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EFECTO INHIBITORIO DE MACROALGA EN CIANOBACTERIA 2

Resumen

Esta investigacion tuvo como objetivo analizar los efectos inhibitorios de Chara Braunii sobre el
crecimiento poblacional de Microcystis aeruginosa. Para el logro de los objetivos especificos, 1)
se realizaron colectas e identificacion taxondémica de las especies, utilizando claves de
identificacion. Posteriormente, el aislamiento y cultivo de Microcystis aeruginosa utilizando 6
biorreactores y medio BG11 en dosificacion de 2000 mL, dando como resultado que las
condiciones de crecimiento ideales fueron temperatura promedio de 25 + 3°C, PAR de 0,8086
umoles~'em™2, fotoperiodo de 14:10, pH de 7,10 y agitacion diaria. Con los datos de densidad,
se aplicd el modelo Lokta-Volterra, los resultados indicaron que las estaciones de primavera y
verano, se registré exclusion competitiva de Microcystis aeruginosa siendo Chara Braunii la de
mayor competitividad espacial. 2) Por HPLC se determinaron los acidos grasos de Chara
Braunii, siendo los acidos oleico, linoléico, palmitico y estearico los de mayor porcentaje. 3) Se
realizaron extractos de la macroalga, que fueron aplicadas al cultivo de la cianobacteria en
dosificaciones de 3,5, 15 y 20 mL, calculando diariamente la concentracion celular y rango
inhibitorio. Se aplico el andlisis de varianza y comparacion de medias por el método Fisher con
lo cual se determindé que hubo una reduccién de la concentracion celular al 5to dia de
experimentacion y una mayor inhibicién de Microcystis aeruginosa aplicando la concentracion
de 20 mL del extracto, infiriendo que los compuestos alelopaticos de Chara Braunii podrian ser
los acidos grasos presentes en la planta. Se concluye que a mayor concentracion del extracto de
la macroalga, esta inhibe a Microcystis aeruginosa, siendo posible su aplicacion en lagos u

embalses que presenten floraciones algales de este tipo.

Palabras clave: Compuestos alelopaticos, carofitos, inhibicidn, cianobacteria
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Abstract
The aim of this research was to analyze the inhibitory effects of Chara Braunii on the population
growth of Microcystis aeruginosa. To carry out the specific objectives, 1) collections and
taxonomic identification of the species were carried out, using identification keys. Followed by
the isolation and culture of Microcystis aeruginosa using 6 bioreactors and half of BG11 in 2000
mL dosage, in which it was observed that the ideal growth conditions were the average
temperature of 25 £ 3 © C, PAR of 0.8086 umol ¢ s™ » m™2, photoperiod of 14:10, pH of 7.10 and
daily agitation. As for the density data, the Lokta-Volterra model was applied, the results
indicated that during the spring and summer seasons, there was registered competitive exclusion
of Microcystis aeruginosa being Chara Braunii; the one with the highest spatial competitiveness.
2) Chara Braunii fatty acids were determined by HPLC, being the oleic, linoleic, palmitic and
stearic acids with the highest percentage. 3) Extracts of the macroalgae were carried out, which
were applied to the cultivation of the cyanobacterium in dosages of 3.5, 15 and 20 mL,
calculating daily the cell concentration and inhibitory range. The analysis of variance and
comparison of measures was applied using the Fisher method, with which it was determined that
there was a reduction in cell concentration on the 5th day of experimentation and a greater
inhibition of Microcystis aeruginosa by applying the concentration of 20 mL of the extract,
inferring that the allelopathic compounds of Chara Braunii could be the fatty acids present in the
plant. It is concluded that a higher concentration of macroalgae extract inhibits Microcystis

aeruginosa, being possible its application in lakes and reservoirs that have algal blooms of this

type.

Key words: Allelopathic compounds, charophyta, inhibition, cyanobacteria
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Efecto inhibitorio de Chara Braunii Gmelin sobre el crecimiento poblacional de
Microcystis aeruginosa

En los ultimos afios el Paraguay ha desarrollado serios problemas de floraciones algales
en regiones puntuales como el lago Ypacarai, asimismo, en regiones inundadas por efecto de las
represas hidroeléctricas, susceptibles de suftir este tipo de problemas ambientales, producto de
una inadecuada gestion ambiental de cuencas hidricas. Este tipo de contaminacion del agua
representa un dilema en el saneamiento ambiental de los cursos de agua una vez que hayan sido
afectados.

A nivel local, luego de realizar la investigacion sobre “el fitoplancton del Subembalse
Tacuary del Carmen del Parané en el Departamento de Itaptia” (Lopéz Pereira, 2013). A través
de métodos de determinacion de biovolumen se determind la existencia de floraciones algales
durante las cuatro estaciones del afio que han sido investigadas, siendo la especie Microcystis
aureginosa la que presenta mayor abundancia relativa.

Hallegraeff (1993) sostiene que “se estima que mas del 50% de las floraciones de
cianobacterias de aguas continentales, registradas a nivel mundial, son toxicas”, reforzando las
investigaciones sobre el tema, Zhang et.al (2009) afirma que “Microcystis aeruginosa €s la
especie mas comun en floraciones algales de cianobacterias en cuerpos de agua eutrofizados y la
Microcystina secretada por la mismas es un componente toxico que se ha vuelto peligroso para
ambientes acuaticos .

Esto fortalece la afirmacion de que la misma constituird un problema ambiental y de
salud publica de dificil manejo a nivel local, como lo es en el contexto nacional considerando los
antecedentes en la Cuenca del Lago Ypacarai. El control o solucién a la problematica del

crecimiento de cianobacterias toxicas ha logrado una atencion cada vez mayor a nivel nacional e
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internacional, debido a que ain no se ha logrado una solucién eficiente a la misma.
Considerando lo expuesto, la solucion a este tipo de contaminacion del agua representa un sesgo
dentro de las ciencias ambientales, la factibilidad de aplicacion de las técnicas depende en gran
medida de la ecologia y la vulnerabilidad del ecosistema. Tal como se observo, en las areas de
cobertura de la macroalga Chara Braunii, hubo una mayor dilucién de las floraciones existentes
en el embalse Tacuary durante el afio 2013. Asi como la no presencia de floraciones algales en
puntos especificos donde se encontraban las praderas de la macroalga.

Por ello, el objetivo de la presente investigacion, fue experimentar el efecto inhibitorio
del extracto de la macroalga Chara Braunii en el crecimiento poblacional de la especie
Microcystis aeruginosa en condiciones de laboratorio, de modo a encontrar la fitoremediacion
ambiental mas factibles para los ecosistemas acuaticos de nuestra localidad. Y cuya aplicabilidad
no sea invasiva para el ecosistema y represente un bajo costo y una solucién duradera a las

floraciones.
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Planteamiento del Problema

En el afio 2013 se han presentado floraciones algales en el embalse Tacuary ubicado en
Carmen del Parand, Departamento de Itapta; asi como en el lago Ypacarai en el Departamento
de Cordillera, cuyo manejo ha significado un desafio sin solucion.

Estas floraciones algales toxicas han comprometido la explotacion para riego o recreacion
del agua de estos cauces hidricos. A través de la observacion de campo, se ha constatado que la
presencia de la macréfita Chara Braunii ha diluido en varias areas la cobertura de estas
floraciones. Ante la problematica que representa, se ha investigado la capacidad de esta
macrofita en la inhibicion de las floraciones algales. Asi como los componentes alelopaticos de
la misma, que inhiben el crecimiento de Microcystis aeruginosa. Con lo cual se contribuy6 al
conocimiento de las especies investigadas y una alternativa de manejo a la problematica.
Pregunta Central de Investigacion
¢Puede Chara Braunii inhibir el crecimiento poblacional de la cianobacteria Microcystis
aeruginosa?

Preguntas Especificas de Investigacion

1. ¢Cuales son las condiciones adecuadas para el cultivo de la especie Microcystis

aeruginosa aislada del medio natural?

2. ¢Cuales son los compuestos quimicos especificos de Chara Braunii generen la

inhibicion del crecimiento poblacional de Microcystis aeruginosa?

3. ¢Qué dosificacion del extracto de Chara Braunii podria generar un efecto inhibitorio

en el cultivo de Microcystis aeruginosa?
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Objetivos General
Analizar el efecto inhibitorio del extracto de la Chara Braunii sobre el crecimiento

poblacional Microcystis aeruginosa en condiciones de laboratorio.

Objetivos Especificos.
1. Analizar las condiciones ambientales del crecimiento de Microcystis aeruginosa en
cultivo aislado del medio natural
2. Analizar la composicion quimica de acidos grasos de la macroalga Chara Braunii
3. Determinar el efecto inhibitorio del extracto de Chara Braunii en diferentes

concentraciones sobre un cultivo de Microcystis aeruginosa.

Justificacion

Las floraciones algales de cianobacterias toxicas pueden generar impactos ambientales
irreversibles en la calidad del agua y la biologia del curso hidrico afectado, el paisaje, la estética,
la economia y el saneamiento en toda la cuenca hidrica afectada. A nivel internacional, la
remediacién o solucién definitiva a la problematica ha conllevado altos costos de inversién para
los municipios afectados.Muchas de las tecnologias empleadas para su solucion tienen un corto
plazo de eficiencia, debido a que las condiciones ambientales varian y cada ecosistema es
diferente.

Tras el desarrollo de una investigacion particular a nivel local, se ha determinado la
existencia de estas floraciones algales y un alto biovolimen de la especie de cianobacteria toxica
Microcystis aeruginosa en el subembalse Tacuary del Distrito de Carmen del Parana, como
también se ha observado en campo, una mayor dilucion de las floraciones de cianobacterias, en

las areas con presencia de la macroalga Chara Braunii
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A través del mismo surgié la posibilidad de inhibir el crecimiento de cianobacterias en la
masa de agua por medios bioldgicos que no afecten al ecosistema acuético local, por el contrario,
que formen parte del mismo.

Por ello, esta investigacion propuso la alternativa de indagar una posible fitorremediacion
con la utilizacion del extracto de una macroalga presente en el ecosistema local, para solucionar
el problema ambiental de las floraciones de la cianobacteria toxica presente en el embalse. El
cual trata de una tecnologia emergente que debe ser considerada para la rehabilitacion de sitios
contaminados, debido a su rentabilidad, ventajas estéticas y de largo plazo de aplicabilidad.

La investigacién adquiere importancia para el pais debido a que la problematica
relacionada a las floraciones algales es de dificil y costosa solucién. Y por la critica situacion
ambiental de los recursos hidricos y cuyos efectos impactan directamente sobre las condiciones
sanitarias y ambientales de la comunidad.

El logro del objetivo principal gener6 mayores conocimientos sobre el tema y contribuyo
a identificar una alternativa de manejo de una de las especies de microalgas mas comunes en
floraciones algales toxicas identificados en nuestro ecosistema local, con una técnica que ain no
ha sido investigada en el pais y que contribuira a su conocimiento. EI método fue econémica y
ambientalmente factible debido a que se utiliz6 una especie de macréfita acuatica existentes en el
embalse.

