuestro estudio dos especies que pertenecen a este ultimo

grupo de macrdfitas (Garcia et al., 2010).

Estructura vegetativa de macrdéfitas: La anatomia y fisiologia que presenta son parecidas al
de las plantas vasculares, las cuales presentan modificaciones que permiten adaptarse a su
medio de desarrollo: tallo (son siempre herbaceos, con reducido o nula presencia de xilema
y tejidos de sostén, en su mayoria tiene tallos rizomatosos), raices (en su gran mayoria el
sistema radial se encuentra atrofiada o escasamente desarrollada ya que han perdido su
funcionalidad como o6rgano de absorcion, la mayoria presenta raices adventicias), hojas (

son lineales o estan finamente divididas dado que a mayor superficie foliar mayor acceso a
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nutrientes, algunas plantas pueden presentar dos tipos de hojas, heterofilia, en la parte
flotante con hojas semejante a las plantas terrestres y en la parte sumergida con hojas con
forma lineal o finamente divididas), flores (las que no presenta pétalos, son pequefias y poco
vistosas utilizando al viento y agua como polinizador mientras que las que tiene flores
vistosas y estructuras completas son polinizadas por insectos) y frutos (su aparicion es
ocasional, ya que muchos de ellos se propagan por multiplicacion vegetativa) (Garcia et al.,
2010).

e Los macroéfitos acuaticos como bioindicadores: Los macréfitos acuaticos responden
rapidamente a las variaciones en las condiciones fisicoquimicas del medio lo que los hace
buenos bioindicadores. Frente a los cambios ambientales, estas plantas presentan una
respuesta de mediano a largo plazo, reflejando las condiciones ambientales en los Gltimos
meses 0 afios. Su presencia y/o ausencia en el medio acuatico puede estar relacionada a la
calidad el agua. En los diferentes habitats acuaticos en donde estan distribuidas, estas
especies tienen la capacidad de acumular sustancias toxicas en su cuerpo (Garcia et al.,
2010).

e Beneficios y problemas asociados a las plantas acuéticas: Reciclar y absorber los nutrientes,
oxigenar el agua, fijar el CO2, regular la temperatura, luz y transporte de sedimentos del
ecosistema al cual pertenecen, ser el habitat de numerosas especies de insectos, peces y
anfibios, y, ser indicadores de calidad del agua son algunos de los maltiples beneficios que
se conocen de los macréfitos. Aun asi, su presencia también ha representado varios
problemas: impiden el paso de la luz al fondo del cuerpo hidrico; si se trata de una especie
invasora y territorial, pueden llegar a alterar el equilibrio ecolédgico del lugar; reducen el
valor econémico del medio donde se encuentran porque modifican el héabitat; y obstaculizan
canales de riego y bombeo de agua (Garcia et al., 2010).

Lemna minuta

Dentro de la familia Areceae, en el Perd se encuentran cuatro especies del género Lemna (L.

aequinoctialis Welw.; L. gibba L.; L. minuta Kunth y L. valdiviana Phil.) los cuales ocupan las
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zonas costeras, andinas y amazénicas como su habitat natural dentro del territorio nacional
(Aponte, 2016). Se debe mencionar que varias especies de las Araceae son utilizadas como

alimento de peces, animales de granja y tratamiento de aguas residuales (Kahn et al., 1993).

El adjetivo minuta proviene del latin que significa muy pequefio porque tiene un tamafio de
3mm aproximadamente de largo (Preston y Croft, 1997). La Lemna minuta presenta un
crecimiento acelerado por lo que puede convertirse en una especie invasora afectando el
crecimiento de las demas plantas acuéticas presentes en su medio (Aponte, 2016). En la Tabla
1 se describe la taxonomia de la especie.

Tabla 1

Taxonomia de Lemna minuta

TAXONOMIA
Reino Plantae
Filo Tracheophyta
Clase Liliopsida
Orden Alismatales
Familia Araceae
Subfamilia Lemnoideae
Tribu Lemneae
Geénero Lemna
Especie Lemna minuta

Nota. Adaptado de Lemna minuta-Taxonomia, por Natusfera, 2020 (https://spain.inaturalist.org/taxa/59076-
Lemna-minuta)

Potamogeton striatus

Segun Galan-Mera (1991) el Potamogeton striatus (Tabla 2) se encuentra distribuido a nivel
nacional: en las orillas de las lagunas glaciares de los Andes centrales (Potamogeton ferrugineus
H.), en las lagunas de valles salinos cuaternarios (Potamogeton illinoensis M.), en pequefias

lagunas salinas a lo largo de la costa del Pert (Potamogeton pusillus L., las orillas de lagos y
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lagunas entre 3500 - 4000 m s.n.m. (Potamogeton filiformis Pers.), sumergida en aguas
ligeramente corrientes en el centro y sur del Perl (Potamogeton punense Galan-Mera), y en
aguas ligeramente salobres del desierto Pacifico y en el Amazonas (Potamogeton striatus Ruiz

y Pav).

Tabla 2

Taxonomia de Potamogeton striatus

Taxonomia
Reino Plantae
Division Angiosperma
Clase Monocotyledoneae
Orden Helobiae
Familia Potamogetonaceae
Género Potamogeton
Especie Potamogeton striatus

Nota. Adaptado de Inventario de especies vegetales nativas del departamento La Libertad, Perd, por Aredo, V.,
Carranza-Cabrera, J. y Siche, R., 2017, Agroindustrial science
(https://revistas.unitru.edu.pe/index.php/agroindscience).

B. Extractos

Sustancia obtenida por extraccion de la materia prima la cual utiliza alcohol para extraer las
sustancias 0 principio activo de una planta. Esto puede actuar como fungicida, repelente o
inhibidor de crecimiento de otras especies dependiendo del tipo de especie a utilizar (Caldas,
2012). Solano (2018) menciona que los extractos se pueden obtener mediante extraccion por
reflujo, filtracion y evaporacion de disolvente, extraccion por maceracion y por rendimiento de

los extractos crudos.
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Fenoles

Los fenoles son compuestos organicos considerados metabolitos secundarios presentes en aguas
naturales resultado de la descomposicién de materia organica y la exudacion de las raices
(Chludil, 2017), muchos de ellos se encuentran presentes en macrdéfitas (Thurman, 1985) por lo
que son los compuestos méas comunes para el estudio del efecto alelopatico que muestran estas
especies sobre las cianobacterias (Solano, 2018) ademas de otros efectos como su actividad
antioxidante, antimicrobiana, anticancerigeno y otras actividades biologicas (Martin, 2018) por
lo que las especies Potamogeton striatus y Lemna minuta presentan un efecto inhibidor de las
colonias cianobacterianas que estaria asociada a la produccién de algin elemento quimico

liberado por estas plantas conocidos como aleloquimicos.

A continuacion, se detalla la variacion de la concentracion de los fenoles en las plantas y cuél

es el proceso de accién de estos:

e Concentracién de fenoles en especies vegetativas: La concentracion de fenoles presente en
las plantas varian dado que es influenciado por el estrés bidtico y abiotico al que estan
expuestas (Nieto et al., 2018). Uno de estos factores es la radiacion UV o la luz porque
favorece la generacion y acumulacién de fenoles en diferentes especies (Beker et al., 2020;
Petinatti et al., 2012; Berli et al., 2011) dado que la ubicacion de las macrofitas a diferentes
niveles de la columna de agua determina la accesibilidad a la radiacion luminosay, por ende,
esta relacionado con la actividad fotosintética y otros ciclos biol6gicos de la especie (Garcia
et al., 2010; Pifiol et al., 2013).

Se debe tener en cuenta que, para efectos de investigacion, la concentracion de fenoles en
los extractos también esta influenciada por condiciones que se dan en el momento de obtener
los extractos naturales, por ejemplo: el tamafio de la particula procesada, la pureza del
solvente, la temperatura y el tiempo que toma el proceso, etc. (Caldas, 2012; Naranjo, 2016;

Amaguafa y Churuchumbi, 2018).
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e Proceso de accion de los fenoles en las cianobacterias: Esta sustancia puede generar una
disminucion de la actividad fosfatasa (APA), una exo-enzima asociada a la capacidad del
fitoplancton a responder a periodos de escasez de fosforo inorgénico, y la actividad del
fotosistema I1 (PSII) de la cianobacteria limitando su disposicion a nutrientes y su capacidad
crecimiento (Eigemann, 2013). Los fenoles generan dafio en la membrana celular porque
tiene la capacidad de penetrar la membrana celular debido a sus caracteristicas lipofilica
pudiendo actuar como inhibidor enzimético al unirse al oxidarse y unirse a otros metabolitos

mediante enlaces de hidrogeno (Eigemann et al., 2013).

1.2.3. Cianobacterias

Las cianobacterias, también conocidos como algas verdes-azules, son considerados como uno
de los seres vivos mas longevos del mundo que tienen en su estructura clorofila permitiéndoles
realizar la fotosintesis. Ellas tienen caracteristicas fisiologicas similares con bacterias y algas
eucariotas, las cuales les permite adaptarse con facilidad en condiciones extremas (Bonilla,

2009) como en aguas termales con temperaturas mayores a 60 °C (Ward et al., 1994).

La mayoria de las cianobacterias se desarrollan en ecosistemas acuaticos, pero algunas también

Se encuentran ecosistemas semi-acuaticos o terrestres.

A continuacion, se presentan algunas caracteristicas generales que tienen las cianobacterias:

e Nutricion de cianobacterias: son muy simples, no requieren de vitaminas y utilizan nitrato
o amoniaco como fuente de nitrogeno. La mayoria de las especies son fototropicas
obligadas. Algunas cianobacterias filamentosas pueden crecer en la oscuridad con glucosa
y utilizan material organico como fuente de energia. Existen diversos productos
metabolicos de las cianobacterias que producen potentes neurotoxinas que pueden llegar a

matar animales que beban agua contaminada (Madigan et al., 2003).
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Factores ambientales que influyen en las floraciones de cianobacterias: El desarrollo masivo
de las cianobacterias, que tiene relacion con el incremento de cianotoxinas, se ve influenciada
por a la interaccién de determinados factores como la eutrofizacion, que es un proceso de
enriquecimiento de nutrientes, especialmente nitrégeno y fdsforo; disponibilidad de luz,
relacionado a la ubicacion de las cianobacterias dentro de la columna del agua; y

calentamiento global, debido a la variacion de la temperatura (Solano, 2018).

Cianotoxinas: Ellas generan diferentes tipos de toxinas como es la Hepatotoxinas
(microcistina, nodularinas y cilindrospermopsinas), Neurotoxinas y la Dermatoxinas
(Solano, 2018).

Métodos para el manejo de floraciones de cianobacterias toxicas: Solano (2018) presenta los
siguientes métodos para el control de floraciones: métodos fisicos (utiliza la remocion y
reduccion de entrada de nutrientes, radiacion ultrasonica), métodos quimicos (cloracion,
antibioticos, herbicidas) y métodos bioldgicos (consumidores primarios, bacterias,
cianofagos, macrdéfitas acuaticos y terrestres: alelopatia y aleloquimicos, alelopatia de los

macrofitos sobre las cianobacterias).

Microcystis aeruginosa K.

En el afio 1846 el cientifico Kiitzing descubri6 a esta cianobacteria, que tiene la capacidad de

producir una sustancia conocidas como microcistina la cual es una toxina natural, que pueden

originar problemas ambientales. Las toxinas que se encuentran al interior de las células de la

Microcystis aeruginosa se liberan al ecosistema acuatico cuando estas mueren y se

descomponen. Estas toxinas, al ser imperceptibles para las victimas, son ingeridas ocasionando

problemas de la salud. En lugares cercanos a la orilla y a la superficie, la concentracion de las

toxinas es mas alta por lo que la probabilidad de entrar en contacto con animales y humanos es

mayor (Martinez, 2006; Ding y Han, 1998). En la Tabla 3 se describe la taxonomia de la especie.
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Tabla 3

Taxonomia de Microcystis aeruginosa

Caracteristica Descripcion

Imperio Prokaryota

Reino Eubacteria

Subreino Negibacteria

Filo Cyanobacteria

Clase Cyanophyceae
Subclase Oscillatoriophycideae
Orden Chroococcales
Familia Microcystaceae
Género Microcystis

Especie Microcystis aeruginosa (Kitzing) Ktzing

Nota. Tomado de Microcystis aeruginosa (Kitzing) Kitzing 1846 por Guiry, M.D., 2020, AlgaeBase.
World-wide electronic publication (https://www.algaebase.org).