Viabilidad
Las condiciones de viabilidad del proyecto son multiples y entre ellas se pueden citar:
Aptitudes personales: se contd con la competencia técnica y experiencia; asi como los

conocimientos y las herramientas para realizar las tareas que se propusieron en la investigacion.
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En cuanto a aspectos institucionales, la Universidad dispone de laboratorios, equipos y
biblioteca digital para la adecuada realizacion de los trabajos experimentales.
Sobre la accesibilidad a los datos de campo, los sitios de muestreo seleccionados fueron publicos
y de libre ingreso, por ende, se pudieron realizar los muestreos y analisis en el tiempo estimado.
Por otro lado, por el alto costo de los trabajos realizados en la investigacion, se obtuvo la
financiacion del proyecto por parte del Consejo Nacional de Ciencias y Tecnologia
(CONACYT), con lo cual se cubrieron aspectos financieros de la misma.
Evaluacion de las Deficiencias en el Conocimiento del Problema

En un ecosistema la competencia por los nutrientes, la luz o el espacio son factores
conocidos, se ha indicado en varias investigaciones la utilidad que tienen las macrofitas para la
remediacion de diversos tipos de contaminantes. En el caso de la fitorremediacion de floraciones
algales de cianobacterias, se han implementado especies de macrofitas como los totorales por su
capacidad de absorcién de nutrientes de la cianobacteria, no obstante, sobre la especie Chara
Braunii presente en el embalse de estudio en particular, ain no se registran mayores datos sobre
las propiedades quimicas de la misma que podrian generar esta dilucion de las floraciones
observadas en el mismo y remediar este tipo de contaminacion; asi como son desconocidos
aspectos sobre la dosificacion en la que esta capacidad de inhibicidn podria llegar a tener efectos
y solucionar las floraciones de la especie Microcystis aeruginosa en particular por ser
identificada como la de mayor biovolimen en el embalse.
Delimitacion de la Investigacion
Temporal- La investigacion se desarroll6 durante el periodo anual 2016 a 2018. Tomando como

etapa experimental 5 dias de observacion en laboratorio.
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Espacial- Las especies fueron muestreadas de 3 puntos del embalse Tacuary, ubicado en el
Distrito de Carmen del Parana del Departamento de Itapua (Latitud 27°13°°17.84”* S- Longitud
56°10°14.51° O)

El espacio de trabajo fue laboratorial, realizandose la experimentacion en 6 fotobiorreactores
disefiados y construidos para el efecto.

Metodologia

La investigacion fue cualitativa y experimental debido a que se realizaran trabajos de medicién
de las variables tomadas por cada objetivo

Su enfoque fue cuantitativo, debido a la metodologia se fundamenté en la “construccion y
medicion de dimensiones, indicadores e indices de variables, y los datos deben responder a estos
factores, por lo cual tendran validez si son verificables o no, lo cual quiere decir que deben ser
observados y constatados de alguna forma” (Tamayo y Tamayo, 2008).

El disefio fue de tipo experimental, debido a que se realiz6 la manipulacion de una

variable experimental no comprobada, en condiciones rigurosamente controladas, con el

fin de describir de qué modo o por qué causa se produce una situacion o acontecimiento

en particular (Tamayo y Tamayo, 2008).

Instrumento de recoleccion de dato: observacion directa, analisis de contenido cualitativo,
tabulacion, calculo y anotaciones o notas de campo (Herndndez Sampieri, Fernandez Collado, &
Baptista, 2010).

Limitaciones

Las limitaciones del presente trabajo son generalmente de orden técnico, sobretodo

accesibilidad a equipos para el mantenimiento del cultivo de la cianobacteria y analisis

correspondiente.
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Consecuencias de la Investigacion
Los resultados exitosos de la investigacion serviran a la comunidad, no solo a nivel local
sino a nivel pais, como una alternativa para solucionar una problematica ambiental referente a

floraciones algales con caracteristicas toxicas.
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Marco Tedrico - Teorias sobre inhibicion de cianobacterias por macrofitas

acuaticas

Tras afios de revision de datos de investigaciones sobre la linea, se destaca que la
alelopatia de las macrdfitas acuaticas ha recibido especial atencion como potenciales medios de
control de floraciones algales en paises orientales y europeos. Sobre todo, para reducirlos en
lagos eutroficos poco profundos (Pakdel, Sim, Beardall, & Davis, 2013). Siendo la eutrofizacién
un grave problema que afecta a los sistemas acuaticas en el mundo. Sin embargo, se han hallado
reducidos casos de estudios de alelopatia o efecto inhibitorio a nivel regional.

La presencia de las macrofitas sumergidas se considera que es de gran importancia para
mantener el estado de las aguas claras de los lagos poco profundos. Fijan cantidades sustanciales
de nutrientes en su biomasa y por lo tanto compiten por estos nutrientes con “otros organismos
autétrofos, tales como fitoplancton, y limitar el crecimiento de este ultimo por la exudacién de
sustancias alelopatica que inhiben el crecimiento de los mismos” citado por (Mulderij G. a,
Mooij, Smolders, & Van Donka, 2005).

Por ello, la alelopatia de algunas especies de macrofitas acuaticas puede ser una estrategia
util el control de floraciones algales. A nivel mundial se han realizado investigaciones
experimentales de coexistencia entre plantas y fitoplancton, sean cianobacterias, clorofitas y
diatomeas. Asi como pruebas de extractos de las mismas en el caso de Chara globularis, Chara
vulgaris y Chara daspera, principalmente (Wium-Andersen et al, 1982; Blindow y Hootsmans,
1991; Mulderij et al, 2005, Zhang et al. 2009, Pakdel et.al. 2013), “Ceratophyllum” (Jasser,
1995;.Mjelde y Faafeng, 1997) y “Myriophyllum” (Jasser, 1995;Gross et al, 1996), “Egeria
densa” (Amorim, 2017) “lo que resulta en cambios en la biomasa de fitoplancton, la

composicion del fitoplancton o ambos” (Mulderij et al. 2005;Hilt&Bakker, 2016). Los
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aleloquimicos o sustancias alelopaticas son metabolitos secundarios generados y liberados por
las plantas, estos le proporcionan beneficios competitivos como lo son provocar efectos
negativos hacia el fitoplancton, animales (Meerhoff & Mazzeo, 2004) y hasta sobre otras plantas.
Varios son los estudios realizados sobre las interacciones alelopaticas entre el fitoplancton y
macrofitas (Nakai ef al., 1999; Kornery Nicklisch, 2002; Mulderij et al., 2007; Jang et al., 2007,
Gross et al., 2007), pero aun el conocimiento sobre los efectos antagonistas de estas dos
comunidades es escaso.

En las interacciones alelopaticas, macroéfitas y fitoplancton liberan sustancias quimicas a
la columna de agua, estas especies se ven directa y/o indirectamente afectadas (principalmente
negativamente) por dichos compuestos reduciendo su crecimiento, concentracion de clorofila y
capacidad fotosintética (Jang, Ha, & Takamura, 2007). Segiin Monteiro (2016) la relacion
cianobacterias/macrofitas se dio de tal forma que cuanto menor el biovoliimen algal, mayor es la
biomasa vegetal y concentracion de toxina, asi, las macrofitas inhiben el desarrollo del
fitoplancton, sin embargo, estimula el proceso de liberacion de toxina.

En pruebas de coexistencia entre macroéfitas y cianobacterias, Korner & Nicklisch (2002),
hallaron que la inhibicion de M. aeruginosa por parte Myriophyllum spicatum depende de la
biomasa de la macrofita. De igual manera, segin Hilt et.al. (2012), en pruebas con otra especie
de algas (Desmodesmus subspicatum) incubadas en tubos de membrana de dialisis en acuarios
mostraron una fuerte disminucion en todos los pardmetros bajo la influencia de Myriophyllum
verticillatum, demostrando la alelopatia de esta especie. Zhang et al. (2009) destaca que los
acidos grasos presentes en Chara vulgaris, principalmente el acido ortodecanoico, tetradecanoico
y hexadecanoico inhiben el crecimiento de M. aeruginosa, siendo mas potente el acido

ortodecanoico.
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Segun Berger & Schagerl (2004), compuestos implicados en los procesos alelopaticos
son metabolitos secundarios, subproductos de vias metabdlicas con diversas estructuras quimicas
y fuerte bioactividad, asi también se han hallado compuestos alelopaticos como los polifenoles o
metabolitos secundarios en Myriophyllum spicatum o Ceratophyllum dermesum.

En el caso de los carofitos se ha hallado que los extractos de Chara aspera, Chara
globularis, Nitellopsis obtusa y Nitella gracilis han demostrado tener inhibicion del crecimiento
de las cianobacterias Anabaena cylindrica y A. torulosa. En el caso de la especie Chara Braunii
se ha analizado su bioactividad en la inhibicion del crecimiento de hongos (Khalid & Riaz,
2015). Por ello, se observo que la inhibicién va a depender del grupo y especie de cianobacteria
como de macrdfita a la que estas dos comunidades estén expuestas tanto en el medio natural
como a nivel experimental (Koérner & Nicklisch, 2002).

La importancia de estos efectos aparece como una contribucién a ampliar el escaso
conocimiento que se tiene de las interacciones plantas-cianobacterias y evaluar futuras
aplicaciones en manejos de restauracién de sistemas (sub)tropicales degradados (Bonilla, 2009).
Ecologia del fitoplancton

Las Cianobacterias, denominadas también Cianoficeas o algas verde-azuladas en el
ambito botanico, incluyen aproximadamente 150 géneros que engloban unas 2000 especies. Son
organismos procariotas, aerobicos y fotoautdtrofos, por tanto, utilizan la fotosintesis como
mecanismo principal para obtener energia. “Su ciclo vital s6lo requiere agua, CO2, sustancias
inorganicas y luz, lo que les permite crecer en medios muy simples” (Forjan et al., 2008, Mur et

al., 1999 citado por Cobo et al. 2012).
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Contribuyen significativamente a la produccion primaria acudtica, ocupando un papel
central en el plancton junto con microalgas eucariotas. Sin embargo, las cianobacterias
planctonicas, también son un tema de preocupacion para calidad del agua y la salud
humana, especialmente en los ecosistemas limnicos, ya que pueden crecer masivamente
(floraciones) y producir peligrosas toxinas para el ser humano (Bonilla, Kruk, De Ledn,

Vidal, & Brena, 2009).

Desde sus origenes hasta el presente, las cianobacterias han colonizado con éxito diversos

tipos de ecosistemas. La mayor parte de las especies son de vida libre y se encuentran,

principalmente en ecosistemas acuaticos (marinos y continentales), pero también pueden

encontrarse en ecosistemas semi-acuéticos o terrestres (Bonilla, 2009).

Desde el punto de vista genético son muy parecidas a las bacterias Gram negativas, pero
muestran caracteristicas propias, como la presencia de clorofila-a, la facultad de utilizar el agua
como dador de electrones en la fotosintesis y la capacidad enzimatica para una fotosintesis
aerobia oxigénica (Cobo, Lagos, Barca, Vieira, & Servia, 2012)

Su particularidad deriva en que las cianobacterias son estructuralmente semejantes a las
bacterias pero realizan fotosintesis como las algas.

Se supone que fueron los primeros productores de materia organica que liberaron oxigeno
a la atmdsfera primitiva y son, probablemente, responsables de la mayor transformacion
evolutiva que conduce al desarrollo del metabolismo aer6bico necesario para la posterior
aparicion de las plantas superiores y animales (Fray, 1983 citado por Cobo et al. 2012).

El crecimiento de las cianobacterias fitoplanctonicas en los ambientes naturales depende

de su capacidad de optimizar la utilizacion de los recursos y minimizar las péerdidas de

biomasa. Los recursos necesarios para el crecimiento son la luz y los nutrientes
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(minerales), mientras que las pérdidas se deben a la depredacion, sedimentacion hacia
zonas afoticas (oscuras) donde no es posible realizar la fotosintesis y el “lavado” por ¢l
arrastre de las corrientes de agua. Las interacciones troficas entre los organismos en los
cuerpos de agua también juegan un papel importante para determinar la dominancia o no
de las cianobacterias (Bonilla, 2009).

lustracion 1 Diagrama simplificado de causas que determinan las floraciones de

cianobacterias en sistemas acuaticos
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Caracteristicas morfologicas de Microcystis aeruginosa

La especie M. aeruginosa es una cianobacteria del orden Chroococcal que forma colonias
irregulares que pueden medir 352 um en promedio de largo (min: 55,0; max: 650) y 402 um de
ancho (min: 55,0; méx: 725). Las células son esféricas a hemiesféricas, de tamafios promedio de
4,9 um (min: 3,0; max: 7,0), luego de la division celular. (Komarek y Anagnostidis, 1999).
Colonias lobadas, globosas y generalmente clatradas, mucilago difuso y transparente que

sobrepasa ampliamente el limite de las células. Células esféricas y oscuras, debido a la gran
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densidad de aerdtopos, concentradas en el centro de las colonias (Sant Anna, 2006; Bonilla et al.,
2009; Lopez Pereira, 2018).
Influencias de la temperatura

El balance entre la dominancia por macroéfitas sumergidos o las cianobacterias es sensible
a la temperatura y tiene fuertes efectos positivos en la reduccién como inhibicion de las
floraciones de cianobacterias (Bakker & & Hilt, 2016).

Han tenido mucho éxito en la colonizacion de ecosistemas tanto terrestres como
acuaticos, principalmente estos ultimos. Pueden vivir en condiciones extremas, desde aguas
termales a 75 °C hasta lagos antérticos con temperaturas proximas a los 0°C (Cobos et.al. 2012).
Los blooms de Cianobacterias aparecen generalmente al final del verano, septiembre y octubre,
en periodos de horas a dias (Cobo et. al 2012).

Segun Forjan et.al (2008), Un aumento en la concentracion de nutrientes, junto a factores

coadyuvantes como elevadas temperatura e intensidad de luz, entre otros, pueden originar

un desarrollo explosivo de cianobacterias. La temperatura 6ptima para el desarrollo de
estos blooms es de, aproximadamente, 25°C, lo que permite que en climas templados se
den con mayor frecuencia a finales de primavera, verano y principios del otofio.

En algunas situaciones, las cianobacterias tienen la facultad de dominar el fitoplancton

gracias a su capacidad para explotar intensidades de luz muy bajas o altas, optimizar la

fotosintesis mediante la flotacion en la columna de agua, soportar amplios rangos de
temperatura, crecer en ambientes cronicamente deficientes en nutrientes y resistir la
depredacion debido a su capacidad de sintetizar toxinas y a su plasticidad morfologica

(Bonilla et.al. 2009).



EFECTO INHIBITORIO DE MACROALGA EN CIANOBACTERIA 18

De igual manera, Cobo et al. (2012) y Gianuzzi et al. (2016) indican que son
especialmente euritérmicas, determinando que sus Optimos de temperaturas van de 20 a 30 °C.

Asi también, la estratificacion térmica dependiente de factores climéaticos como viento y
temperatura del aire (condiciones estacionales del ano) determinan el gradiente de distribucion
del fitoplancton en la columna de agua.

Microcystis aeruginosa posee la capacidad de situarse en un lugar propicio para la
supervivencia y el crecimiento mediante sus vesiculas de gas, obteniendo nutrientes “en las
zonas profundas de la columna de agua o energia fotosintética en la superficie de ésta, siendo la
temperatura un estimulo ambiental fundamental” (WALSBY, 1987; MUR et al.; 1999 citado por
Cobo et.al 2009).

Suzuki (2011) citado por Lizarralde Oliver (2014) resalta que un incremento de la
floraciones de cianobacterias en muchos ecosistemas continentales alrededor del mundo estan
asociadas a variaciones climaticas, dentro de ellas se resalta el calentamiento global.

Asi también la temperatura es uno de los factores preponderantes para el crecimiento de
las cianobacterias en corto tiempo:

El rango de temperatura a la que generalmente se produce la tasa maxima de crecimiento

se encuentra entre 25 y 30 °C, segln resultados experimentales con cultivos de

cianobacterias (Reynolds, 2006). Entre el 0 °C y el valor 6ptimo para cada organismo, se
produce un incremento de la tasa de crecimiento en funcion de la temperatura. Por
encima del rango de temperatura 6ptima ocurre una disminucion abrupta de la tasa de
crecimiento. Generalmente se considera que las cianobacterias prefieren temperaturas
mas altas que las algas eucariotas (Dokulil & Teubner 2000 citado por Bonilla et.al.

2008).
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Segtin Domis et.al. (2007) El calentamiento global podria favorecer el crecimiento de
las cianobacterias sobre las diatomeas, y en menor medida, las algas verdes.

En el contexto del cambio climético, el aumento de la temperatura y los cambios en los

patrones de precipitacion pueden tener efectos sinérgicos significativos sobre los

procesos de eutrofizacion en los ecosistemas acuaticos. Sin embargo, las evidencias no
son definitivas, y mientras algunos estudios reportan un posible aumento de la biomasa
algal como consecuencia del aumento de la temperatura (Jeppesen, Sondegaard, &

Jensen, 2003).

Aunque no es atn claro como “el fitoplancton respondera globalmente al aumento de la
temperatura, resulta evidente que una posible consecuencia es la disminucion de los tiempos de
generacion de las especies, propiciando asi la seleccion de las formas mejor adaptadas a las
nuevas condiciones ambientales” (Domis et al. 2007).

Pero es evidente que factores como la intensidad luminica, el viento y la temperatura
influyen en su crecimiento.

Las alteraciones en pocos grados de la temperatura de los cauces hidricos pueden acarrear
también importantes alteraciones troficas. Mendoza et.al (2014) sostiene que:

Son varias las causas de los florecimientos, pero entre las principales se encuentran el

aporte de nitratos y fosfatos abundantes en las surgencias en las costas y por las

escorrentias con residuos de fertilizantes agricolas, y el aumento en la temperatura del
agua a raiz del cambio climatico.

Carofitos
Los caréfitos son un grupo de macréfitos acuaticos sumergidos, pertenecientes a la

division Chlorophyta, algas verdes que al quedar en contacto con el aire se secan y
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mueren. Los hay de muy diferentes tamafios, desde bastante pequefios (3—10 cm), que
viven en ambientes estacionales y aguas someras (Nitella confervacea, Tolypella salina),
hasta los que pueden considerarse grandes (100-180 cm),que colonizan enclaves por lo
general permanentes donde pueden superar los 20 m de profundidad (Chara hispida var.
major) (Cirujano et al., 2008).
“Viven en ambientes muy diferentes con distintos tipos de aguas, desde las casi puras,
oligohalinas y oligétrofas” (Cirujano, Cambra, Sanchez Castillo, Meco, & Flor Arnau,
2008). Kufel & Ozimek (1994) y Scheffer (1998) enfatizaron “el importante papel que
tienen en establecer y mantener un estado estable dominado por macrofitos acuéticos,
restringiendo la abundancia de fitoplancton”. Ademads, “los carodfitos, debido a que su
presencia se mantiene durante la mayor parte del afio, sobre todo en los ecosistemas de
aguas permanentes, tienen efectos positivos sobre las comunidades de peces” (Scheffer,
1998; Wetzel, 2001), asi como de aves e invertebrados. Considerando que este factor lo
hace vulnerable a la posibilidad de periodos con elevada precipitacion en las que
normalmente se reducen sus colonias, sobretodo, en sistemas como el embalse Tacuary
de la localidad de Carmen del Parana.
En relacion al habitat de la especie Chara braunii, especificamente segin Mormul et.al.
2010; Meuer &Bueno, 2012, fueron identificados en el embalse Itaipu, siendo su hébitat
principal embalse y lagos de poca profundidad, conforme a Cirujano et.al. 2008, estan presentes
en aguas dulces o ligeramente salinas, frecuente en arrozales, y la presencia de praderas de
carofitos suele ser un indicador de la buena calidad ambiental de los ecosistema acuaticos.
Parece que algunas poblaciones actuales han prosperado a partir de introducciones ligadas al

cultivo del arroz. Caracteristicas presentadas por los puntos de muestreo, debido a que el embalse
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Tacuary representa cultivos de arroz inundados por la represa Yacyreta; y actualmente recibe
efluentes de industrias arroceras.

Cuando hablamos de factores ambientales que determinan la distribucion de las macroéfitas
acuaticas existen varias teorias. Segiin Spence (1982) “Los factores potencialmente
determinantes y que estan relacionados con la profundidad son la presion hidrostatica, la
irradiancia y la temperatura. La presion hidrostatica fue considerada primordial” ya por
Schimper (1854), sin embargo, Spence (1982), por contra, “no atribuye ningtin papel
significativo a la presion, considerando tnicamente a la irradiancia como determinante de la
distribucion”. Varios autores hallaron que independientemente de la presion condiciones como la
luz y la temperatura eran preponderantes para el crecimiento apical de las caroficeas.

Cirujano et.al. (2008) refiere que:

Los caro6fitos en general, los carofitos que viven en aguas dulces y poco mineralizadas no

tienen sus ejes y ramificaciones incrustados de sales, pero los que viven en aguas

mineralizadas, especialmente en aguas alcalinas ricas en bicarbonatos, suelen estar
cubiertos de incrustaciones. Al quedar en contacto con el aire se secan y el suelo queda
cubierto por sus restos blanquecinos.

Hay otros factores como el tipo de sustrato, la concentracién de nutrientes, las fuentes de
carbono, el oxigeno, la tasa de sedimentacion, etc. que son importantes en la distribucién, pero
no de manera general como los tres anteriores: presion, luz y temperatura (Pefiuelas, 1987).Asi
también, segin Ramos Montafio et.al (2013):

La distribucién de las macrofitas acuaticas depende de factores como la topografia, la

geologia y el clima, ademaés de eficaces mecanismos para dispersar sus semillas o

propagulos; el éxito de dispersion a grandes distancias en las plantas acuaticas ha sido
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facilitado por tolerancias ecoldgicas y la plasticidad a diferentes condiciones; el

establecimiento se atribuye en gran parte al crecimiento clonal y la abundancia de

rizomas, lo que favorece la colonizacion a través de la dispersion por el agua, el viento, la
actividad humana y la migracion de aves.

Tanto el pH como la conductividad y la penetracion de la luz en la columna de agua
hacen posible la presencia de caréfitos dadas las condiciones en este embalse. Esto se ve
reflejado en la presencia y crecimiento de cardfitas en los embalses de Itapua, sobretodo en el
embalse Tacuary, donde inicia su florescencia en los primeros dias de la estacion primaveral y
alcanza su pleno desarrollo en los en todo el periodo de verano, alcanzo extensas colonias con
una cobertura total del area en la zona litoral de los mismos (Lopéz Pereira, 2013).

Iustracion 2 Distribucion de Chara Braunii Gmelin en embalse Tacuary, Itapia, periodo-

Primavera, 2016

Fuente: Elaboracion propia. Fecha: 10-10-17

Cuando nos referimos a factores que limitan la presencia de caréfitos, Cirujano et.al.
(2005) refiere que la “eutrofizacion limita y reduce la abundancia de los carofitos en los lagos y

humedales”. Se ha analizado que un aumento de la temperatura maxima media registrada en
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Paraguay (DINAC, 2016) puede contribuir a la aceleracion de la eutrofizacion en ecosistemas
acuaticos con alta carga de nutrientes en nuestro pais.