1.2.4. Humedales

Los humedales son un ecosistema semiacuéatico donde el agua es el componente principal para
el desarrollo de la vida que se forman en lugares donde la capa freatica inunda el suelo. La
Secretaria de la Convencion de Ramsar (2006) precisa que los humedales son extensiones
cubiertas de agua natural o artificial que se pueden presentar de forma permanente o temporal,
muchas de ellas se encuentran estancadas mientras que otras son fluidas. Segun el origen del
agua que las forman, los humedales podrian contener aguas saladas o dulces. Se debe tener en
cuenta que en la Secretaria de la Convencion de Ramsar (2006) también se considera como
humedal a todas las extensiones de agua marina que estan a una profundidad menor a seis metros

en marea baja.
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Se ha identificado a cinco sistemas de humedales de origen natural en la cual tenemos: el
Marino, son los costeros la cual incluye arrecifes de coral y costas con dominancia rocosa; el
Estuarino, incluye a las marismas de marea, pantanos de manglares y deltas; el Lacustre,
asociado a la presencia de los lagos; el Riberefio, asociado a arroyos y rios; y el Palustre, que
incluye a los pantanos y a las ciénagas. También existen humedales artificiales los cuales fueron
construidos por el ser humano (Secretaria de la Convencion de Ramsar, 2006).
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CAPITULO Il: MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio de la investigacion

Esta investigacion presentd un disefio experimental debido a que se manipuld las
concentraciones de fenoles de los extractos obtenidos de Potamogeton striatus y Lemna minuta
en los diferentes tratamientos y poder determinar si ejerce alguna influencia en las poblaciones
algales de M. aeruginosa. Ademas, presenté un enfoque de tipo cuantitativo y alcance

explicativo que permitio analizar nuestros datos (Hernandez et al., 2010).

2.2. Lugar y fecha

Esta investigacion se llevo a cabo en las instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad Catolica Sedes Sapientiae en la sede ubicada en el distrito de Los Olivos, Lima;
iniciando el 16 de marzo del afio 2021. Las muestras fueron colectadas del Humedal Albufera
de Medio Mundo (Figura 1) que se encuentra ubicado en el distrito de Vegueta provincia de
Huaura region de Lima, ubicadas entre las coordenadas geograficas UTM; punto 1: 206206,03
E; 8794047,87 S; y punto 2: 207587,88 E; 8792231,94 S (Figura 2). Se escogi6 dichos puntos
de muestreo considerando su accesibilidad y la presencia de las muestras bioldgicas a colectar.

Figura 1
Humedal Albufera Medio Mundo, zona de colecta de muestras
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Figura 2
Mapa de ubicacion
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Caracterizacion de area de estudio

Humedales Albufera Medio Mundo

El Humedal Albufera Medio Mundo, es un ecosistema de reciente formacion, forma parte del
circuito turistico-recreacional local, regional y del Corredor Biol6gico del Pacifico. Se encuentra
ubicado en el distrito de Vegueta, presenta una extension de 687,71 ha y por sus caracteristicas
es considerado un humedal marino-continental debido a que su sostenibilidad se debe a la
cuenca del Rio Huaura y del Océano Pacifico. Tiene una biodiversidad representativa de la costa
central de Lima, brindando servicios ambientales, culturales, educativos, econémicos y sociales
(Gobierno regional de Lima [GORE], 2009).

e Flora: se caracteriza por presentar 26 especies de flores vasculares (entre ellas destacan la
totora y el junco), ademas de 48 especies de algas que componen el fitoplancton en donde
se pueden identificar a las algas verdes, algas azules, y otros (Gobierno Regional de Lima
[GORE], 2015).

e Fauna: las aves son caracteristicas de la zona contando con 22 especies de naturaleza

migratoria de las 63 especies registradas (GORE Lima, 2015).

e Caracteristicas climaticas: presenta un clima humedo por su ubicacion en la costa peruana
con una temperatura promedio de 20 °C en invierno y 22 °C en verano. Presenta vientos
fuertes asociados a la corriente de Humboldt que pueden llevar a superar los 50 km/h
ademas, la precipitacion pluvial es 10 mm al afio siendo casi nula (GORE Lima, 2009).

2.3. Materiales y equipos

A continuacion, se enlistara los diferentes materiales y equipos utilizados en este trabajo de
investigacion: “Efecto de los extractos de Potamogeton striatus y Lemna minuta, sobre el
crecimiento de poblaciones algales de Microcystis aeruginosa obtenidas del Humedal Albuferas
de Medio Mundo”.
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Material Bioldgico

Se utilizaron poblaciones de la cianobacteria Microcystis aeruginosa ademas de muestras de los
macrofitos Potamogeton striatus y Lemna minuta en ambos casos obtenidos de una muestra

ambiental del Humedal Albuferas de Medio Mundo.

Insumos y reactivos

Los insumos Yy reactivos utilizados en la investigacion fueron variados en los diferentes

procesos:

e Preparacion de media de cultivo BG 11: Agua destilada, acido citrico, citrato de amonio
férrico, carbonato de sodio, nitrato de cobalto, nitrato de sodio, sulfato de zinc, cloruro de
magnesio, acido bdrico y sulfato de cobre.

e Determinacion de fenoles (curva de calibracion): Acido Galico, Folin Ciocalteau

e Obtencidn de extractos: Metanol al 90.

e Cuantificacion de nitrogeno y fosforo en tratamientos: Kit para nitrogeno y Kit para fosforo.
Materiales y equipos de laboratorio
Los materiales de laboratorio fueron variados; desde matraces, picetas, vasos de precipitado,

picetas graduadas, agitador, frascos ambar, contenedores de vidrio de boca ancha, balon de

fondo plano, equipo Soxhlet, etc.

En cuanto a los equipos, se utilizaron Autoclave, Microscopio electronico, agitador vortex,
Equipo de centrifugacion, Horno eléctrico, Equipo de Bafio Maria, Espectrofotémetro,

Fotometro Photo-Flex WTW, Equipo Multiparametros, Balanza analitica, entre otros.
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2.4. Descripcion del experimento

Preparacion del medio de cultivo BG-11

Para cultivar y obtener las poblaciones unialgales de Microcystis aeruginosa se prepar6 2 L del
medio de cultivo BG-11, para la cual se mezclaron las sustancias quimicas descritas en la Tabla
4y 5, en las proporciones que se sefialan. Se debe mencionar que las cantidades especificadas
en las Tablas 4 y 5 estan establecidas para preparar 1 L de medio de cultivo. Luego de realizar
la mezcla (Figura 3), se esterilizé el medio de cultivo en autoclave y se mantuvo refrigerada a

4°C hasta su uso.

Tabla 4
Composicion del medio de cultivo BG-11 para cultivo de cianobacterias

CONCENTRACION

COMPUESTO NOMENCLATURA
(mg/L)

Nitrato de sodio NaNOs 1500
Fosfato de hidrogeno di-potasico tri-

hidratado K2HPO43H,0 40
Sulfato de magnesio hepta-hidratado MgSQO47H,0 75
Cloruro de Calcio di-hidratado CaCl,2H,0 36
Acido citrico CsHsO; 6
Citrato férrico-amoniaco CsH1:FeNOy 6
Acido Etilendiaminotetraacetico disddico Na,-EDTA 1
Carbonato de sodio monohidratado Na,COs3(H20) 20
Solucion de micronutrientes 1

Nota. Adaptado de Composition of standard mineral media por Rippka et al., 1979, Journal of General
Microbiology (DOI: 10.1099/00221287-111-1-1)
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Tabla 5
Solucién de Micronutrientes para el cultivo de medio BG-11

CONCENTRACION

COMPUESTO NOMENCLATURA

(9/L)
Acido boérico Hs BO3 2,86
Cloruro de manganeso tetra-hidratado MnCl; 4H,0 1,81
Sulfato de zinc hepta-hidratado ZnS047H,0 0,22
Molibdato de sodio di-hidratado NaMo042H20 0,39
Sulfato de cobre penta-hidratado CuS045H,0 0,08
Nitrato de cobalto hexa-hidratado CO(NO3)26H20 0,049

Nota. Adaptado de Composition of standard mineral media por Rippka et al., 1979, Journal of General
Microbiology (DOI: 10.1099/00221287-111-1-1)

Figura 3

Preparacion de medio de cultivo BG-11

Nota. 1. Pesado de los insumos para preparacion de medio de cultivo. 2. Preparacion de las disoluciones.
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Colecta de organismos bioldgicos

o Poblaciones de Microcystis aeruginosa

Luego de identificar una zona sin sombra, con poca exposicion a las corrientes de aires o con
mayor concentracion visual de la cianobacterias (Universidad Nacional Mayor de San Marcos
[UNMSM], 2014) como los puntos para realizar la toma de muestra de Microcystis aeruginosa,
se utilizd un tamiz de 0,2 um y un recipiente para recolectar las muestras obtenidas. El proceso
consistio en tomar una muestra de agua de ¥ L con el recipiente y verterlo en el tamiz para
luego hacer movimientos circulares hasta que el liquido se retenga y presente un color verdoso
(Figura 4). El liquido que se obtuvo se colectd en contenedores esterilizados. El proceso se
repitié por cada punto de muestreo hasta llenar el recipiente (UNMSM, 2014).

Figura 4

Colecta de Microcystis aeruginosa
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o Poblaciones de Potamogeton striatus

Para realizar la colecta del Potamogeton striatus se identificaron los puntos de muestreos in situ
tomando en cuenta la distribucion y la accesibilidad al punto de muestreo. Una vez identificado
la zona, se procedio con la colecta de la especie nadando hasta el lugar de toma de muestra. Las
muestras obtenidas presentaron raices, hojas, tallo y algunas flores para facilitar la identificacion

a la especie que pertenece (Sanchez y Gonzales, 2007).

. Poblaciones de Lemna minuta

El procedimiento descrito en la colecta de Potamogeton striatus también se aplicé para la
obtencion de poblaciones de Lemna minuta, teniendo en cuenta que se debe de obtener la mayor
parte de su morfologia para facilitar la identificacion a la especie que pertenece (Sanchez y
Gonzales, 2007).

Identificacidn de especies

La muestra Potamogeton striatus obtenida del Humedal Albufera de Medio Mundo fue llevado
al Laboratorio de Historia Natural de la Universidad de San Marcos para la identificacion de la
especie en donde fue clasificada como Potamogeton striatus Ruiz & Pav. segun el sistema de
Clasificacion de APG IV (2016) como deja en evidencia la Constancia N°-004-2022-USM-HN
(ver Apéndice L). La muestra vegetal contaba con toda la estructura vegetativa (raices, tallo,

hojas y flores) por lo que se trataba de una muestra de una especie acuatica fértil.