Segun Calero et al. (2015), las actividades antropogénicas amenazan a las plantas
acuaticas sumergidas a través de factores como la eutrofizacion, invasiones biologicas,
destruccion del hébitat. Entre estas transformaciones se incluyen al cambio climatico, factor que
influiria negativamente sobre las macrofitas acuaticas.

El incremento de nutrientes disueltos en el agua tiene inicialmente un efecto positivo sobre la
biomasa producida por los caréfitos, como ocurre con otras plantas acuaticas, especialmente en
los ecosistemas oligotroficos, ya que un aumento inicial moderado de fésforo, en si mismo,
contribuye a un mayor crecimiento de las ovas (Cirujano et.al. 2005).

Por el contrario, Alvarez Cobelas et.al (1991) refiere que:

Los caro6fitos se extinguen debido a los efectos inducidos por este exceso de nutrientes y

de fosforo: desarrollo incontrolado del fitoplancton, aumento de la turbiedad del agua,

escasez de oxigeno, sedimentacion de restos organicos sobre las ramificaciones de los
carofitos que estan suspendidos en el agua, desarrollo excesivo de algas filamentosas,
entre otros factores.
Otro factor indeseable para el correcto desarrollo de los car6fitos son los herbicidas agricolas
que, disueltos en el agua de lluvia, terminan por concentrarse en las depresiones inundadas, por
ende, las precipitaciones influyen en las mismas.

Por medio de observaciones en campo se puede determinar que el viento y la

precipitacion tienen influencia en la distribucion y desarrollo de cardéfitos, particularmente en el

embalse Tacuary. Donde se registrd una menor area de cobertura luego de temporadas de lluvia y
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viento, factores climaticas de gran influencia en el cuenca del Tacuary, por la geomorfologia del

cauce.



EFECTO INHIBITORIO DE MACROALGA EN CIANOBACTERIA 25

Hipotesis
H1 La disminucién del crecimiento poblacional del cultivo de Microcystis
aeruginosa se debe a la actividad alelopatica de los &cidos grasos de Chara Braunii

Gmelin en determinada concentracion.
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Definicion Conceptual de las Variables o Constructos

Identificacion de las Variables o Constructos

26

Las variables independientes son el medio de cultivo, la concentracion del extracto de

Chara Braunii, la temperatura; y la variable dependiente es crecimiento de la poblacion de

Microcystis aeruginosa.
Definicion Operacional de las Variables

Tabla 1 Operacionalizacion de variables

Variables Dimensiones Indicadores Instrumento
Medio de porcentaje de nutrientes | Aumento de poblaciénde | Observacion
cultivo/nutrientes para | utilizados cultivo de Microcystis directa
cultivo aeruginosa

Concentracion de concentracion maxima o | Disminucién de poblacion | Observacion
extracto de Chara minima del extracto de Microcystis aeruginosa. | directa
Braunii

Aumento o aumento o reduccién de | Tasa de crecimiento del Observacion
disminucion de la biomasa del cultivo cultivo directa
temperatura medicion
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Marco Metodoldgico

Descripcion del Lugar de la Investigacion

Las especies Microcystis aeruginosa y Chara Braunii fueron colectadas durante muestreos
cuali-cuantitativos estacionales de los periodos 2016-2018, en tres puntos de la margen izquierda
del embalse Tacuary localizado en el Distrito de Carmen del Parana, Departamento de Itapla
(Latitud 27°13°18.49”* S-Longitud 56°10°15.40°* O). Este cauce hidrico esta ubicado en zona
rural siendo anteriormente areas de cultivo de arroz y bosques anegados por la represa Yacyreta.
Actualmente recibe aportes de efluentes de industrias de produccién porcina y arroceras del
distrito a través de los arroyos que conforman la cuenca. Cuenta con una extension de 1029.88
km2, Las areas de muestreo tienen una profundidad media de 2,5 m en la zona litoral y entre 3 a
8 men la zona limnética. Las caracteristicas fisicoquimicas anuales en los puntos de muestreo
del embalse indican que presenta buena oxigenacién con un promedio anual 8,5 mgO/I, 78,7
pS/cm de conductividad, 42,6 mg/L de sélidos totales disueltos, 29,9 mg/L de DQO, 7,03 pH,
0,57 m de transparencia Secchi (Lopez Pereira, 2014). Los antecedentes del embalse Tacuary
con base en los niveles de fosforo y clorofila ‘a’ indican que su estado tréfico presenta una
condicién mesotrofica, con ligera tendencia a Eutrofia (EBY, ler. Informe semestral de calidad

del agua de Sub-embalse de margen derecha, 2014)

Asimismo, los cultivos de Microcystis aeruginosa aislados del embalse fueron
realizados bajo condiciones controladas en el Laboratorio del agua de la Universidad Nacional
de Itapda, utilizando 6 fotobiorreactores con medio BG11 en dosificacion de 2000 mL,
temperatura promedio de 25 + 3°C, la cual representd la temperatura ambiente no siendo
manipulada a nivel laboratorial, PAR de 0,8086 umoles™'*m™2, fotoperiodo de 14:10, pH de 7,10

y agitacion diaria.
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Toma de muestras

El material fitoplanctonico colectado de forma directa y con red de 125 micras, fue
preservado en botellas de plastico de 500 ml, con agua del embalse las cuales fueron
acondicionadas para su transporte al Laboratorio del agua de la Facultad de Ciencias y
Tecnologia de la Universidad Nacional de Itapua.

Para el muestreo de Chara Braunii se utilizo el protocolo de Cirujano et al. (2008),
utilizando un rastrillo de fondo con el cual se colectaron plantas maduras incluidos sus rizoides y
fueron guardadas con agua del embalse en bolsas de plastico etiquetandose la profundidad del
punto, la conductividad y tipo de agua para su transporte al laboratorio de la Facultad de
Ciencias y Tecnologia de la Universidad Nacional de Itapuda.

Tabla 2 Sitio y fechas de muestreo y coordenadas geograficas Tabla 2 Sitio y fechas de

muestreo y coordenadas geograficas

Especie Sitio Fecha de colecta Coordenadas geograficas

Chara Braunii | Embalse Tacuary | Febrero-Marzo-Mayo- [27°13°17.84”* S 56°10°14.51”°0
Julio-Setiembre- 27°13°14.43”* S 56°09°37.60°°0O
Noviembre-2016-2017 |27° 12°57.43>* S 56°09°04.83°0
Enero-Febrero-Marzo-

2018

Microcystis Embalse Tacuary

aeruginosa Playa la Rotonda, | Enero-Febrero- 25°18°52.76° S, 57°17°42.74°0

Lago Ypacarali Noviembre-2017

Fuente. Elaboracién propia
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Enfoque de la Investigacion

“El enfoque fue cuantitativo, debido a la metodologia se fundamente en la construccién y

medicion de dimensiones, indicadores e indices de variables, y los datos deben responder

a estos factores, por lo cual tendran validez si son verificables o no, lo cual quiere decir

que deben ser observados y constatados de alguna forma” (Tamayo y Tamayo, 2008).
Disefio de Investigacion

Se realiz6 una investigacion experimental en fotobiorreactores, utilizando cultivos
axénicos de la cianobacteria Microcystis aeruginosa, aislados del medio natural.

A los mismos se aplicé el extracto de la macroalga Chara Braunii en diferentes
concentraciones y en condiciones ambientales controladas y se realizo el calculo de densidad,
medicion de pH, temperatura y oxigenacion diariamente por un periodo de 5 dias. Segun
Hernandez Sampieri (2010), “los experimentos manipulan tratamientos, estimulos, influencias o
intervenciones (denominadas variables independientes) para observar sus efectos sobre otras
variables (las dependientes) en una situacion de control”.

Tipo de Investigacion

La investigacién fue de tipo experimento puro porque, segun Hernandez Sampieri (2010),
“estos disefios llegan a incluye una o mas variables independientes y una 0 mas dependientes.
También pueden utilizar prepruebas y pospruebas para analizar la evolucion de los grupos antes
y después del tratamiento experimento”.

Nivel de Conocimiento Esperado

La investigacion tuvo bases exploratorias, debido a que no se cuenta con informacién

validada sobre el tema analizado en las condiciones planteadas. Al lograr los objetivos se obtuvo

mayor conocimiento sobre el efecto inhibitorio de la especie analizada sobre la cianobacteria
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toxica presente en las floraciones algales a nivel pais, de manera a utilizar como herramienta de
gestion sostenible para el problema ambiental.
Poblacion y Muestra

Universo: cianobacterias y macroalgas de subembalses de Itapta

Poblacion: Microcystis aeruginosa 'y Chara Braunii de los subembalses de Itapua

Muestra: cultivo de Microcystis aeruginosa 'y Concentraciones de extracto de Chara
Braunii.

Instrumentos y Técnicas de Recoleccidn de Datos

Para la investigacion se ha empleado la ficha de trabajo que permiti6 el ordenamiento y
clasificacion de los datos generados, la observacion directa y medicion; y para su procesamiento
la tabulacion, estadistica, andlisis e interpretacion de los resultados.

Muestreos e identificacion taxonomica

Se realizaron 20 campafias de muestreo de cianobacterias abarcando los periodos 2017-
2018, durante las cuatro estaciones anuales. Las mismas fueron en la Playa la Rotonda localizada
en la cuenca del Lago Ypacarai (25°18°52.76" S, 57°17°42.74>° O), la laguna It4 (25°30°29.18’
S, 57°21°52.21”” O) localizado en el Departamento de Cordillera y el embalse Tacuary del
Distrito de Carmen del Parana, Departamento de Itapua (Ilustracion 5), para la identificacion y
cultivo se utilizo el material colectado del embalse.

La identificaciéon morfologica de la célula de Microcystis aeruginosa fue realizada con la
colaboracion de la bidloga y experta en taxonomia y ecologia de microalgas y cianobacterias,
Dra. Célia Sant Anna de la Universidad de Sao Paulo Brasil; durante el curso de cianobacterias
planctonicas desarrollada en la Universidad de la Republica del Uruguay en el periodo 2017, y

posterior seguimiento en el 2018. (Anexo I)
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Se ha utilizado un microscopio 6ptico (AXL-Labovision-Eglas) a resolucion de 40x y
100x (10 um), la guia taxondémica escrita por Komarek y Anagnostidis (1999) y el manual
ilustrado de identificacion de cianobacterias escrita por (Sant'Anna, 2006).

Asi también, se realizaron cuatro colectas de carofitos del embalse Tacuary, totalizando
60 kilogramos de la macroéfita acuética para su identificacion y posterior elaboracion del
extracto.

El procesamiento del material para su identificacion taxondmica y posterior depdsito en
el herbario FCQ de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Asuncion ;
fue realizada siguiendo los métodos descritos por Cirujano et.al. 2008, Bicudo & Menezes
(2006), Bicudo (1974), Bicudo & Bueno (2013), Meurer & Bueno (2012), Cascante (2008) y
utilizando la clave taxondmica de Cirujano et al. 2008, debido a que para la misma se realizaron
comparaciones con otras especies. Las medidas fueron tomadas en centimetros y micrometros
conforme a lo indicado por Bicudo (1974). Confeccionandose la ficha del ejemplar de referencia
(Tabla 3) Se ha contado con la colaboracion del Dr. Santos, Cirujano Bracamontes del Real

Jardin Botdnico de Madrid para la identificacion. (Anexo III-Anexo VI).
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Tabla 3 Ficha del ejemplar de referencia

Especie: Chara braunii C.C.Gmelin

Familia: Characeae

Nombre comun: No aplica

Colector: Victoria Lopez Pereira

Fecha de colecta: 25-09-2018

Coordenadas: 27°13°17.84”* S-56°10°14.51"°0

Sitio: embalse Tacuary, Carmen del Parana, Itapua

Habitat: lagos someros con profundidad de entre 1,00 a 2,00, y
conductividad anual promedio de 78,7 uS/cm y temperatura
promedio anual de 22 °C. Campos de cultivo de arroz inundados

Nuamero de colecta: 4

Aislamiento de célula para cultivo

Para el aislamiento de la Microcystis aeruginosa se utilizé el método de la pipeta y
diluciones sucesivas, para separar formas coloniales o filamentosas (Andersen y Kawachi, 2005),
siguiendo el protocolo de aislamiento de Jacinavicius et al. (2013).

Se colocaron las muestras en Erlenmeyer de 500 ml, de las cuales se tomo 1 alicuota de 1
ml del material el cual fue puesto sobre un portaobjeto para su observacion en el microscopio
optico, donde una vez identificada la célula de Microcystis aeruginosa fue aislada por
capilaridad para su colocacion en cajas de Petri con 1 ml de agua destilada, para el triple lavado
del material contaminante.

Las células aisladas fueron colocadas en tubos de ensayo inoculadas con 5 ml del medio

de cultivo BG11 (Rippka et.al.1979). Se realizaron 15 réplicas durante siete dias y
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posteriormente se realizé su repique a 500 ml. por 5 dias, y sucesivamente a 1000 ml (Figura 2-
Anexo I)

Graéfico 1 Secuencia de repique de cultivo aislado
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2
212 +
=2
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5mL 500 mL 1000 mL
Volumen de repique

Fuente. Elaboracion propia.

Recuento de crecimiento

Para la estimacion del crecimiento celular se ha tomado 1 ml del cultivo de 1000 ml,
realizandose el recuento celular en cdmara Neubauer por el periodo de cinco dias siguiendo el
protocolo de recuento (Arredondo y Voltolina, 2007), utilizando la férmula:

Concentracién celular: Nx10000/N° de cuadros; (Ecuacion 1) (Anexo V)

Donde: N es el nimero de células contadas en los cuatro cuadros grandes

La curva de crecimiento se obtuvo a partir del calculo del logaritmo natural de la
densidad celular obtenida (Tortora et.al. 2007)

La tasa de crecimiento (dias™), se ha calculado utilizando la siguiente formula (Guillard,

1973)
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H=1In(X2/X1)/(t2-tl1) (Ecuacion 2)

En donde:

u es la tasa de crecimiento x0 y x1 es la concentracion celular inicial y final, t0 y t1 el
tiempo inicial y final

Tiempo de duplicacion
tg=1In2/pe=0.693/ pe (Ecuacion 3)

Analisis de interrelacion de especies
De manera a reforzar la investigacion sobre el efecto inhitorio, se realiz6 un anélisis de
interrelacién entre Microcystis aeruginosa y Chara Braunii, aplicando el indice de abundancia
relativa (IAR). De cada muestra se extrajo una sub muestra analizando la alicuota (gota de agua),
contando: 18 gotas de muestra (obtenidas) 1 ml

1 gota de muestra X

X =0.06 ml (Ecuacion 4)

Posteriormente se realizo el siguiente calculo para determinar el niamero de células por ml de
muestra:

N° Células 0.06 ml

X Células 1 ml (Ecuacién 5)

Los resultados del recuento se expresaron en nimero de células por un mililitro (ml), y
son expresados en el Indice de abundancia relativa (Tabla3) donde se identificaron las especies
nocivas y el indice de floraciones algales predominantes (Cassis, Muioz, & Avaria, 2002).

Para la densidad de Microcystis aeruginosa, los resultados de cel/mL fueron calculados

en porcentajes.
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La densidad de Chara Braunii se estim6 como n° de plantas/ind/m? de una parcela de
I1xIm.

Para lo cual se extrajo porcentaje de cobertura conforme al método de Braun Blanquet
(Tabla4) (Braun-Blanguet, 1932).
Tabla 4 Indice de abundancia relativa aplicado a Microcystis aeruginosa en el embalse

Tacuary, ParaguayTabla

Escala NUmero de Denominacién
Numérica individuos
0 0 Ausente
1 1 raro
2 2-10 escaso
3 11-50 abundante
4 51-80 Muy abundante
5 80+ Floracién

Tabla 5 Indice de Braun Blanquet aplicado a Chara Braunii para determinar escala de

cobertura en el embalse Tacuary, Paraguay

Valor Braun Blanquet
+ Menos de 1%
1 1-5%
2 6-25 %
3 26-50%
4
5

51-75%
76-100%
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A los resultados de densidades obtenidos en los tres puntos de muestreo fue aplicado el
modelo de competicion de Lokta Volterra, utilizando el software Populus all 5.5 (Alsdat, 2001).

Aplicando la Ecuacion 6:

ac Ky

dN K,—(N N1

E=r2N2| 2(;+ﬁ )l
2

Donde: Nj: representa la densidad de la especie 1 (Chara Braunii) N,: representa a la
especie 2 (Microcystis aeruginosa) K1: la capacidad de carga de la especie 1 o densidad maxima
de la poblacion K;: la capacidad de carga de la especie 2 o densidad méxima de la poblacion ry:
el rango de crecimiento intrinseco a: coeficiente de competicion de la especie 1

rp: el rango de crecimiento intrinseco a: coeficiente de competicion de la especie 2

Considerando las caracteristicas de las dos especies analizadas, se ha aplicado el modelo
en base a densidades porcentuales por superficie ocupada en la transecta (1x1m). Con el fin de
obtener resultados ajustados a las mismas, que ilustren las interacciones entre ambas.

Los rangos de crecimiento intrinseco representan constantes, tomando como referencia
los trabajos de Rosso et al. (2012) y Bianchinni et al. (2015), respectivamente.

Composicion quimica de acidos graso de Chara Braunii

Conforme al protocolo otorgado por los laboratorista, las muestras de la macroalga fueron
lavadas con agua destilada y pesadas en cantidad de 300 gramos. Fueron colocadas en bolsa de
polietileno y conservadas en frio con bolsas de gel congeladas para su transporte hasta el
laboratorio de la Facultad de Ciencias Exactas, Quimicas y Naturales, Programa de Efluentes

Industriales y Urbanos (PEIU), Universidad Nacional de Misiones, Argentina.
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Analisis por cromatografia liquida de alta frecuencia (HPLC).

Se realizo el anélisis de 27 parametros de acidos grasos presentes en una muestra de 300
gramos de Chara Braunii conforme a la Norma AOC 996.1. La materia grasa se obtuvo secando
la muestra y extrayendo los &cidos con éter. Los resultados fueron expresados en base seca. Se
determind humedad de la muestra a 103+1 °C.

Extraccion de esencia

Se procedi6 al lavado de las muestras de Chara Braunii con agua destilada y posterior
molienda para la destilacion y obtencion de esencia por las técnicas de arrastre de vapor y
soxhlet (Alvarez, Meléndez, & Cosio, 2012), en este caso se aplicd hexano como solvente. Se
utilizaron un total de 900 gramos del material para la obtencion de esencia por ambas técnicas
(Anexo 1V).

Disefio de fotobiorreactor
Se realiz6 una revision bibliografica sobre fotobiorreactores para adaptarlos al trabajo. A partir
de alli, se diseno el fotobiorreactor teniendo en cuenta aspectos como suministro de luz con
emisiores de luz (LED), provision y transferencia de CO2, acumulacion de oxigeno, y mezcla,
con compresores y bomba para sistema de aireacion. Ademas de la adhesion de un luxémetro
para la medicion de intesidad de la irradiancia. Se procedi6 al disefio optandose por el
fotobiorreactor tubular de vidrio para un cultivo intermedio con un volimen de 5 litros

(Ilustracion 3-Anexo II).
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llustracién 3 Disefio de fotobiorreactor

T
S

h=0,50 cm

d=0,50 cm

K_Y_)

D=0,50 cm

V=4,90625 E5 Lts

Fuente. Elaboracion propia

Prueba de inhibicion

La prueba se realizo utilizando diferentes concentraciones (3mL, 5 mL, 15 mL, 20 mL).
Asi también se probo el extracto en 1 litro de floracion natural para la observacion de su

respuesta y contando con 1 control/testigo para el monitoreo del crecimiento poblacional.
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llustracion 4 Disefio de dosificacion experimental del extracto

3mL 5mL

15mL 20mL

Fuente: Elaboracion propia

Durante la experimentacion, se recogi6 a diario de cada fotobiorreactor 1 ml de solucion
cultural y del control por un periodo de 5 dias.

Calculando la concentracion celular del control y los cultivos en los que se aplicaron las
dosis de esencia de Chara Braunii, para ello se utilizé una camara Neubauer aplicando la
formula:

Concentracion celular: Nx10000/N° de cuadros; (Ecuacion 7) (Tortora et.al. 2007)
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Donde: N es el nimero de células contadas en los cuatro cuadros grandes

Posteriormente, se calcul6 la relacion de inhibicion o Rango inhibitorio (IR) con la
siguiente formula:

IR =1- (Nt / No) x100 (Ecuacién 8)

Donde:

Nt : Namero de Microcystis aeruginosa en tratamiento

No: Numero de Microcystis aeruginosa en control.

Disefio experimental

Los resultados fueron descritos con base en la media aritmética, la desviacion estandar y
el coeficiente de variacion.

Se realiz6 el analisis de varianza (ANOVA) en base a los datos de cel/mL en funcion a
los dias de experimentacion y los datos del Rango inhibitorio en funcion a las dosis empleadas en
la experimentacion , y se realizo la prueba a posteriori empleandose la comparacion de medias
por el método Fisher (LSD), eligiéndose éste debido segun Saville (1990), presenta ventajas
como simpleza, es concistente, se puede utilizar en disefios no balanceados y con desigualdad de
varianzas; su potencia es excelente y su error tipo I es conocido y constante. Para ello, se ha

empleado el software estadistico Statgraphics Centurion XVLII (Polhemus, 2005)
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Marco Analitico

Resultados

Area de estudio

lustracion 5 Localizacion del area de puntos de muestreo

WAFA OF UK ACION O FUNTOS DR SRS TRID SOORE
MEAGEW SATELTAL GEL AND JEY8

Fuente: Elaboracion propia

En la ilustracién 5, se observan los 3 sitios de muestreo seleccionados en el embalse Tacuary,
estos se ubican en la margen izquierda del mismo. Presentan una profundidad de entre 1,00 a
2,50 m. en la zona litoral. Siendo unos 10 afios atras, areas de cultivo de arroz y remanentes
boscosos anegados por la represa Yacyreta. En los mismos se observo la presencia de otras
especies de macrofitas acuaticas siendo amplia la diversidad. Estos puntos de muestreo presentan
condiciones de temperatura promedio anual de 22, 0 °C, conductividad de 78,0 uS/cmy pH
basico a alcalino en promedio anual, siendo condiciones del agua considreadas 6ptimas para el
desarrollo de cardfitos. Estas areas reciben aportes de efluentes de industrias arroceras distantes a

pocos metros del mismo. Por lo general, las zonas de distribucion son areas con poca influencia
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del viento, en las mismas se ha observado diversidad de aves, mantarrayas pequefios y alevines

para las utilizan para su proteccion.