Las muestras obtenidas para Lemna minuta fueron caracterizadas siguiendo la descripcion de la
especie realizada segun Landolt y Schmidt (2009) y Kahn et al. (1993) dado que la especie es
ampliamente estudiada y distribuida debidos a que se la encuentra en la regién altoandina en
canales y drenajes de agua lenta (Kahn et al, 1993); y, también a lo largo de la costa peruana en

lugares como humedales y Lomas (Aponte, 2016).
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Ademas, se verifico que la especie era una de las dos especies de Lemna (Lemna minuta y Lemna
gibba) identificadas en el humedal segun se publicé en el Plan Maestro de Medio Mundo 2009-
2013. La Lemna minuta se caracteriza por tener un solo nervio poco visible en su hoja cuyo
enves foliar es plano, distinta a lo que presenta la Lemna gibba donde el envés es abultado (Kahn
et al, 1993).
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Crecimiento poblacional de Microcystis aeruginosa

Para obtener el monocultivo de Microcystis aeruginosa, se realizo tres aislamientos sucesivos
de 10 mL agua de la muestra ambiental en el medio de cultivo BG-11, manteniéndolo a una
temperatura ambiente con 1100 luxes de intensidad constante y agitacion manual dos veces al
dia. Posteriormente se analizo las colonias obtenidas en los matraces de Erlenmeyer utilizando
10 uL de cultivo que se coloco en el portaobjeto e identificd en el microscopio (Figura 5). Una
vez obtenida las colonias de Microcystis aeruginosa se procedié a incrementar la biomasa en
dos frascos de vidrio con capacidad de 1 L cada uno, que contenian medio de cultivo de BG-11

liquido durante 29 dias.

Figura 5
Crecimiento de cianobacterias y cuantificacion de colonias

Nota. 1. Crecimiento de Microcystis aeruginosa. 2. Cuantificacion de colonias.

Los datos obtenidos en los anélisis de laboratorio se utilizaron para establecer la curva y la
cinética de crecimiento de las cianobacterias, asi como la tasa de crecimiento, tiempo de
duplicidad y capacidad de carga del cultivo (Sanchez, 2014; Martinez, 2018), para ello se
utilizaron las siguientes formulas:
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Tasa de crecimiento continuo:
InNt = a + bt Que equivale a: Nt = Noe"

Donde:

Nt: Poblacion final

No: Poblacion inicial

e: Constante de neperiano

W: Tasa de crecimiento exponencial

t: Tiempo

Tiempo de duplicidad (T)

T Ln(2)
T

Siendo “r” tasa de crecimiento exponencial

Capacidad de Carga (K)

Nt =

1—(1—(%)9—;11:

Donde:
Nt: Poblacién en tiempo t
u: Tasa de crecimiento

K: Capacidad de carga del cultivo
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Obtencion de extractos metanolicos

Para la obtencion de los extractos se secaron las muestras de los macrofitos en horno eléctrico
en pequefias cantidades por un tiempo de 45 min a 250 °C, se pulverizo y prepararon los
cartuchos para la filtracion. El extracto se obtuvo mediante la destilacion de metanol a 45 °C
aproximadamente en el equipo Soxhlet hasta obtener un extracto que fue almacenado en
recipientes ambar hasta su posterior uso (Figura 6) (Nufez, 2008; Solano, 2018). Este
procedimiento fue repetido para cada macrofita extraidos del humedal. Estos extractos fueron
aplicados sobre poblaciones Microcystis aeruginosa en diferentes concentraciones que se
detallan en los tratamientos.

Figura 6

Obtencidn de extractos

Nota. 1. Proceso de obtencidn de extracto. 2. Extracto obtenido Potamogeton striatus
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Determinacion de concentracion de fenoles de los extractos de Potamogeton striatus y

Lemna minuta

Se realizd la determinacion de Fenoles Totales presentes en los extractos de Potamogeton
striatus y Lemna minuta mediante la metodologia descrita por Waterhause (2002), en donde el
Folin Ciocalteau actia como reactivo. Esta metodologia utiliza el acido galido de 0,1 g/L,
CO2Na2 al 20 % y Folin Ciocalteau 1 N para realizar la curva de calibracion en el
Espectrofotométrico Photoflex WTW® (Figura 7). Posteriormente se determind la cantidad de

fenoles totales presentes nuestras muestras de extractos.

Figura7

Determinacién de fenoles

W

Nota. 1. Preparacion de disoluciones de CO;Na; para curva de calibracion. 2. Reactivo Folin Ciocalteau 1 N

Determinacién de la accién de los fenoles mediante la concentracion de la clorofila

Para determinar la accion de los fenoles, obtenidos de los extractos de las macroéfitas, frente a
las poblaciones de cianobacterias, se realizd la evaluacion de la clorofila utilizando el Método
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de Extraccion con Metanol 90 % realizado por Azov (1982) (Figura 8). Para calcular la
concentracion se utilizé la siguiente ecuacion (Azov, 1982):

, mg
Clorofilaa (T) = 13,9 (4665 nm — A750nm)U/V

Donde:
A: Absorbancia
U: Volumen de metanol

V: Volumen de la muestra

Figura 8

Determinacion de la concentracién de clorofila y muestras procesadas

Nota. 1. Preparacion de muestra blanco (metanol 90 %) en Espectrofotémetro Photoflex WTW® para toma de
datos. 2. Muestras de tratamientos preparados para cuantificacion de clorofila.
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Determinacion de porcentaje de inhibicidn a partir de la concentracion de clorofila

Para la determinacion del porcentaje de inhibicion de crecimiento de las colonias de Microcystis
aeruginosa se cuantifico la cantidad de colonias presentes en el control y los tratamientos en
cada evaluacion a partir de la variacion de la concentracion de la clorofila en cada uno de ellos.
Para calcular el porcentaje de inhibicion se realiz6 siguiendo la metodologia utilizada por Huang
et al. (2020):

(X control — X tratamiento)
X control

Porcentaje de inhibiciéon = 100 *

En donde:
X control: nimero de colonias presentes en el control

X tratamiento: nimero de colonias presentes en el tratamiento

Determinaciéon de los parametros fisicoquimicos: pH, conductividad, nitrégeno total,

fosforo total y temperatura en los tratamientos y control
o Determinacion de Potencial de Hidrégeno (pH)
Para determinar el Potencial de Hidrogeno (pH) se utiliz6 un equipo conocido como

Multipardmetro mediante el cual se determind si la muestra es acida o alcalina (Instituto De
Investigaciones Marinas y Costeras [INVEMARY], 2003) (Figura 9).
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Figura 9
Cuantificacion de parédmetro fisicoquimico (pH) con equipo Multiparametro

. Determinacion de conductividad

Para determinar la conductividad se utilizo el equipo Multipardmetro, las unidades de medidas
correspondiente a este parametro fue el de ms/cm. Mediante este método se determind la
capacidad que tiene la muestra para conducir corriente eléctrica (Instituto Nacional de Salud,
2011).

o Determinacion de nitrégeno total

Para determinar el nitrogeno total se siguié la metodologia descrita por (Wissenschaftlich-
Technische Werkstatten GmbH [WTW], 2016) en el programa N° 35 en donde se utiliz6 10 mL
de la muestra y se le coloc6 1 cucharita de N-1K WTW® y 6 gotas de N-2K WTW® para
calentarlo a 120 °C durante una hora. En la cubeta de reaccion se coloco una cuchara de N-3K
WTW®vy 1,5 mL del medio procesado con anterioridad, luego de homogenizarlo y reposar, con
la ayuda del Espectrofotometro Photoflex WTW®, se determind la concentracion de nitrégeno

total.
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e Determinacion de fésforo total

Para determinar el fosforo total se siguid la metodologia descrita por (WTW, 2016) en el
programa N° 23 en donde se analiz6 5 mL de muestra en una cubeta junto a los reactivos para
fosforo total PO1 y PO2 WTW®. Luego de 5 minutos de reposo se procedio a realizar las

lecturas en el equipo Espectrofotometro Photoflex WTW®.

2.5. Tratamientos

Los tratamientos que se describen en la Tabla 6 fueron planteados segun la metodologia

desarrollada en la investigacion de Solano (2018).

Tabla 6
Tratamientos del experimento
Tratamiento (T) Dosis

TO 100 mL de CM
Tl 14,08 mg/L de Fenol del EP en 100 mL de CM
T2 7,04 mg/L de Fenol del EP en 100 mL de CM
T3 3,52 mg/L de Fenol del EP en 100 mL de CM
T4 1,76 mg/L de Fenol del EP en 100 mL de CM
T5 4,71 mg/L de Fenol del EL en 100 mL de CM
T6 2,36 mg/L de Fenol del EL en 100 mL de CM
T7 1,18 mg/L de Fenol del EL en 100 mL de CM
T8 0,59 mg/L de Fenol del EL en 100 mL de CM

Nota. Abreviaturas: EP= Extracto de Potamogeton striatus; EL= Extracto de Lemna minuta; CM= Cultivo de
Microcystis aeruginosa a 8 x10"3 col/mL).

2.6. Unidades experimentales
La unidad experimental en esta investigacion estuvo formada por frascos de vidrio de cuello

ancho esterilizadas con una capacidad de 300 mL. Cada unidad experimental contenia 100 mL

de cultivo de Microcystis aeruginosa mas la dosis de los extractos de las plantas Potamogeton
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striatus y Lemna minuta en diferentes concentraciones. Este trabajo experimental cont6 con un

total de 24 unidades experimentales (3 réplicas por cada tratamiento) y un control (Figura 10).

Figura 10

Unidades experimentales: recipientes con tratamientos

2.7. Identificacion de las variables y su mensuracion

La identificacion de la variable y de su mensuracion se describe en la Tabla 7.

Tabla 7

Identificacion de variables y su mensuracién

Variable Unidad Metodologia Instrumento

Variable independiente
Concentracion de fenol en los extractos de  mg/L Reaccidn de Folin Espectrofotémetro

Potamogeton striatus y Lemna minuta. Ciocalteau

Variable dependiente
A. Crecimiento poblacion de Microcystis  mg/L Método de Extraccion Espectrofotémetro y

aeruginosa (Evaluacion de clorofila) con Metanol 90 % Microscopio
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(Continuacion)

B. Parametros Fisicoquimicos:

pH - Potenciometria Multiparametro
Conductividad mS/cm Conductimetria Multiparametro
Nitrégeno mg/L Fotometria Fotometro
Fésforo mg/L Fotometria Fotometro
Temperatura °C Meétodo de resistencia Multipardmetro

2.8. Disefio estadistico del experimento

Se utilizé el disefio completo al azar (DCA) en esta investigacion, con una muestra control y
ocho tratamientos que corresponden a 14,08; 7,04; 3,52 y 1,76 mg/L de fenol de los extractos
de Potamogeton striatus y para los de Lemna minuta fueron de 4,71; 2,36; 1,18 y 0,59 mg/L,
respectivamente; a los que fueron sometidos las poblaciones de Microcystis. El disefio
estadistico fue el mismo para evaluar ambos extractos, considerando que se hicieron tres réplicas

por cada tratamiento.

2.9. Analisis estadisticos de datos

Los datos que se obtuvieron del proceso experimental fueron analizados en programa Microsoft
Excel 2016 en donde se realizaron las tablas y graficos presentados en esta tesis. Asi mismo, se
proceso la informacién en el paquete estadistico IBM SPSS Statistics 28 para el calculo de la
varianza (p < 0,05) y desviacion estdndar (DE). Se realiz6 comparaciones multiples con Tukey
para determinar los tratamientos que presentaron diferencia significativa y, la correlacion lineal
de Pearson, para determinar la influencia presentd los parametros con el nimero de colonias
(Martinez, 2018).
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CAPITULO I11: RESULTADOS

3.1. Cinética de crecimiento poblacional de Microcystis aeruginosa

Las muestras bioldgicas de Microcystis aeruginosa que se obtuvieron del humedal Albufera
Medio Mundo se cultivaron en el medio de cultivo BG-11 durante un periodo de 29 dias luego
del cual se determind los parametros cinéticos de crecimiento de la especie: la tasa de
crecimiento (r = 0,13 dias™), el tiempo de duplicacion (t2 = 5,38 dias) y la capacidad de carga
(K = 404,79 colonias/ dia).