Fuente: Elaboracion propia.

En la ilustracion 6, se observa el tipo de floracion algal en el embalse, el cual es
acumulativo y en superficie, bastante densa, en ocasiones formando peliculas verdosas o grumos
verdes brillante sobre la superficie. Su principal &rea de formacion es la zona litoral del embalse,
siendo mas frencuente en los sitios de muestreo N° 1 y 3 como se observa, estd asociada a las

comunidades de carofitos del embalse.
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Tabla 6 Promedio anual de parametros fisicoquimicos en los puntos de muestreo

43

Variacion de pardmetros fisicoquimicos de la margen izquierda
de la Cuenca del Arroyo Tacuary
Puntos de muestreo 0D Conductividad TDS DQO Temperaturc pH transparencia
Otoho 1 8,75 70,5 38,2 25,0 20,4 8,25 0,65
2 8,95 71,2 38,4 101,0 19,6 7,38 0,80
3 8,86 71,2 38,6 152,0 19,8 7,31 0,65
Invierno
8,97 75,2 41,3 8,77 18,8 6,41 0,70
9,86 74,7 40,7 8,77 18,4 6,54 0,50
9,30 81,6 45,0 8,77 18,6 6,38 0,60
Primavera
1 7,97 89,7 48,8 7,0 24,0 7,46 0,40
2 8,57 90,6 49,1 7,6 24,5 6,71 0,5
8,20 96,1 52,0 51 23,4 6,60 0,4
Verano
1 7,77 72,4 38,8 13,0 25,3 7,51 0,35
2 7,52 751 40,3 13 25,7 6,95 0,65
3 7,47 76,1 40,9 8,3 25,6 6,83 0,60
Promedio anual 8,51 78,7 42,675 29,9 22,0 7,03 0,57

Fuente: (Lopez Pereira, 2014)

Las caracteristicas anuales en los puntos de muestreo indican que cuenta con buena

oxigenacion, baja conductividad, solidos disueltos y DQO, presentado un promedio de 22 °C de

temperatura del agua y aguas claras con 0,57 m de transparencia Secchi (Tabla 5).
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Tabla 7 Promedio de parametros fisicoquimicos medidos in situ en los puntos muestreos

Conductivid Temperatur
Puntos OD (mg/L) ad (1S/em) TDS (mg/L) 2 (°C) pH
1 7,65 73,3 39,2 26,9 7,63
2 6,66 75,3 40,4 28,9 7,43
3 8,85 70,9 38,4 19,9 7,7

Fuente: Elaboracion propia, 2018

En la Tabla 6 se indican las condiciones promedio presentadas en los sitios de muestreo

durante las colectas, entre las cuales se destaca la buena oxigenacién con una maxima de 8,85

mgO/L, baja conducitivad promedio asi como baja concentracion de solidos totales disueltos. La

temperatura promedio fue cdlida en los puntos 1 y 2 a templada en el punto 3 y condiciones de

pH basico a alcalino.
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Identificacion taxondmica de cianobacteria
Orden: Chrooccales

Especie: Microcystis aeruginosa (Kuntzing) Kuntzing 1866

llustracion 7- 8. Colonias de Microcystis aeruginosa del embalse Tacuary, Carmen del

Parana

Fuente: Elaboracion propia. Fecha: 20-06-2018

Como se observa en las ilustraciones 7 y 8, se hallaron colonia irregulares con las
caracteristicas de Microcystis aeruginosa. Siendo en su mayoria células esféricas, presentado
aerotopos. En algunos casos, las células que tenian tonalidades mas oscuras debido a la gran
densidad de su aerdtopos que se concentran en el centro de las colonias. Asi también, contaban

con mucilago transparente, presentado division celular al momento de la observacion (Anexo

VII)
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Gréfico 2 Curva de crecimiento Microcystis aeruginosa
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Fuente: Elaboraciédn propia

La curva de crecimiento celular del cultivo de Microcystis aeruginosa indica que hubo un
aumento significativo, luego de la fase lag, siendo exponencial a partir del ler. dia de
experimentacion alcanzando su fase estacionaria en el 2do. al Sto. dia, presentando el
comportamiento tipico del crecimiento celular microbial, considerando que la reproduccion de

Microcystis aeruginosa es en horas.
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Graéfico 3 Curva de temperatura del cultivo
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Fuente elaboracion propia

La temperatura del cultivo se mantuvo en un promedio de 25,7 °C, con una maxima de
28,1 °C y una minima de 21,9°C (Grafico3). El rango de crecimiento de Microcystis aeruginosa
aumento en relacion al incremento de 4 °C de la temperatura inicial.

Tras las pruebas experimentales del fotobiorreactor construido, se suprimio6 el sistema de
bombeo por compresion para la oxigenacion, debido a que generaba la muerte celular del cultivo

por la velocidad de mezcla. Realizdndose la oxigenacion manual tres veces por dia.
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Tabla 8 Ln de la concentracion celular, tasa de crecimiento (u), tiempo de duplicacion (Td),

temperatura del cultivo de Microcystis aeruginosa (°C)

Dias LnN U (dia-1) | Td Temperatura
(C)

0 13,53 21,9
1 14,35 0,357 1,94 25,1
2 14,51 0,212 3,26 27,2
3 14,57 0,150 4,62 27,5
4 14,76 0,134 51 28,1
5 14,91 0,120 57 24,7

Fuente: Elaboracion propia

Los méaximos rangos de crecimiento de Microcystis aeruginosa en condiciones
experimentales fueron de 0,357 dia-1 a 25,1°C con 1,94 dias en tiempo de duplicacion en el dia 1
y 0,212 dia-1 a 27,2°C. Con un rango minimo de 0,12 dia-1 a 24,7 °C en el dia 5, siendo el
tiempo de duplicacion promedio de 4,124 dias (Tabla 7), no observandose variaciones

significativas de crecimiento durante los demas dias de experimentacion.
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Identificacion taxonomica de macrofita
Especie: Chara braunii C.C.Gmelin
Familia: Characeae
Nombre comin:
Habitat: Las areas donde se encuentran formaciones densas de caré6fitos en el embalse Tacuary,
por lo general, son en la zona litoral de la margen izquierda, en areas de poca profundidad de
1,00 a 2,50 m., alejadas de la influencia del viento y el oleaje caracteristico del embalse. En las
estaciones de primavera y verano estd asociada a otras especies de macrofitas acuéticas, pero por
lo general las formaciones densas estdn separadas del resto de diversidad de plantas acuaticas en
el lugar. Es importante destacar que estas areas fueron campos de cultivo de arroz inundados
recientemente, caracteristica especificas del habitat preferible por esta especie segln la literatura.

llustracion 8 Bracteas y Oogonios (1,25)

Fuente: Elaboracion propia
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llustracién 9 Chara Braunii Gmelin con rizoides

Fuente: Elaboracién propia

llustracion 10 Talo

Fuente: Elaboracion propia

50
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llustraciéon 11 Acicula

Fuente: Elaboracion propia

Analisis de la interrelacion entre la especie

En el andlisis del modelo de competicion interespecifica de Lotka-Volterra se destaca que
durante la estacion otofio existio una coexistencia estable entre ambas especies en todos los
puntos (Graficos 4-5 y6), siendo, en el punto 1, la densidad de Chara Braunii mayor a la de
Microcystis aeruginosa, las mismas evolucionaron con el tiempo alcanzando un punto de
equilibrio (Gréafico 4, Grafico 7).

En el punto 2, el comportamiento en el tiempo indica una poblacién mayor de Chara
Braunii que decrecio a lo largo de los dias; y una poblacién inferior de Microcystis aeruginosa
que aumenta con el tiempo (Grafico 8), no obstante alcanzan un punto de equilibrio (KA/a
>KB) (Grafico 5).

En la estacion invierno, en el punto 1 la densidad de Chara Braunii redujo a Microcystis

aeruginosa por exclusion competitiva (Grafico 10).



EFECTO INHIBITORIO DE MACROALGA EN CIANOBACTERIA 52

En los puntos 2 y 3 se dio un punto de equilibrio entre ambas poblaciones, ddndose una
coexistencia estable (KA / a >KB) (Grafico 11-12)

Sin embargo en la estacion primavera, la densidad de Chara fue superior a la de
Microcystis por lo tanto esta disminuy6 el tamafio de su poblacion, ddndose una exclusion
competitiva (Gréafico 16-17-18) Manteniendo una alta densidad de Chara Braunii durante la
primavera (Grafico 10-20-21)

En los puntos 1y 2, durante la estacion verano, Chara Braunii crecid y la densidad
poblacional de Microcystis aeruginosa disminuy6, dandose una exclusién competitiva de
Microcystis aeruginosa por Chara Braunii (Grafico 22-23). No obstante en el punto 3 existe una
coexistencia estable, dandose un punto de equilibrio en el crecimiento de ambas poblaciones
hasta alcanzar su capacidad de carga (Grafico 24). Indicando que ante cualquier perturbacién
aleatoria del medio, el tamafo de las poblaciones tendio al equilibrio durante ese periodo.

En los graficos de comportamiento en el tiempo, de ambas especies a través del modelo
de tendencia de crecimiento de Lotka-Volterra, se observo que Chara Braunii alcanzd un
crecimiento exponencial hasta obtener un valor de equilibrio (K), mientras que Microcystis
aeruginosa se vio desplazada en su crecimiento a una densidad poblacional inferior (Graficos 7-
9, 13-14, 19-20-21, 25-26-27), a excepcion del punto 3 de la estacion invierno donde la
poblacion inicial de Microcystis aeruginosa aumento hasta lograr un equilibrio con Chara
Braunii (Grafico 15), asi como el punto 2 en la estacion otofio en que la densidad de Microcystis
aeruginosa tuvo un crecimiento exponencial hasta alcanzar su valor de equilibrio (K) en
relacion a la disminucion de la poblacion de Chara Braunii en el punto (Grafico 5- 8).

Por ende en las estaciones primavera y verano, se da exclusion competitiva de Microcystis
aeruginosa siendo Chara Braunii la de mayor competitividad espacial. No obstante en otofo e

invierno, se da una coexistencia estable entre ambas especies, a excepcion del punto 2 donde se
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da exclusién competitiva de Microcystis aeruginosa por parte de Chara Braunii la importancia
del conocimiento de la dindmica poblacional en condiciones naturales y sobre todo, en un
embalse de reciente formacion, radica en la comprension o determinacion de especies que
podrian influir en la exclusion o coexistencia de otras, en el caso en particular, la influencia que

podria tener Chara Braunii sobre la poblacion de Microcystis aeruginosa para su control.