Las colonias de Microcystis aeruginosa contabilizadas en 1 mL mostraron un crecimiento
continuo durante un periodo de 29 dias cultivadas en condiciones de laboratorio. Esta
cianobacterias presentd una etapa exponencial de crecimiento en un tiempo aproximado de 15
dias, entre el dia 5y 20 (Figura 11) de iniciado el cultivo cianobacteriano. Ademas, presentd un
crecimiento exponencial que se relacion6 con la siguiente férmula y = 343,98x - 199,99 (R =
0,955) (ver Apéndice 1).
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Figura 11
Curva de crecimiento poblacional de Microcystis aeruginosa en medio de cultivo BG11
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3.2. Obtencion de extractos y determinacion de concentracidn de fenoles

Las muestras de Potamogeton striatus y Lemna obtenidas del Humedal Albufera Medio Mundo
fueron procesadas para la determinacion de la concentracion de fenoles totales. El analisis
presento los siguientes resultados: para el extracto de Potamogeton striatus una concentracion

de 14,08 mg/L (Figura 12) y 4,71 mg/L para el extracto de Lemna minuta (Figura 13).
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Figura 12

Concentracion de fenoles totales en el extracto obtenido de Potamogeton striatus
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Figura 13

Concentracion de fenoles totales en el extracto obtenido de Lemna minuta
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3.3. Actividad fendlica del extracto de Potamogeton striatus y Lemna minuta sobre el

crecimiento poblacional de Microcystis aeruginosa

El efecto inhibidor de los extractos se determind mediante la cuantificacion de la concentracion
de clorofila debido al efecto que tiene los fenoles sobre ella. Con una poblacidn inicial de 8 mil
colonias/mL se obtuvo como dato base 3,888 mg/L de clorofila. Luego de realizar los
tratamientos, se analiz6 la clorofila en cada uno de ellos (ver Figura 14 y 15; Apéndice 4.1 y
4.2) y, tomando como base la concentracion de clorofila de la poblacion inicial, se determind el
namero de colonias presentes para cada tratamiento (ver Apéndice 5) ademas del porcentaje de

inhibicion en comparacion con el control (ver Apéndice 6).

Figura 14
Concentracién de clorofila en los tratamientos con extracto de Potamogeton striatus

14.000
12.000
=
S~
[oTs]
£
< 10.000
-
=
o)
o
8 8.000 ——T1
w ——T2
S 6.000 ——T3
2
3 T4
'—
Z 4,000 ceeses TO
(@)
=2
o)
(@)
2.000
0.000
1 3 6 8 10 13
DIAS

45



Figura 15

Concentracion de clorofila en los tratamientos con extracto de Lemna minuta
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En la Figura 16 se observé un crecimiento de las colonias de Microcystis aeruginosa en el
control y en los diferentes tratamientos que se realizaron para el extracto de Potamogeton
striatus, visualizandose un descenso del numero total de colonias de los tratamientos respecto

al control.
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Figura 16
Crecimiento de colonias de Microcystis aeruginosa (colonias/ mL x 100) para tratamientos

con Potamogeton striatus y control
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En el porcentaje de inhibicién de colonias de los diferentes tratamientos de Potamogeton striatus
se obtuvo lo siguiente: el T1 (14,08 mg/L) presentd un porcentaje de inhibicion minima de 52,42
y maxima de 75,85 % para los dias N° 8 y 13 de iniciados los tratamientos respectivamente.
También se obtuvo los datos minimos y maximos de los porcentajes de inhibicion de los
diferentes tratamientos: para T2 (7,04 mg/L), 47,07 y 76,85 % para los dias N°8 y 13; en T3
(3,52 mg/L), 36,90 y 57,68 % en los dias N°8 y 13; finalmente, en T4 (1,76 mg/L) se present6
un porcentaje de inhibicion minima y maxima de 34,73 y 51,70 % para los dias N° 6 y 13

respectivamente (Figura 17).
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Figura 17
Actividad fenolica del extracto Potamogeton striatus de los diferentes tratamientos aplicados

frente al control
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En la Figura 18 se muestra el crecimiento de las colonias de Microcystis aeruginosa en el control
y en los diferentes tratamientos de Lemna minuta, en la que se observa un descenso notorio del

namero total de colonias de los tratamientos con respecto al control.
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Figura 18
Crecimiento de colonias de Microcystis aeruginosa (colonias/ mL x100) para tratamientos

con extracto de Lemna minuta y el control
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Esto se puede constatar en la determinacion del porcentaje de inhibicion de colonias de los
diferentes tratamientos en donde se observé lo siguiente: T5 (4,71 mg/L) presentd un porcentaje
de inhibicion minima de 42,02 y méxima de 80,24 % para los dias N° 6 y 13 de iniciados los
tratamientos respectivamente. De igual manera se obtuvo un porcentaje de inhibicion minimay
méaxima los dias N°6 y 3 con valores de 39,78 y 73,98 % para el T6 (2,36 mg/L); de 30,25 y
57,40 % en los dias N° 6 y 3 para T7 (1,18 mg/L) y finalmente, en T8 (0,59 mg/L) se presento
un porcentaje de inhibicion de 29,08 y 50,57 % para los dias N° 10 y 3 respectivamente (Figura
19).
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Figura 19

Actividad fendlica del extracto Lemna minuta de los diferentes tratamientos aplicados frente

al control
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El analisis de varianza realizado para la concentracion de clorofila mostré un p < 0,00 para los

tratamientos con Potamogeton striatus (ver Apéndice 7.1), al igual que para Lemna minuta (ver

Apéndice 7.2); ello indicd que existe una diferencia significativa entre los tratamientos. En la

prueba realizada con Tukey se observo que los tratamientos fueron significativamente diferentes

del control, esta situacion se presentd en ambos casos.

El porcentaje de inhibicidbn de Potamogeton striatus mostr6 una varianza p = 0,006;

demostrando que hay una diferencia significativa entre los tratamientos. En la prueba realizada

con Tukey se observé que existe una diferencia significativa entre el tratamiento T4 con respecto

a T1ly T2, mientras que el T3 no fue significativamente diferente a los demas tratamientos. Las

medias que presentaron valores mas altos son los T1 (62,71 %) y T2 (59,72 %) (ver Apéndice

8.1).
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En los tratamientos de Lemna minuta la varianza obtenida (p = 0,012) demuestra que existia una
diferencia significativa entre uno o méas de los tratamientos. En la prueba de Tukey se identifico
que T5 presentd una diferencia significativa con respecto a T8; mientras que el T6 y T7 no es
significativamente diferentes a los demas tratamientos. La media que presentd valores mas altos
es T5 (62,98 %) (ver Apéndice 8.2).

3.4. Determinacion de la correlacion entre los extractos de Potamogeton striatus y Lemna
minuta sobre los parametros fisicoquimicos de los tratamientos (pH, fosforo total,

nitrégeno total, conductividad y temperatura)

La determinacion inicial de la concentracién de nitrégeno y fdsforo totales mostr6 como

resultado 27,1mg/L y 1,52 mg/L respectivamente.

La concentracion de nitrégeno total obtenido al inicio de los analisis fue de 27,1 mg/L y
evidenci6 una disminucién significativa en los datos de las concentraciones obtenidos luego de
02 semanas de tratamiento; en donde se obtuvo 4,99 mg/L para TO (control); 8,55; 5,94; 8,22 y
8,45 mg/L para T1, T2, T3y T4 respectivamente (Potamogeton striatus) (Figura 20); y 10,08;
7,69; 4,43y 6,73 mg/L para T5, T6, T7 y T8 (Lemna minuta) (Figura 21).
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Figura 20

Concentracion de nitrégeno total determinado al inicio para el control y al final del control
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Figura 21
Concentracién de nitrogeno total determinado al inicio para el control y al final del control

final de los tratamientos para Lemna minuta
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El analisis de Tukey aplicado al nitrogeno total para los tratamientos de Potamogeton striatus

mostrd que no existen diferencias significativas entre la concentracion de nitrégeno total y los
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tratamientos (p = 0,9) al igual que los tratamientos de Lemna minuta, donde tampoco presento
diferencia significativa (p = 0,99). De lo anterior, se puede indicar que la concentracion de

nitrégeno total no varia significativamente en los diferentes tratamientos.

La concentracion inicial de fosforo total fue de 1,52 mg/L y en la cuantificacion final de la
concentracion de fosforo se obtuvo 2,88 mg/L para TO (control); 1,37; 1,93; 1,94 y 2,31 mg/L
para T1, T2, T3y T4 respectivamente (Figura 22); y 1,32; 1,80; 2,24 y 1,90 mg/L para T5, T6,
T7y T8 (Figura 23).

Figura 22
Concentracion de fosforo total determinado al inicio para el control, y al final del control

final de los tratamientos para Potamogeton striatus
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Figura 23

Concentracion de fosforo total determinado al inicio para el control, y al final del control

final de los tratamientos para Lemna minuta
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Los resultados de las mediciones de pH para el control fluctuaron entre 7,70 + 0,00 (dia N°13)

y 8,70 = 0,00 (dia N° 10), mientras que para los tratamientos con Potamogeton striatus el pH
oscilé entre 8,00 £ 0,10 (dia N° 8) y 9,33 + 0,12 (dia N° 1) (Tabla 8). En tanto el pH vari6 entre
8,07 £ 0,06 (dia N° 8) y 9,37 £ 0,21 (dia N° 1) para el pH de los tratamientos con Lemna minuta

(Tabla 9).

Tabla 8

Promedios obtenidos de pH para Potamogeton striatus Los valores son promedios de tres

mediciones + desviacion estandar (DS)

DIAS
1 3 6 8 10 13
T1  9,03+0,15 8,17+0,31  8,60+0,26  8,20+0,46  8,20+0,17  8,13+0,15
T2  9,20+0,10 8,67+0,32  8,73+0,12  8,33+0,06 8,37+0,06  8,27+0,06
T3  9,30+0,10 9,13+0,57  8,70+0,20  8,00+0,10  8,23+0,06  8,20+0,10
T4  9,33+0,12 9,30+0,46  8,70+0,20  8,13+0,21  8,37+0,15  8,30+0,10
TO  7,90+0,00 8,10+0,00  8,55+0,07  8,30+0,00  8,70+0,00  7,70+0,00
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Tabla 9

Promedios obtenidos de pH para Lemna minuta Los valores son promedios de tres mediciones

* desviacion estandar (DS)

DIAS
1 3 6 8 10 13
T5  9,23+0,12  8,90+0,36  8,63+0,15  8,20+0,10  8,40+0,17  8,33+0,21
T6  9,37+0,15  9,20+0,36  8,70+0,26  8,07+0,06  8,23+0,15  8,30+0,17
T7  9,37+0,21  9,27+0,51  8,73+0,15  8,20+0,26  8,37+0,21  8,43+0,15
T8  9,07+0,21  9,27+0,32  8,47+0,21  8,07+0,21  8,30+0,10  8,57+0,31
TO  7,90+0,00 8,10+0,00  8,55+0,07  8,30+0,00  8,70+0,00  7,70+0,00

Los valores de temperatura (°C) para el control, esta fluctu6 entre 21,30 + 0,00 (dia N° 8) y

24,30 £ 0,00 (dia N° 1), mientras que para los tratamientos con Potamogeton striatus la
temperatura oscil6 entre 21,90 + 0,17 (dia N° 8) y 25,33 £ 0,10 (dia N° 1) (Tabla 10) y entre
22,10 + 0,13 (dia N° 8) y 25,40 + 0,04 (dia N° 1) para la temperatura de los tratamientos con

Lemna minuta (Tabla 11).