Tabla 9 Densidad estacional de especies en los sitios de muestreo del embalse Tacuary,

Paraguay (Parcela de 1x1m)

Microcystis aeruginosa

Sitio de muestreo Otofio Invierno Primavera Verano MAX % afio
1 41,0 50,2 20 10 50,2
2 47,49 78 44,5 31 78,0
3 70 100 42 23 100

Chara Braunii

Sitio de muestreo Otofio Invierno Primavera Verano MAX % afio
1 75 50 50 100 100
2 75 50 100 100 100
3 75 50 100 100 100

Fuente: Elaboracion propia

Los resultados del método de abundancia relativa para Microcystis aeruginosa indicaron
que hubo floraciones en el punto 3 principalmente en las estaciones de otofio, invierno y verano

En cuanto a Chara Braunii, los resultados del método indicaron un cobertura maxima en
las transectas, durante las estaciones de otofio, primavera y verano, coincidiendo con los

porcentajes de abundancia relativa de Microcystis aeruginosa.
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Gréfico 4 Curvas de competencia interespecifica entre Chara Braunii y Microcystis

aeruginosa en el embalse Tacuary PUNTO 1

Lotka-Voltera Competition: Phase Plane
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Fuente: Elaboracion

Grafico 5 Curvas de competencia interespecifica entre Chara Braunii y Microcystis

aeruginosa en el embalse Tacuary PUNTO 2

Lotka-Volterra Competition: Phase Plane
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Gréfico 6 Curvas de competencia interespecifica entre Chara Braunii y Microcystis

aeruginosa en el embalse Tacuary PUNTO 3

Latka-Volterra Competition: Phase Plane
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Fuente: Elaboracion propia

En los graficos 4,5 y 6 de curva de competencia interespecifica entre Chara Braunii y
Microcystis aeruginosa en el embalse Tacuary. Se muestra que en los puntos de muestreo
puntos 1, 2 y 3, la densidad de Chara Braunii (N1) fue mayor a la de Microcystis aeruginosa
(N2), sin embargo, alcanzaron un equilibrio estable, lo que determiné la coexistencia de ambas

especies durante la estacion otofio
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Graéfico 7 Trayectoria de crecimiento de Chara Braunii Gmel (N1) y Microcystis aeruginosa
(N2), durante la estacion otofio PUNTO 1

Lotka-Volterra Competition: Time Trajectory
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Fuente: Elaboracion propia
Gréfico 8 Trayectoria de crecimiento de Chara Braunii Gmel (N1) y Microcystis aeruginosa
(N2), durante la estacion otofio PUNTO 2
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Gréfico 9 Trayectoria de crecimiento de Chara Braunii Gmel (N1) y Microcystis aeruginosa

(N2), durante la estacion otofio PUNTO 3

Lotka-Volterra Competition: Time Trajectory
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Fuente: Elaboracion propia

En los graficos 7,8 y 9 de la trayectoria de crecimiento de Chara Braunii (N1)y
Microcystis aeruginosa (N2), durante la estacion otofio, se denota un crecimiento exponencial

mayor de la especie Chara Braunii por sobre Microcystis aeruginosa.
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Graéfico 10 Curvas de competencia interespecifica estacion invierno, dados los porcentajes de

densidad de especies PUNTO 1

Lotka-Volterra Competition: Phase Plane
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Gréfico 11 Curvas de competencia interespecifica estacion invierno, dados los porcentajes de

densidad de especies PUNTO 2

Lotka-Volterra Competition: Phase Plane
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Fuente: Elaboracion propia



EFECTO INHIBITORIO DE MACROALGA EN CIANOBACTERIA 59

Gréfico 12 Curvas de competencia interespecifica estacion invierno, dados los porcentajes de

densidad de especies PUNTO 3

Lotka-Volterra Competition: Phasé Plang
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En los Graficos 10,11 y 12 de curvas de competencia interespecifica estacion invierno, se
demuestra que dados los porcentajes de densidad de especies: En el punto 1 la poblacién de
Chara Braunii tuvo un crecimiento superior a la poblacion de Microcystis aeruginosa
excluyéndola de la parcela. En el punto 2, existi6 un punto de equilibrio en el crecimiento de

ambas poblaciones, ddndose una coexistencia estable. En el punto 3, existié una coexistencia

estable de ambas especies (KA/o >KB)
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Graéfico 13 Trayectoria de crecimiento de Chara sp. (N1) y Microcystis sp. (N2), durante las

estacion invierno PUNTO 1

Lotka-Volierra Competition: Time Trajectory
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Gréfico 14 Trayectoria de crecimiento de Chara sp. (N1) y Microcystis sp. (N2), durante las

estacion invierno PUNTO 2

Lotka-Volterra Competition; Time Trajectory
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Graéfico 15 Trayectoria de crecimiento de Chara sp. (N1) y Microcystis sp. (N2), durante las

estacion invierno PUNTO 3

Lotka-Volterra Competition: Time Trajectory
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Fuente: Elaboracion propia
En los graficos 7,8 y 9 de la trayectoria de crecimiento de Chara Braunii (N1)y
Microcystis aeruginosa (N2), se denota un crecimiento exponencial mayor de la especie Chara

Braunii por sobre Microcystis aeruginosa durante la estacion invierno.
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Gréfico 16 Curvas de competencia interespecifica PUNTO 1

Lotka-Yoltera Competition; Phase Plang
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Gréfico 17 Curvas de competencia interespecifica PUNTO 2

Lotka-Volterra Competition; Phase Plane
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Gréfico 18 Curvas de competencia interespecifica PUNTO 3

Lotka-Volterra Competition: Phase Plane
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Graficos 16, 17 y 18 de curvas de competencia interespecifica, en los puntos 1,2y 3, la
densidad de Chara Braunii (N1) aumentd y la de Microcystis aeruginosa (N2) disminuy6 con lo
que Chara Braunii, excluyo a Microcystis aeruginosa ocurriendo exclusion competitiva durante

la primavera.
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Gréfico 19 Trayectoria de crecimiento de Chara Braunii Gmel (N1) y Microcystis aeruginosa

(N2), durante las estacion primavera PUNTO 1
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Graéfico 20 Trayectoria de crecimiento de Chara Braunii Gmel (N1) y Microcystis aeruginosa

(N2), durante las estacion primavera PUNTO 2
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Graéfico 21 Trayectoria de crecimiento de Chara Braunii Gmel (N1) y Microcystis aeruginosa

(N2), durante las estacion primavera PUNTO 3

Lotka-Volterra Competition: Time Trajectory
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Fuente: Elaboracion propia

En los graficos 19,20 y 21 de la trayectoria de crecimiento de Chara Braunii (N1)y
Microcystis aeruginosa (N2), durante las estacion primavera hubo un crecimiento superior de de

la especie Chara Braunii en todos los puntos.
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Gréfico 22 Curvas de competencia interespecifica PUNTO 1

Lotka-Volterra Competition; Phase Plane

1000

800

B0

400

Fopulation M )

200

T o ®» x4 W & W™ & w010
Population { &1 )
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Gréfico 23 Curvas de competencia interespecifica PUNTO 2

Lotka-Volterra Competition; Phase Plane
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Graéfico 24 Curvas de competencia interespecifica PUNTO 3

Lotka-Volterra Competition; Phase Plane
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Fuente: Elaboracion propia

En los graficos 22,23 y 24 de curvas de competencia interespecifica, muestran que en los
puntos de muestreo 1y 2 la densidad de Chara Braunii aument6 y la de Microcystis aeruginosa
disminuy6, dandose una exclusion competitiva de Microcystis aeruginosa El punto 3, registrd

una coexistencia estable entre ambas especies en la estacion verano 3.
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Graéfico 25 Trayectoria de crecimiento de Chara Braunii (N1) y Microcystis aeruginosa (N2),

durante la estacion verano PUNTO 1

Lotka-Volterra Competition: Time Trajectory
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Fuente: Elaboracion propia
Gréfico 26 Trayectoria de crecimiento de Chara Braunii (N1) y Microcystis aeruginosa (N2),

durante la estacién verano PUNTO 2

Lotka-Volterra Competition; Time Trajectory
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Gréfico 27 Trayectoria de crecimiento de Chara Braunii (N1) y Microcystis aeruginosa (N2),

durante la estacion verano PUNTO 3

Lotka-Volterra Competition: Time Trajectory
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Fuente: Elaboracion propia

Gréficos 25,26 y 27 de trayectoria de crecimiento de Chara Braunii (N1) y Microcystis
aeruginosa (N2), durante la estacion verano: demuestran que el crecimiento de Chara Braunii

fue superior al de Microcystis aeruginosa en todos los puntos.
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Composicion quimica de acidos grasos de Chara Braunii

Gréfico 28 Porcentaje de acidos grasos en Chara Braunii
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Fuente: Elaboracion propia

El perfil de acidos grasos mostré una dominancia de acidos grasos saturados (SFA’s); asi
como también se detectaron dcidos monoinsaturados (MUFA’s), y acidos grasos poliinsaturados
(PUFA’s). La composicion de los mismos (Grafico 28) indica un alto porcentaje de acido oleico
(C 18:1N9C), 34,1%, acido linoléico (C 18:2N6C), 24,7%, acido palmitico (C 16:0), 18,6%,
acido Estearico (C 18:0),13,5%, acido a linoléico (C 18:3N3) y acido miristico (C 14:0) un
2,0%. En menor porcentaje se encontro el acido Palmitoleico (C 16:1) 1,1 % y acido

Heptadecanoico (C 17:0) 0,6%.
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Tabla 10 Porcentaje menor de acidos grasos

Acido grasos %

area
Ac. Miristoleico (C 14:1) <0,5
Ac. Heptadecanoico (C 17:1) <0,5
Ac. Elaidico (C 18:1N9T) <0,5
Ac. Translinoleico (C 18:2N6T) <0,5
Ac. Gamma linoléico (C 18:3N6) <0,5
Ac. Araquidico (C 20:0) <0,5
Ac. Eicosadienoico (C 20:2N6) <0,5
Ac. Eicosadienoico (C 20:3N3) <0,5
Ac. Dihomo Gamma linolénico (C 20:3N6) <0,5
Ac. Araquidonico (C 20:4N6) <0,5
Ac. Eicosapentaenoico (C 20:5N3) <0,5
Ac. Heneicosaenoico (C 21:0) <0,5
Ac. Behenico (C 22:0) <0,5
Ac. Erucico (C 22:1N9) <0,5
Ac. Docosadienoico (C 22:2N6) <0,5
Ac. Docosahexanoico (C 22:6N3) <0,5
Ac. Tricosanoico (C 23:0) <0,5
Ac. Lignocérico (C 24:0) <0,5
Ac. Nervonico (C 24:1N9) <0,5
Fuente:

El limite de cuantificacion y deteccion fue de 0,5 %, entre los &cidos grasos analizados
con porcentaje menor al limite de deteccion y cuantificacion, se identificaron un total de 19

acidos grasos con mayor dominancia de acidos poliinsaturados y saturados (Tabla 9).
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Prueba de inhibicién
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Gréfico 29 Concentracion celular de Microcystis aeruginosa con la aplicacién de 3 mL
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Fuente: Elaboracion propia

Gréfico 30 Concentracion celular de Microcystis aeruginosa con 5 mL del extracto de Chara

Braunii
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Fuente: Elaboracion propia
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Gréfico 31 Curva de crecimiento celular de Microcystis aeruginosa con 10 mL de esencia de

Chara Braunii Gmelin
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Gréfico 32 Curva de crecimiento celular de Microcystis aeruginosa con 13 mL de esencia de

Chara Braunii Gmellin
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Gréfico 33 Curva de crecimiento celular de Microcystis aeruginosa con 13 mL de esencia de

Chara Braunii Gmelin

1600000

1400000

1200000

1000000

800000

Cel/mL

600000

400000

200000

0

\

\\

N\,

Dial

Dia 2

Dia 3
Tiempo (Dias)

Dia 4

T 1

Dia 5

=¢=_Control

Floraciéon medio natural (5 mL)

Fuente: Elaboracion propia

En la pruebas de inhibicion de la esencia de Chara Braunii se observé una disminucion

del crecimiento poblacional al 3er, 4to y 5to dia en todas las dosificaciones aplicadas a los

cultivos en relacion al control (Graficos 29 al 33). La méaxima concentracion celular del control

fue de 1.375.000 Cel/mL y la minima de 175.000 Cel/mL. Se destaca que el cultivo con dosis de