Tabla 10
Promedios obtenidos de temperatura (°C) para Potamogeton striatus. Los valores son

promedios de tres mediciones + desviacion estandar (DS)

DIAS
1 3 6 8 10 13
Tl 24,62+0,15 23,0740,12 24,3740,29 21,73+0,58 24,13+0,15 21,93+0,15
T2 24,95+0,10 23,43+0,32 24,63+0,25 21,90+0,26 24,47+0,38 22,20+0,26
T3 25,03+0,15 23,83+0,32 24,80+0,30 23,93+3,44 24,83+0,06 22,23+0,23
T4  2542+0,29 24,0740,38 24,7740,21 21,90+0,10 24,47+0,06 22,23+0,15
TO 24,30+0,00 22,80+0,00 23,90+0,00 21,30+0,00 24,10+0,00 22,00+0,00
Tabla 11

Promedios obtenidos de temperatura (°C) para Lemna minuta Los valores son promedios de

tres mediciones * desviacién estandar (DS)

DIAS
1 3 6 8 10 13
T5 2545+0,17 23,90+0,36 24,80+0,26 22,10+0,26 24,53+0,06 22,27+0,29
T6  2527+0,12 24,27+0,15 24,87+0,32 22,23+0,15 24,23+0,25  22,37+0,21

55



(continuacion)

T7  2527+0,12 24,17+0,31 24,73+0,29 22,20+0,10 24,30+0,36  22,30+0,10
T8  24,87+0,12 24,17+0,32 24,57+0,31 22,43+0,32 24,23+0,12  22,20+0,20
T0  24,30+0,00 22,80+0,00 23,90+0,00 21,30+0,00 24,10+0,00 22,00+0,00

En cuanto a las mediciones de conductividad (mS) para el control, esta fluctu6 entre 0,79 + 0,00
(diaN° 1)y 1,81 +0,00 (dia N° 3), mientras que para los tratamientos con Potamogeton striatus
la conductividad oscil6 entre 0,61 + 0,17 (dia N° 8) y 1,62 + 0,10 (dia N° 13) (Tabla 12).
Asimismo, este parametro fluctuo entre 0,54 + 0,13 (dia N° 8) y 1,49 + 0,04 (dia N°13) para la

conductibilidad de los tratamientos con Lemna minuta (Tabla 13).

Tabla 12
Promedios obtenidos de conductividad (mS) para Potamogeton striatus Los valores son

promedios de tres mediciones + desviacion estandar (DS)

DIAS
1 3 6 8 10 13
T1  1,0940,03 1,41+0,01  0,9940,11  0,93+0,13  1,10+0,12  1,62+0,10
T2  1,04+0,05  1,35+0,03 0,81+0,09  0,73+0,04  1,20+0,02  1,48+0,02
T3  0,98+0,03  1,53+0,33  0,78+0,06  0,61+0,17  1,11+0,12  1,47+0,03
T4  0,98+0,03  1,30+0,02 0,68+0,06  0,62+0,03  1,11+0,12  1,48+0,03
TO 0,7940,00  1,81+0,00  1,31+0,00  1,44+0,00  1,27+0,00  1,65+0,00
Tabla 13

Promedios obtenidos de conductividad (mS) para Lemna minuta Los valores son promedios

de tres mediciones + desviacion estandar (DS)

DIAS
1 3 6 8 10 13
T5 0,95+0,04  1,13+0,08 0,60+0,11  0,54+0,13  1,08+0,06  1,49+0,04
T6  0,93+0,03  1,21+0,02  0,68+0,11  0,62+0,08  0,93+0,21  1,44+0,09
T7 0,98+0,01  1,21+0,02  0,65+0,14  0,59+0,10  1,11+0,06  1,44+0,08
T8  1,0240,02  1,26+0,02  0,75+0,10  0,60+0,18  1,09+0,04  1,40+0,05
TO 0,79+0,00  1,81+0,00  1,31+0,00  1,44+0,00  1,27+0,00  1,65+0,00

Se utilizé el indice de correlacion de Pearson para determinar la relacion que existe entre el pH,

conductividad, temperatura, nitrégeno, fosforo total, clorofila y porcentaje de inhibicion para
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los tratamientos de Potamogeton striatus la cual mostro que existe correlacion negativa entre la
clorofila y el porcentaje de inhibicion (r = -0,651; P < 0,05); una correlacién positiva entre la
clorofila y fésforo total (r = 0,875; P < 0,01); el fésforo total present6 una correlacion negativa
con el nitrogeno (r = -0,677; P < 0,05); una correlacion positiva entre el nitrogeno y la
conductividad (r = -0,954; P < 0,01); la temperatura presentd una correlacion negativa con la
conductibilidad (r =-0,928; P < 0,01) ademas de una correlacion positiva con el pH (r = 0,708;
P < 0,05) y con el nitrogeno (r = 0,976; P < 0,01) (Apéndice 10).

Asi mismo, para los tratamientos de Lemna minuta, el indice de correlacion de Pearson mostro
que existe una correlacion negativa entre la clorofila y el porcentaje de inhibicion (r = -0,672;
P<0,05), mientras que con el fésforo total presentd una correlacion positiva (r =0,913; P < 0,01).
El porcentaje de inhibicién mostr6 una correlacion positiva con el pH (r = 0,670; P < 0,05). En
el caso del nitrégeno, tuvo una correlacion negativa con el fosforo total (r = -0,648; P < 0,05) y
con la conductibilidad (r =-0,955; P < 0,01), mientras que presentd una relacién positiva con el
pH (r = 0,642; P < 0,05), fosforo total (r = 0,651; P < 0,05) y temperatura (r = 0,972; P < 0,01).
El pH presentd una correlacion positiva con la temperatura (r = 0,760; P < 0,05) y la temperatura

mostrd una correlacion negativa con la conductividad (r = -0,922; P < 0,01) (ver Apéndice 11).
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CAPITULO IV: DISCUSIONES

4.1. Estimacion de la cinética de crecimiento de las colonias de Microcystis aeruginosa a

nivel de laboratorio

El crecimiento poblacional de Microcystis aeruginosa que se realizé en el medio de cultivo BG-
11 aunpH de 8,5 en un periodo de 29 dias, sometidos a 24 °C y 1100 luxes de manera constante,
mostro las siguientes caracteristicas: una tasa de crecimiento (r) de 0,13 dias™, un tiempo de
duplicacion (t2) de 5,38 dias y una capacidad de carga (K) de 404,8 colonias/dia; ademas,
presentd un crecimiento exponencial que se relacioné con la siguiente férmula y = 343,98x -
199,99 (R = 0,955). Estos resultados son similares a los obtenidos por Moscoso (2021) quien
obtuvo una tasa de crecimiento (r) de 0,133 dias™, el tiempo de duplicacion (t2) de 5,211 dias y
con una capacidad de carga (K) de 499,9 colonias/dia; ademas, se ajustdé a una curva, cuya
formula fue y = 547,14x - 290 (R = 0,9527), en colonias de Microcystis aeruginosa que fueron
cultivadas en el medio BG-11 con un pH de 8,0 sometidos a una temperatura de 25 °C y 1100
luxes de iluminacién de manera constante durante 30 dias. A su vez, Martinez (2018) obtuvo un
crecimiento parecido para Microcystis aeruginosa utilizando BG-11 como medio de cultivo,
con un pH de 8,5 sometidos a 25 °C y 1100 luxes de iluminacion de manera constante durante
25 dias luego del cual mostrd una tasa de crecimiento (r) de 0,12 dias™, un tiempo de duplicacion
(t2) de 5,75 dias y una capacidad de carga (K) de 499,9 colonias/dia; ademas, los datos se
ajustaron a una curva, cuya formula fue y = 143,28x - 147,9 (R = 0,975). En la presente
investigacion la cianobacteria Microcystis aeruginosa se adapté adecuadamente al medio de
cultivo BG-11 aplicado durante 29 dias, facilitando su crecimiento en condiciones de

laboratorio.
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La temperatura ha mostrado ser un factor indispensable para el crecimiento de la Microcystis
aeruginosa debido a que esta asociado a su velocidad de crecimiento de las cianobacterias.
Crettaz (2018) menciona que la velocidad de crecimiento de esta cianobacteria estudiado a nivel
de laboratorio puede aumentar 4,8 veces cuando se eleva la temperatura de 15 a 35 °C en medios
de BG-1. Esto se relaciona con los datos de capacidad de carga que se obtuvieron en Moscoso
(2021) y Martinez (2018), debido a que este trabajo de investigacién obtuvo una capacidad de
carga ligeramente menor (K = 404,8 colonias/dia a 24 °C) en comparacion con los resultados
obtenidos por los autores antes mencionados (K = 499,9 colonias/dia a 25 °C para ambos casos)
a pesar de que las colonias de Microcystis aeruginosa fueron cultivadas en similares condiciones

de laboratorio.

El Medio de cultivo BG-11 ha demostrado ser eficaz para el crecimiento éptimo de la
Microcystis aeruginosa por diferentes investigaciones como Moscoso (2021) y Martinez
(2018), donde se adaptaron facilmente y presentaron una alta tasa de crecimiento. Ademas, este
medio de cultivo también fue recomendado por Rippka (1988) por su alta concentracion de
nutrientes tales como el nitrato de sodio, magnesio, calcio, cobre, etc.; que son requeridas para
el crecimiento de cianobacterias. Por lo tanto, los nutrientes presentes en el BG-11 lo convierten
de un medio de cultivo adecuado para el crecimiento de Microcystis aeruginosa que, junto a la
temperatura y la exposicion a la luz, presentan gran influencia en el crecimiento de las

cianobacterias a nivel laboratorio.

4.2. Determinacion de la concentracion de los fenoles de los extractos de Potamogeton

striatus y Lemna minuta

Segun los resultados obtenidos para la determinacion de fenoles totales a partir de los extractos
metanolicos, se obtuvo 14,08 y de 4,71 mg/L. g para Potamogeton striatus y Lemna minuta
respectivamente. Existen otras investigaciones como la que realizaron Kaminski et al. (2015),
quienes determinaron gue la concentracion de fenoles totales presentes en la Lemna trisulca fue
de 0,071 mg/L en masa viva; asi mismo, Andrade y Baque (2020) determinaron la concentracion
de fenoles en Lemna minor de 2,76 mg/kg en extracto acuoso y de 20,28 mg/kg en extracto
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etanolico. Para el caso de Potamogeton existe escasa investigacion de la cantidad de fenoles
presente en este género, cifiéndose netamente a la investigacion como potencial fitorremediador
de metales pesados y otros compuestos toxicos presentes en los ecosistemas acuaticos como lo
estudiado por Ochieng et al. (2021) y Lyu et al. (2021).

La variacion de la concentracion de fenoles en las diferentes especies vegetales se da por la
influencia del estrés biotico y abiotico al que se somete la planta (Nieto et al., 2018) entre las
cuales se encuentra la radiacion UV o la luz que favorece la generacion y acumulacion de fenoles
en diferentes especies (Beker et al., 2020; Petinatti et al., 2012; Berli et al., 2011). En la
investigacion realizado por Paz (2019) se cuantifico la concentracion de fenoles en algunas
especies acuaticas como Ludwigia peploides (flotante), quien presentd una concentracion de
28,24 + 6,60 mg. g de fenoles; Gymnocoronis spilanthoides (emergente) con 9,41 + 0,72 mg.
gy Egeria densa Plach (sumergida) con 9,12 + 1,73 mg. g** donde se pudo visualizar una
variacion de los fenoles en especies ubicadas en diferentes estratos de la columna acuética. La
estratificacion dentro del ecosistema puede favorecer el acceso a diferentes intensidades de la
radiacion luminosa, lo que estd relacionado con la actividad fotosintética y otros ciclos
bioldgicos (Garcia et al., 2010; Pifiol et al., 2013).

Ademas, es importante mencionar que la concentracion de componentes de los extractos
también estéd influenciada por algunas condiciones que se dan en el momento de obtener los
extractos naturales, por ejemplo: el tamafio de la particula procesada, la pureza del solvente, la
temperatura y el tiempo que toma el proceso, etc. (Caldas, 2012; Naranjo, 2016; Amaguafia y
Churuchumbi, 2018).

4.3. Estimacion de la actividad fendlica del extracto de Potamogeton striatus y Lemna

minuta sobre el control de las floraciones algales de Microcystis aeruginosa

El tratamiento que presentdé un mayor porcentaje de inhibicion a las colonias de Microcystis
aeruginosa fue el T2, que contenia 7,04 mg/L. g'*de fenol (76,85 % de inhibicion, el dia 13),

60



seguido del T1 que contenia 14,08 mg/L. g* de fenol (75,85 % de inhibicion), el cual tuvo un
comportamiento similar a lo presentado por Pakdel (2013), ya que obtuvo un porcentaje de
inhibicidn cercano al 80 % para la cianobacteria Anabaena variabilis el dia 10 con extractos de

Potamogeton crispus.

Garay (2012), quien evalu6 la actividad inhibidora de las cianobacterias por especies vivas de
macrofitas, obtuvo una disminucion de 52 % de la tasa de crecimiento de la cianobacteria
Ankistrodesmus minuta con la macréfita Potamogeton illinoensis. De igual manera, Takeda et
al. (2011) estudio el potencial inhibidor de crecimiento de colonias de Microcystis aeruginosa
con Potamogeton pusillus obteniendo un porcentaje de inhibicion de crecimiento cercanos al 53
y 48 % en comparacion con el control de las muestras obtenidas de los estanques Yamanokami
y Bessho Pond respectivamente; mientras que Pakdel (2013), obtuvo valores de inhibicion
poblacional de A. variabilis cercanos al 100 % utilizando brotes de P. crispus.

En esta investigacion, el mayor porcentaje de inhibicion de las colonias de Microcystis
aeruginosa generado por Lemna minuta fue de 80,24 % para T5 (4,71 mg/L. g* de fenol) el dia
13 del tratamiento y T6 (2,36 mg/L. g’* de fenol) con 73,98 % de inhibicion el dia 3. Similares
resultados fueron obtenidos por Kaminski et al. (2015), en donde se analizé a la Lemna trisulca
(con 0,07 mg/L de fenol) para reducir la concentracion de la cianobacterias Anabaena flos-
aquae obteniendo una inhibicién del crecimiento de A. flos-aquae en un 86,9 % en comparacion
con el control para el dia 32 de la investigacion. Con estos datos, los autores concluyen que ésta

macrofita puede ser usada para la inactivacion bioldgica de esta cianobacteria.

En la investigacion de Kucala et al. (2021), quienes analizaron el potencial fitorremediador de
la Lemna trisulca con tres cianobacterias: D. flos-aquae, R. raciborskii y Microcystis
aeruginosa, los tratamientos de control presentaron un crecimiento de la biomasa de Microcystis
aeruginosa de 6,9 veces el valor inicial luego de 14 dias. En los cocultivos de Microcystis

aeruginosa y Lemna trisulca, se obtuvo un 47 % de disminucion de crecimiento el dia 14 en
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comparacion del tratamiento inicial (dia 1) y fue 12 veces menor que la biomasa obtenida el dia
14 para el tratamiento control sin macroéfito. Contrario a estos resultados, Martinez (2018)
obtuvo un potencial fitorremediador de la pajilla de arroz de hasta el 90 % de inhibicién de
crecimiento de poblaciones de Microcystis aeruginosa a partir de la segunda semana de

tratamiento.

De esta manera se demuestra que estas especies tiene un alto potencial inhibidor de colonias
cianobacterianas asociados a la produccion de algin elemento quimico liberado por estas
plantas, tales como los polifenoles, que son compuestos mas comunes en el estudio del efecto
alelopatico que presentan las macrdéfitas en cianobacterias (Solano, 2018). Eigemann et al.
(2013) muestra que estas sustancias quimicas liberadas por las macrofitas pueden generar un
dafio a la membrana celular e inhibir la actividad fosfatasa (APA) y la actividad del fotosistema

I1 (PSII) de la cianobacteria limitando su disposicion a los nutrientes.

Por los resultados obtenidos en el presente trabajo y lo observado en los resultados de otras
investigaciones, queda confirmado que el Potamogeton striatus y Lemna minuta son buenos
controladores bioldgicos porgue presentan un alto porcentaje de inhibicion de crecimiento de
las cianobacterias tanto en su forma natural (por accion alelopéatica) o como extractos (mediante

accion de los fenoles) como es el caso de la Microcystis aeruginosa.

4.4. Determinacion de la correlacion que existe entre los extractos de Potamogeton striatus

y Lemna minuta sobre los parametros fisicos quimicos de los tratamientos

El pH generado de los tratamientos arrojo datos que oscilaron entre 8,00 £ 0,10 (dia N° 8) y
9,33 £ 0,12 (dia N° 1) para las muestras de Potamogeton striatus, y entre 8,07 £ 0,06 (dia N° 8)
y 9,37 + 0,21 (dia N° 1) para los de Lemna minuta. La variacion del pH no fue significativa en
ninguno de los tratamientos (p > 0,05). Los datos de pH tienen una tendencia de mantenerse
alcalina en ambos casos lo que coincide con los resultados obtenidos por Martinez (2018), quien
analizo la actividad alelopética de la pajilla de arroz en poblaciones de Microcystis aeruginosa,
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donde el pH fluctud entre 6,75 + 1,6 (semana 1) a 7,79 + 3,5 (semana 4). En la investigacion
realizada por Kucala et al. (2021) los valores de pH que se obtuvieron presentaron una diferencia
significativa (p < 0,05) en comparacion del control en donde se present6 un incremento continuo
desde 7,9 a 9,5 durante los 14 dias alcanzando un pH alcalino. En el caso de los tratamientos de
Microcystis aeruginosa y L. trisulca presenté un aumento de pH 8,9 unidades en el pH luego de
4 dias de tratamiento de un pH inicial cercano a 8, para disminuir y mantenerse estable hasta el

dia 14 variando ligeramente en £ 0,25 unidades de pH.

Lo mencionado anteriormente hace referencia a lo descrito por Rippka et al. (1981) quien
obtuvo con un pH final de 7,4 mencionando que las cianobacterias presentan un crecimiento
optimo en un pH neutro o ligeramente alcalino (en un rango de 7-10 de pH) llegando a ser
considerada una variable cuantitativa para la determinacion de poblaciones de cianobacterias
dado que el pH tiende a aumentar cuando hay mayor biomasa (Pelizer et al., 2002). Rosso y
Giannuzzi (2017) afirmaron que el aumento de pH a elevadas temperaturas esta asociado a un
mayor desarrollo de colonias de cianobacterias y las toxinas que éstas producen. Por lo tanto,
queda demostrado que el pH se comporta como un indicador debido a que su valor esta
relacionado a la presencia de poblaciones de cianobacterias en el medio, en donde a mayor

concentracion de cianobacterias el pH tiende a incrementar.

La concentracion de nitrégeno total inicial para este estudio fue de 27,1 mg/L (para todos los
tratamientos), y el nitrégeno total final para Potamogeton striatus fue de 5,94 mg/L y para
Lemna minuta fue de 4,43 mg/L; la variacién del nitrégeno entre los tratamientos no fue
significativa (p > 0,05). En el andlisis de los datos obtenidos, se observd un descenso de la
concentracion del nitrégeno, similar comportamiento fue obtenido por Martinez (2018) debido
que inicio sus tratamientos con un valor inicial de nitrégeno de 2,47 mg/L alcanzando un valor
maximo de 6,09 £ 0,99 mg/L en lasemana 4 (T3) y minimo de 0,081 + 0,017 mg/L en la semana
4 (T1), pero con una varianza significativa entre los tratamientos (p < 0,01). Los resultados
obtenidos por Martinez (2018) presentaron una tendencia a disminuir al igual que los datos

obtenidos en la presente investigacion. De la misma manera, Kaminski (2015), quien estudi6 a
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la Lemna trisulca como inhibidor de la cianobacteria Anabaena flos-aquae, determiné que la

concentracion de nitrégeno también se redujo en un 82 % en su investigacion.

Existen distintos puntos de vista sobre la influencia del nitrégeno en las cianobacterias, mientras
algunos autores afirman que a mayor concentracion de nitrégeno hay en un medio, mayor es el
crecimiento de cianobacterias (Sivonen, 1990), otros lo contradicen, indicando que a menor
concentracion de nitrégeno hay mayor crecimiento de Microcystis aeruginosa (Long et al.,
2001). La informacion presentada en las investigaciones de Sivonen (1990) y Martinez (2018)
muestran que concentracion de nitrogeno total se comporta como un indicador que podia estar
relacionado a la presencia o ausencia de poblaciones de cianobacterias en el medio debido que
a menor concentracion de cianobacterias el nitrégeno tiende a disminuir. En conclusién, la
concentracion del nitrogeno total es proporcional a la cantidad de colonias de Microcystis

aeruginosa presentes en un medio.

La concentracion de fosforo total inicial para los tratamientos con extractos fue de 1,52 mg/L y
concentracion final para Lemna minuta fue de 1,89 + 0,39 mg/L y para Potamogeton striatus
fue de 1,82 £+ 0,38 mg/L, para ambos casos no se vieron diferencias significativas (p > 0,05). En
los resultados se pudo observar un leve incremento de la concentracion de fosforo al igual que
Martinez (2018), donde presentd una concentracion minima de 0,21 + 0,076 mg/L la primera
semana y una concentraciéon maxima de 8,53 + 0,40 mg/L la cuarta semana en sus tratamientos.
A diferencia de estos resultados, Kaminski (2015) estudia a la L. trisulca como inhibidor natural
de la Anabaena flos-aquae, el cual presentd un descenso de la concentracion del fésforo total
en un 99,8 % el dia 32 de investigacion comparado con el control, por lo cual el autor concluy6
que este comportamiento se deberia a la capacidad que tiene el macrofito de absorber facilmente
los iones de fosfato.

Segun Crettaz (2018) la Microcystis aeruginosa tienden a liberar fosforo total al medio cuando

mueren debido a que suelen almacenar mayores cantidades de que otras especies de
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fitoplancton. Martinez (2018) afirma que este incremento de fosforo total se debe a la
descomposicion de las poblaciones algales que han sido afectadas por el potencial alelopético
de la pajilla de arroz ademas en la investigacion de Rosso y Giannuzzi (2017) se menciona que
el fosforo total puede llegar a ser un elemento limitante de crecimiento de la cianobacteria en
los diferentes cuerpos de agua ya que existe una relacion entre ellos. En esta investigacion la
evaluacion de fosforo total presentd una alta correlacion positiva con la clorofila para
Potamogeton striatus (r = 0,875; P < 0,01) y Lemna minuta (r = 0,913; P < 0,01), por lo tanto,
se puede decir que el incremento del fosforo total esta relacionado directamente con la muerte

de la muerte de la Microcystis aeruginosa.

Los datos de temperatura de los tratamientos con extracto de Potamogeton striatus vario entre
21,90 + 0,17 °C (dia N° 8) y 25,33 £ 0,10 °C (dia N° 1) y entre 22,10 + 0,13 °C (dia N° 8) y
25,40 £ 0,04 °C (dia N° 1) para los extractos con Lemna minuta; ademas, no presento diferencia
significativa (p > 0,05) en ninguna de las especies evaluadas. ElI promedio general de
temperatura (23,42 °C) se encontraba dentro del rango establecido por Crettaz (2018) el cual
indica que la temperatura minima y méaxima donde se presenta un crecimiento de Microcystis
aeruginosa es de 8,58 + 2,34 y 45,04 + 1,35 °C. La temperatura no fue un parametro influyente

ya que los tratamientos se realizaron in-vitro.

Los datos obtenidos en el trabajo de investigacion, para la conductividad eléctrica muestra un
leve incremento en ambas especies estudiadas, fluctuando de 0,61-1,62 mS/cm para las muestras
analizadas de Potamogeton striatus, y entre 0,54-1,49 mS/cm para la Lemna minuta Comparado
con lo de Martinez (2018), los valores de conductividad fluctuaron de 1,46 + 0,1 mS/cm (semana
1) a 5,88 £ 0,5 mS/cm (semana 3), se puede verificar que se ha presentado un comportamiento
similar en los tratamientos, pero presentaron valores superiores a la presente investigacion, ya
que la conductividad present6 una correlacién positiva muy fuerte con la actividad alelopatica
(r = 0,819; P < 0,01), lo cual podria indicar que se debe a la liberacién de electrolitos de
Microcystis aeruginosa por el dafio a la pared celular generados por los compuestos fendlicos

presentes en la pajilla de arroz. Lepillanca et al. (2018) en su investigacion menciona que la
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conductividad eléctrica (junto a la temperatura) del agua son dos variables importantes para
determinar la abundancia y la toxicidad de las cianobacterias.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

1. La cianobacteria Microcystis aeruginosa cultivada en el medio de cultivo BG 11 presento
una adecuada cinética de crecimiento en condiciones de laboratorio, siendo la tasa de
crecimiento (r) de 0,13 dias™, el tiempo de duplicacion (t2) de 5,38 dias y la capacidad de
carga (K) de 404,79 colonias/ dia.

2. El extracto de Potamogeton striatus presentd una concentracion de fenoles totales de 14,08
mg/L, mientras que para el extracto la Lemna minuta se obtuvo una concentracion de 4,71

mg/L.

3. Los extractos de las especies Potamogeton striatus y Lemna minuta desempefiaron un control
poblacional sobre las colonias formadas por Microcystis aeruginosa, obteniéndose un
porcentaje de inhibicion de maximo en el décimo tercer dia con 76,85 % para los tratamientos

de Potamogeton striatus, y de 80,24 % para los de Lemna minuta.

4. Los parametros nitrégeno total, fosforo total, pH y temperatura no presentaron correlacion
directa con el porcentaje inhibicion de las cianobacterias (P > 0,05) para ninguna de las
especies evaluadas; sin embargo, si presentd una correlacion positiva la concentracion de
clorofila con el fésforo total para Potamogeton striatus (r = 0,875; P<0,01) y Lemna minuta
(r =0,913; p < 0,01), siendo este un parametro importante a ser evaluado ya que puede ser
un indicador para determinar la presencia o ausencia de las cianobacterias, en donde a menor
concentracion de clorofila, que esta relacionado con el nimero de colonias, la concentracion

de fosforo tiende a incrementarse.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

1. En vista que este trabajo de investigacion realizé las evaluaciones en funcion de los fenoles
totales de los extractos, se recomienda realizar un estudio detallado de los compuestos de
cada uno de los extractos (como: acido galico, acido pirogalico, acido ealico, azlcares, entre
otros) para poder establecer qué tipo de influencia ejercen cada uno de ellos sobre la
Microcystis aeruginosa. Ademas, de hacer pruebas de analisis complementario para
determinar la toxicidad aguda de cada uno de estos componentes.

2. Realizar pruebas del efecto inhibitorio con macrofitas vivas para determinar cuél de las dos
metodologias es mas eficiente: si los tratamientos que poseen extractos o aquellos que

contienen brotes vivos de las mismas especies evaluadas.

3. Se recomienda realizar una caracterizacion fisicoquimica del fésforo y nitrégeno para poder
verificar si el incremento de estos nutrientes esta relacionado con la muerte de las
cianobacterias. Se debe tener en cuenta las diferentes variantes del nitrogeno tales como

nitrato, nitrito y amonio; de igual manera que el foésforo, como el ortofosfato y polifosfato.
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TERMINOLOGIA

Actividad fendlica. Es la actividad de las sustancias quimicas o metabolitos secundarios
conocidos como fenoles que tienen ciertas propiedades e influyen en el crecimiento o desarrollo
de ciertas especies afectando la actividad enzimatica, fotosintética, ADN, estructura celular,
respiracion celular (Solano, 2018).

Alelopatia. Término utilizado para definir al fendmeno de liberacion de una sustancia quimica

de una planta que ocasiona un efecto en otra (Yaisys, 2006).

Aleloquimico. Son compuestos quimicos o metabolitos secundarios que se encuentran en las
plantas y que al interactuar con el medio tiene un efecto positivo o negativo sobre las plantas,
hongos, bacterias, animales, etc. Y a la vez desempefian funciones biolégicas y ecoldgicas
(Anaya, 1989).

Bloom. Término en ingles que hace referencia a las floraciones algales, especificamente al

fendmeno natural de crecimiento acelerado de cianobacterias (Smayda, 1997).

Cocultivo. Es una técnica de cultivo que consiste en combinar dos 0 mas microrganismos in
vitro, la cual genera interacciones antagonicas o sinérgicas (National Agricultural Library

Agricultural Research Service United States Department of Agriculture, 2007).

Cianobacterias. Las cianobacterias son unos de los organismos mas antiguos del planeta, los
cuales contienen en su estructura clorofila que les permite realizar la fotosintesis. Son conocidos
como algas verdes-azules. Poseen caracteristicas comunes con otras bacterias y también con
algas eucariotas, lo que los hace unicos en cuanto a su fisiologia. Es tolerante a condiciones
extremas y tiene una gran flexibilidad adaptativa a diferentes lugares de todo el mundo (aguas

saladas, salobres, estuarios, termales) (Bonilla, 2009 y Ward et al., 1994).

Eutrofizacion. Se denomina eutrofizado a los lugares (lagos, lagunas, embalses, etc.) que se

encuentran con gran cantidad de nutrientes (Nitrogeno, Fosforo, Carbono, etc.) lo que genera la

79



proliferacion masiva de cianobacterias (Stefouli et al., 2005). Muchos de los lugares
eutrofizados se han dado origen debido a diferentes actividades antropogénicas.

Extracto alcohdlico. Sustancia obtenida por extraccion de la materia prima la cual utiliza
alcohol para extraer las sustancias o principio activo de una planta. Esto puede actuar como
fungicida, repelente o inhibidor de crecimiento de otras especies dependiendo del tipo de especie
a utilizar (Caldas, 2012).

Fenol. Son compuestos organicos, que se encuentran presentes en aguas naturales, resultado de
la descomposicion de materia organica, muchos de ellos presentes en macrdéfitas. (Thurman,
1985).

Fitorremediacién. Es un proceso eficiente que utiliza la capacidad que tienen las plantas para
absorber, remover, bioacumular, eliminar contaminantes sin afectar al medio ambiente (Kelley
et al., 2000).

Floracion algal. Es un fenébmeno de crecimiento acelerado de cianobacterias que esta
estrechamente relacionado con el incremento de nutrientes en las aguas continentales y marino

costeras. Esto esta generando un impacto negativo al ecosistema (Carreto et al., 2008).

Inhibir. “Suspender transitoriamente una funcion o actividad del organismo mediante la accion

de un estimulo adecuado” (Real Academia Espafiola [RAE], 2021).

Macrdéfito. También conocido como plantas acuaticas. Estos organismos juegan un papel
importante en la constitucién de los ecosistemas acuaticos. Las plantas acuaticas suelen ser
utilizadas como bioindicadores dado que son una especie muy susceptible a los cambios de pH,

salinidad, temperatura, nutrientes, etc. (Garcia et al., 2010).
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Apéndice 2
Determinacion de concentracion de fenoles (mg/L) de los extractos obtenidos. Los valores

corresponden a promedios y desviacion estandar

EXTRACTOS
Potamogeton striatus Lemna minuta
REPLICA 1 14,08 4,62
REPLICA 2 14,59 4,61
REPLICA 3 13,59 4,91
PROMEDIO = D.E. 14,09 + 0,50 471 + 0,17

Apéndice 3
Registro de cantidad de colonias de Microcystis aeruginosa contabilizada en 10 pL. Los

valores corresponden a promedios y desviacion estandar

N° COLONIAS EN pL

DIA ] ] ] Promedios + D.E.
REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3
1 3 1 2 2 + 1,00
3 7 5 3 5 + 2,00
5 10 8 6 8 + 2,00
8 27 16 17 20 + 6,08
10 27 33 39 33 = 6,00
12 41 47 38 42 + 4,58
15 55 59 48 54 + 557
17 65 72 58 65 + 7,00
19 73 67 82 74 + 755
22 73 81 83 79 + 529
24 85 81 80 82 * 265
26 87 81 78 82 + 458
29 80 77 95 84 =+ 9,64
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Apéndice 4
Concentracion de clorofila (mg/L) de los diferentes tratamientos de cada extracto evaluado. Los datos corresponden a los

promedios y las desviaciones estandares

Tabla 4.1
Concentracién de clorofila (mg/L) para los extractos de Potamogeton striatus

DIAS
ESPECIE TRATAMIENTO
1 3 6 8 10 13
T1 3,888+0,00  1,946+132 3,545 +0,43 4,332+0,49 4,610+0,20 2,803+0,24
Potamogeton T2 3,888+0,00  2,363+0,07  3,753+0,39 4,819+0,26 4,842+0,34 2,687+0,41
striatus T3 3,888+0,00  2,317+0,66 3,869+0,21 4,703+0,14 5,097+0,56 3,985+0,38
T4 3,888+0,00  2,479+1,05  3,406+0,28 5,004+0,14 5,653+0,40 4,772+0,21
CONTROL TO 3,888+0,00  7,124+0,15  8,271+0,00 9,105+0,00 10,3560,00 11,607+0,00
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Tabla 4.2

Concentracion de clorofila (mg/L) para los extractos de Lemna minuta

DIAS
ESPECIE TRATAMIENTO
1 3 6 8 10 13

T5 3,888:0,00 18074028  4,796+0,24  3962+042  3,985:0,86 2,2940,43

Lemna 6 3,888+0,00  1,853:017  4,981+0,70  4216+0,74  4,471:0,42 3,846£0,53
minuta T7 3,888+0,00  2,108+0,46  5769+043 4332022  6,209:0,08 5,027+0,07
T8 3,888+0,00 2595026  5491+021  5027+020  6,4870,28 5,630+0,50

CONTROL TO 3,888+0,00 7124015  8271+000  9,105:000  10,356+0,00  11,607+0,00
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Apéndice 5
Estimacion de colonias de Microcystis aeruginosa presente por mL en cada tratamiento

TRATA Colonias de Microcystis aeruginosa en mL (dias)
ESPECIE
MIENTO 1 3 6 8 10 13
T1 8000 4004 7293 8914 9486 5768
Potamogeton T2 8000 4862 7722 9915 9963 5529
striatus T3 8000 6674 9915 11822 12394 10106
T4 8000 8914 11107 12155 13395 11536
T5 8000 3718 9867 8151 8199 4719
T6 8000 3813 10249 8676 9200 7913
Lemna minuta
T7 8000 6245 11869 11107 14491 12727
T8 8000 7246 11297 12394 15111 13538
CONTROL TO 8000 14658 17017 18734 21308 23882
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Apéndice 6
Determinacion del porcentaje de inhibicion de crecimiento, estimado en funcion del nimero de colonias presentes en el medio

en comparacion del control

INHIBICION DE CRECIMIENTO ( %)

TRATA
ESPECIE MIENTO
1 3 6 8 10 13
Tl 0,00 72,68 57,14 52,42 55,48 75,85
Potamogeton T2 0,00 66,83 54,62 47,07 53,24 76,85
striatus T3
0,00 54,47 41,74 36,90 41,83 57,68
T4 0,00 39,19 34,73 35,11 37,14 51,70
T5 0,00 74,63 42,02 56,49 61,52 80,24
. T6 0,00 73,98 39,78 53,69 56,82 66,87
Lemna minuta
T7 0,00 57,40 30,25 40,71 31,99 46,71
T8 0,00 50,57 33,61 33,84 29,08 43,31
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Apéndice 7
Analisis de la varianza (p<0.05) para la concentracion de clorofila para cada muestra

evaluada

Tabla 7.1
Concentracion de clorofila (mg/L) para Potamogeton striatus. Los datos corresponden a los

promedios y las desviaciones estandares

ANOVA
CLOROFILA (Potamogeton striatus)
Suma de
cuadrados al Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 92,109 4 23,027 10,011 <0,001
Dentro de grupos 57,506 25 2,300
Total 149,615 29

Tabla 7.2
Concentracién de clorofila (mg/L) para Lemna minuta Los datos corresponden a los

promedios y las desviaciones estandares

ANOVA
CLOROFILA (Lemna minuta)
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 90,156 4 22,539 7,884 <0,001
Dentro de grupos 71,469 25 2,859
Total 161,625 29

87



Apéndice 8

Prueba de Tukey y ANOVA aplicada al porcentaje de inhibicion de crecimiento para los

Tabla 8.1

tratamientos de Potamogeton striatus

Prueba de ANOVA para inhibicidn ce crecimiento para tratamientos de Potamogeton striatus

ANOVA

% INHIBICION

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1793,699 3 597,900 6,152 0,006
Dentro de grupos 1554,894 16 97,181
Total 3348,594 19

Tabla 8.2

Prueba de Tukey para inhibicion ce crecimiento para tratamientos de Potamogeton striatus

% INHIBICION

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0,05
TRATAMIENTO 1 2
T4 5 39,5740
T3 5 46,5240 46,5240
T2 5 59,7220
T1 5 62,7140
Sig. 0,686 0,082
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Apéndice 9
Prueba de Tukey y ANOVA aplicada al porcentaje de inhibicion de crecimiento para los

tratamientos de Lemna minuta

Tabla 9.1
Prueba de ANOVA para inhibicion ce crecimiento para tratamientos de Lemna minuta

ANOVA

% INHIBICION

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 2259,248 3 753,083 5,015 0,012
Dentro de grupos 2402,771 16 150,173
Total 4662,019 19

Tabla 9.2

Prueba de Tukey para inhibicion ce crecimiento para tratamientos de Lemna minuta

% INHIBICION

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0,05
TRATAMIENTO N 1 2
T8 5 38,0820
T7 5 41,4120 41,4120
T6 5 58,2280 58,2280
T5 5 62,9800
Sig. 0,082 0,058
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Apéndice 10
Coeficiente de correlacion lineal de Pearson entre los valores de Clorofila, temperatura,
conductividad, pH, fosforo total, nitrogeno total y el porcentaje de inhibicion de

crecimiento para los tratamientos de Potamogeton striatus

CLORO TEMPERA CONDUCTI PH FOSFO NITRO % INHIBI
FILA TURA VIDAD RO GENO CION
Correlacion 1
e) < de Pearson
% - Sig.
o Y& (bilateral)
N 10
Correlacion -0,343 1
< de Pearson
w < sig. 0,331
o x g )
S 2 (bilateral)
BN 10 10
Correlacién 0,410 -0,928™ 1
8 9,: de Pearson
% O Sig. 0,239 0,000
O 2 (bilateral)
OF N 10 10 10
Correlacion -0,412 0,708" -0,509 1
de Pearson
E Sig. 0,236 0,022 0,133
(bilateral)
N 10 10 10 10
o Correlacién 0,875™ -0,608 0,624 -0,447 1
o  de Pearson
@ sig. 0,001 0,062 0,054 0,195
& (bilateral)
L N 10 10 10 10 10
" Correlacion -0,392 0,976™ -0,954™ 0,628 -0,677" 1
o de Pearson
8 % Sig. 0,262 0,000 0,000 0,052 0,032
= (bilateral)
Z N 10 10 10 10 10 10
> Correlacién -0,651" -0,051 0,191 0,450 -0,448 -0,060 1
O de Pearson
X O Sig. 0,041 0,889 0,596 0,192 0,194 0,869
D (bilateral)
Z N 10 10 10 10 10 10 10

**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral)
*, La correlacién es significativa en el nivel 0,05 (bilateral)
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Apéndice 11

Coeficiente de correlacion lineal de Pearson entre los valores de Clorofila, temperatura,

conductividad, pH, fosforo total, nitrogeno total y el porcentaje de inhibicion de

crecimiento para los tratamientos de Lemna minuta

TEMPERA CONDUCTI FOSFO NITRO % INHIBI CLORO
TURA VIDAD PH RO GENO CION FILA
Correlacion 1
<
x de Pearson
L .
a % Sig.
= (bilateral)
= N 10
_ Correlacion -0,922" 1
5 A de Pearson
8 < Sig. 0,000
D .
% S (bilateral)
o~ N 10 10
Correlacién 0,760 -0,573 1
de Pearson
E Sig. 0,011 0,083
(bilateral)
N 10 10 10
Correlacién -0,601 0,651" -0,539 1
e) de Pearson
®» O Sig. 0,066 0,041 0,108
O i
hrd (bilateral)
N 10 10 10 10
Correlacién 0,972" -0,955" 0,642" -0,648" 1
'{'DJ de Pearson
22 sig. 0,000 0,000 0,045 0,043
E (bilateral)
= N 10 10 10 10 10
_ Correlacion 0,242 -0,071 0,670 -0,605 0,147 1
s} > de Pearson
% O Sig. 0,500 0,845 0,034 0,064 0,685
< © (bilateral)
<
N 10 10 10 10 10 10
Correlacién -0,384 0,483 -0,472 0,913" -0,417 -0,672" 1
0 < de Pearson
% | Sig. 0,273 0,157 0,169 0,000 0,231 0,033
oY (vilateral)
N 10 10 10 10 10 10 10

**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral)
*, La correlacién es significativa en el nivel 0,05 (bilateral)
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Apéndice 12
Constancia de identificacion de especie correspondiente a muestra de Potamogeton
striatus obtenida del humedal Albufera de Medio Mundo

Unlvershbad del Peed, DECANA DI AMERICA
M VICERRECTORADO DE INVESTIGACION ¥ POSGRADO Hatvrad ?

=7 UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS } ",
m”.
L)

(P SRS MUSEO DE HISTORIA NATURAL

"e

CONSTANCIA N°004-2022-USM-HN

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta acudtica fértil), recibida de Nataly Cristina POLICARPO
MORALES; egresada de la UNIVERSIDAD CATOLICA SEDES SAPIENTIAE ha sido

estudiada y clasificada como: Potamogeton striatus Ruiz & Pav. Y tiene la siguiente
posicion taxonomica, segun el Sistema de Clasificacion de APG 1V (2016).

ORDEN: ALISMATALES
FAMILIA: POTAMOGENACEAE
GENERO: Potamogeton

ESPECIE: Potamogeton striatus Ruiz & Pav.

Nombre vulgar: "potamogeton”
Determinado por: Blgo. Severo Baldedn Malpartida

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines
que estime conveniente,

Lima, 06 de febrero de 2022

(WLl

JAC/ddb
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Apéndice 13
Registro fotografico

Figura 24
Toma de muestra de cianobacterias en Humedal Albufera Medio Mundo

Figura 25
Preparacién de medio de cultivo BG-11 (1) y distribucion en matraces para crecimiento de

Microcystis aeruginosa (2)
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Figura 26
Monocultivo de Microcystis aeruginosa obtenido del humedal (1) y crecimiento de

Microcystis aeruginosa en matraces para facilitar crecimiento (2)

Figura 27

Toma de muestra en placa Petri (1) y cuantificacidn de colonias en microscopio (2)
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Figura 28
Colonias de Microcystis aeruginosa observadas al microscopia la primera (1) y ultima

semana de conteo (2)

Figura 29
Acondicionamiento de muestras para obtencion de extractos: preparacion de Lemna minuta

para secado (1) y proceso de secado en horno (2)
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Figura 30
Preparacion de cartucho de Lemna minuta para obtencion de extractos (1) y pesado de

cartucho preparado (2)

Figura 31
Montaje de equipo Soxhlet para obtencion de extractos
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Figura 32
Extracto obtenido de Lemna minuta (1) y su almacenamiento en recipientes &mbar hasta su
uso (2)

Figura 33
Preparacion de diluciones de CO2Na2 (1) para generacion de curva de calibracion para
cuantificacioén de fenoles (2)
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Figura 34
Toma de datos de parametros a muestra de agua inicial

Figura 35
Preparacion de la muestra principal( 1) y las diferentes disoluciones de Microcystis
aeruginosa para tratamientos (2)
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Figura 36
Preparacion de disoluciones de los extractos obtenidos para su aplicacion en los tratamientos

segun las concentraciones establecidas (1y 2)

Figura 37
Procesamiento de muestras de los tratamientos para determinacion de clorofila (1) y etapa de
centrifugado para sedimentacion de clorofila (2)
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Figura 38
Incorporacién de muestras procesadas a viales para cuantificacion de clorofila (1). Vista lateral de
viales con muestras en el portacubetas del espectrofotdmetro para toma de datos (2)

L, 2

Figura 39
Colocado de portacubetas en el espectrofotémetro (1) y lectura de dato (2)
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Figura 40
Uso de equipo Multiparametro para cuantificacion de pardmetros fisicoquimicos de cada uno

de los tratamientos (1) y toma de datos obtenidos (2)

.

Figura 41
Reparacion de muestras para lectura en Espectrofotémetro Photoflex WTW® (1) de los

parametro de nitrogeno (2) y fésforo siguiendo por los tratamientos asignados para cada uno
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Figura 42
Lectura de muestras procesadas en Espectrofotometro Photoflex WTW® para toma de datos

de nitrégeno y fésforo respectivamente (1y 2)

102



	317bf10ff231d9c270af75d0f6198f4ba425eeb554cc251623cc2650ddf24036.pdf
	317bf10ff231d9c270af75d0f6198f4ba425eeb554cc251623cc2650ddf24036.pdf
	317bf10ff231d9c270af75d0f6198f4ba425eeb554cc251623cc2650ddf24036.pdf

	Nombres: Anaid Lizzet 
	Apellidos: Silva Cubas
	Número del documento de identidad: 75407653
	Número de Orcid opcional: no aplica
	Nombres_2: Nataly Cristina 
	Apellidos_2: Policarpo Morales
	Número del documento de identidad_2: 75602973
	Número de Orcid opcional_2: no aplica
	Nombres_3: no aplica
	Apellidos_3: 
	Número del documento de identidad_3: 
	Número de Orcid opcional_3: 
	Nombres_4: no aplica
	Apellidos_4: 
	Número del documento de identidad_4: 
	Número de Orcid opcional_4: 
	Nombres_5: Armando 
	Apellidos_5: Chiclla Salazar
	Número del documento de identidad_5: 09967838
	Número de Orcid Obligatorio: 0000-0002-6178-5599
	Nombres_6: no aplica
	Apellidos_6: 
	Número del documento de identidad_6: 
	Número de Orcid Obligatorio_2: 
	Nombres_7: Wilfredo 
	Apellidos_7: Mendoza Caballero
	Número del documento de identidad_7: 23978854
	Nombres_8: Segundo Octavio 
	Número del documento de identidad_8: 08334770
	Nombres_9: Mónica 
	Apellidos_9: Velásquez Espinoza
	Número del documento de identidad_9: 42071960
	Materia: Extractos, fenoles, cianobacterias, Microcystis aeruginosa, Potamogeton striatus, Lemna minuta, inhibición de crecimiento, clorofila
	Campo del conocimiento OCDE Consultar el listado: https://purl.org/pe-repo/ocde/ford#2.08.02
	Recurso del cual forma parte: 
	Código del programa Consultar el listado: 521066
	Autor 1: [DNI]
	Autor 2: [DNI]
	Autor 3: [DNI]
	Autor 4: [DNI]
	Asesor 1: [DNI]
	Asesor 2: [DNI]
	Jurado: [DNI]
	Apellidos_8: Zegarra Aliaga
	2do miembro: [DNI]
	3er miembro: [DNI]
	Idioma: [SPA - español]
	Trabajo de investigación: [Tesis]
	País: [PE - PERÚ]
	nombre del grado: [Ingeniero Ambiental]
	Grado académico: [Título Profesional]
	Enlace: 
	Enlace2: 
	Programa: [Ingeniería Ambiental]