3 mL contd con la menor concentracion celular con 750.000 Cel/mL de méxima y 10.000

Cel/mL de minima; seguida del cultivo con 5 mL de esencia de Chara Braunii que contd con

una maxima de 1.000.000 Cel/mL y una minima de 12.500 Cel/mL; y el cultivo con 15 mL de

dosificacion de la esencia que contd con 1.250.000 Cel/mL de méxima.
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Rango de Inhibicion
Tabla 11 Efecto inhibitorio (%) de extracto de Chara Braunii en cultivo de Microcystis

aeruginosa 3mL

Tiempo 3 mL (cel/mL) IR (%)
Dial 200000 -33,78
Dia 2 750000 -59
Dia 3 10000 -0,27
Dia 4 375000 -74
Dia5 12500 -6,14

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 12 Efecto inhibitorio (%) de extracto de Chara Braunii en cultivo de Microcystis

aeruginosa 5mL

Tiempo 5 mL (cel/mL) IR (%)
Dial 375000 -64,2
Dia 2 1000000 -79
Dia 3 75000 -4,45
Dia 4 12500 -15
Dia5 22500 -11,85

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 13 Efecto inhibitorio (%) de extracto de Chara Braunii en cultivo de Microcystis

aeruginosa 10mL

Tiempo 10 mL (cel/mL) IR (%)
Dia 1 500000 -85,9
Dia 2 1250000 -99
Dia 3 575000 -40,8
Dia4 0 1
Dia 5 75000 -41,85

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 14 Efecto inhibitorio (%) de extracto de Chara Braunii en cultivo de Microcystis

aeruginosa 20mL

Tiempo 20 mL IR (%)
Dial 450000 -11,2
Dia 2 1125000 -89
Dia 3 1350000 -97,18
Dia4 375000 -74
Dia5 125000 -70,4

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 15 Efecto inhibitorio (%) de extracto de Chara Braunii en cultivo de Microcystis

aeruginosa FLORACION MEDIO NATURAL 5mL

Tiempo Floracion medio natural (5 mL) IR (%)
Dia 1l 550000 -94,6
Dia 2 1200000 -95
Dia 3 1150000 -82,6
Dia 4 450000 -89
Dia5 137500 -11,5

Fuente: Elaboracion propia

El rango indic6 que hubo una inhibiciéon méxima de entre 0,27-1 %, siendo los cultivos
con 3mL, 5 mL y 10 mL los que presentan mayores rangos inhibitorios. El minimo rango de
inhibicion resulté en la floracion natural con la cual se utilizé 5 mL del extracto de Chara

Braunii destilada con hexano (Tablas 10 al 14).
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Tabla 16 Resultados del Analisis de Varianza para Cel/mL por DIAS

Fuente Suma de Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados I Medio
Entre grupos 2,10809E12 5,27022E11 5,15 0,0092
Intra grupos 1,43297E12 1,02355E11
4
Total (Corr.) 3,54106E12
8

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 15 muestra los resultados correspondientes al andlisis de varianza para Cel/mL
en funcion de los dias. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una
diferencia estadisticamente significativa entre la media de Cel/mL entre uno y otro dia, con un
nivel del 95,0% de confianza.

Para determinar cuales medias o comparacion de medias son significativamente
diferentes de otras, se ha seleccionado Pruebas de Multiples Rangos, cuyo resultado se aprecia en

la Tabla 16.
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Tabla 17 Pruebas de Multiple Rangos para Cel/mL por DIAS. Método: 95,0 porcentaje LSD

DIAS Casos Media Grupos Homogéneos
Dia5 4 58750 X

Dia 4 3 254167 X

Dial 4 381250 X

Dia 3 4 502500 X

Dia 2 4 1031250 X

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 16 expone el método empleado para discriminar entre las medias, el cual es el
procedimiento de diferencia minima significativa conforme a la prueba de comparacion de
medias (LSD) de Fisher. Las marcas de la columna que corresponde a los grupos homogéneos
muestran diferencias cuando no se encuentran alineados verticalmente. El dia 5 muestra la menor

cantidad de células por mL.
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Graéfico 34 Gréfico del comportamiento de las medias de Cel/mL en funcidon de dias

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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El grafico 34 permite apreciar el comportamiento que experimentan la cantidad de

células por mL en el transcurso de los dias. Puede notarse que a partir del dia 2 la disminucion es

notoria conforme a la prueba de comparacion de medias de Fisher.
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Graéfico 35 Gréfico de cajas y bigotes. Cel/mL segun dias
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El grafico 35 representa el comportamiento de la cantidad de células por mL en funcion
del transcurso de los dias. Se puede notar que el dia 5 es el que presenta menor cantidad de
células y con un intervalo menor a los demas.

En sintesis, se rechaza la hipotesis de igualdad y se opta por la hipotesis alternativa. En
este caso el dia 2 difiere de todos los demas casos. Sin embargo la menor cantidad de células por

mL se dio en el dia 5, con una media muy inferior a las demas con x = 58750.
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Analisis de varianza del factor dosificacion para Rango inhibitorio como respuesta

Tabla 18 ANOVA para IR por DOSIS

Fuente Suma de Cuadrados Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
|
Entre grupos 8697,36 2899,12 3,43 0,0444
Intra grupos 12678,0 845,199
5
Total (Corr.) 21375,3
8

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 17 que muestra la salida de resultados del andlisis de varianza para el Rango
Inhibitorio segln las dosis del extracto de Chara y puesto que el valor-P de la prueba-F es menor
que 0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de Rango Inhibitorio

(IR) entre los niveles de la DOSIS, con un nivel del 95,0% de confianza.
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Tabla 19 Pruebas de Multiple Rangos para IR por DOSIS. Método: 95,0 porcentaje LSD

DOSIS Casos Media Grupos Homogéneos
20 mL (cel/mL) 5 -81,556 X
15 mL (cel/mL) 4 -66,8875 XX
5 mL (cel/mL) 5 -32,2 X
3 mL (cel/mL) 5 -34,638 X

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 18 expone la discriminacion entre las medias del IR, mediante el procedimiento
de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher. Las marcas de la columna que corresponde
a los grupos homogéneos muestran diferencias cuando no se encuentran alineados verticalmente.

El mejor promedio se logr6 con la dosis de 20 mL mostrando diferencias significativas entre 5 y

3 mL.
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Gréfico 36 Comportamiento de las medias de IR en funcion de dosis

Medias y 95,0% de Fisher LSD
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Fuente: Elaboracion propia

El grafico 36 muestra el comportamiento de medias correspondientes a IR en funcion a
la dosificacion del extracto. La dosis 20 mL tiene el menor valor correspondiente a IR, el cual es

de -81,556.
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Gréfico 37 Gréfico de cajas y bigotes. Cel/mL segun dias
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El grafico 37 representa el comportamiento los niveles de IR en funcion de la
dosificacion. Se aprecia que para 20 mL se obtuvo mayor rango inhibitorio e incluso con menor

variabilidad.
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Discusion de los resultados

Con relacion al objetivo N°1 Analizar las condiciones ambientales del crecimiento de
Microcystis aeruginosa en cultivo aislado del medio natural, se concluye que el conteo de células
proveyo6 de informaciones como concentracion celular, curva de crecimiento intrinseco y tiempo
de duplicacion de la célula, en el cual el principal factor ambiental ha sido la
temperatura.Aunque, segun Paerl y Huisman (2008); Li et.al. (2012) existen diversos factores
ambientales que influyen en el crecimiento o la aparicion de cianobacterias en medios naturales
como las altas temperaturas, alto pH, la habilidad para fijar nitrdgeno atmosférico y la irradiacion
El crecimiento de Microcystis aeruginosa del embalse Tacuary fue el similar al reportado por
Gianuzzi et.al. 2016, con tasas de crecimiento de 0,31y 0,33 dia™, respectivamente, a 23 °C y un
aumento del rango a 29°C. En el mismo se sugiere que la temperatura tiene un efecto
significativo en el rango de crecimiento de Microcystisa aeruginosa tratandose de especies
aisladas de ecosistemas tropicales; y como se caracterizo en el medio natural, con 26°C y 28,9
°C, el embalse mantiene una alta temperatura en promedio anual, lo cual indica que podria darse
una mayor presencia de floraciones de Microcystis aeruginosa en el mismo. Esta caracteristica
de la cianobacteria analizada indicaria una alta tasa de crecimiento de la misma dadas las
condiciones ambientales referidas.

Esto se relaciona a lo mencionado por Forjan et. al.2008 y Robarts et.al 1987, sobre que la
temperatura 6ptima para el desarrollo de estos blooms es de, aproximadamente, de 25°C. Asi
mismo, analisis realizados en floraciones del lago Ypacarai en diferentes estaciones han indicado
una mayor presencia de Microcystis aeruginosa entre 25 °C a 33°C, en condiciones naturales
(Benitez Rodas, et.al. 2017; Rodriguez et.al. 2005; Liu, 2011). Este comportamiento de la misma

en lagos eutrofizados se acerca a la presentada por lacepa analizada en condiciones



EFECTO INHIBITORIO DE MACROALGA EN CIANOBACTERIA 87

laboratoriales. Segun Li et.al.2012, a altas intensidades de luz y temperatura alcanzan un mayor
rango de crecimiento especifico.

Estos valores obtenidos fueron menores a los reportados por Lick (2004) quien informd valores
de p entre 0,52 a 0,54 dia™ a mayor temperatura (18°C-32°C); y 0,44 dia™ a 25°C. Watanabe et
al. (1985), sin embargo a temperaturas mayores a 25 °C, la cepa analizada disminuy0 su tasa de
crecimiento manteniéndose constante con temperaturas entre 27,2°C y 28,1 °C, un
comportamiento que difiere de los reportados en cultivos de la especie. Mientras que Crettaz
et.al. (2017), inform6 de valores de p entre 0,17 a 0,20 dia? a temperaturas entre 25y 26 °C,
Von Ruckert & Gianni (2004) informaron de un crecimiento de la especie entre 0,263 uy 0,393
| en condiciones de experimentales, los cuales se relacionan a los obtenidos con la cepa del

embalse Tacuary.

Segun varios autores (Robarts et.al. 1987; Hilt &Bakker 2016; Cobo 2012 y Alfaro 2014) la
temperatura es una de las variables mas importantes que controla el dominio taxonémico de
cianobacterias en los medios naturales, actuando de forma sinérgica con otros factores. Asi
también, existe una estrecha relacion entre la tasa de crecimiento y la produccion de
microcystina por parte de la células, a altas tasas de crecimiento mayor produccion de
microcystina en células pequefias (Long et.al. 2001). Los resultados obtenidos fueron similares a
el crecimiento tipo de células coloniales en laboratorio con un rango de 0,29 dia™ (Li et al.

2012).

Las floraciones de cianobacterias del género Microcystis aeruginosa en embalses artificiales
representan problemas sanitarios y ambientales de complejo manejo (Christoffersen & Kaas,
1999; Cobo, Bonilla et.al. 2015). Es de importancia analizar su interaccion con otras especies

teniendo en cuenta que la distribucion y ensamblaje de las mismas en un ecosistema acuatico
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estd fuertemente influenciado por el ambiente asociado. Entendiendo, segin Roldan Pérez &
Ramirez Restrepo (2008) que es el resultado de las interacciones de sus componentes, cobra
interés el analizar esta interrelacion entre estas dos especies dominantes en el embalse de manera
a conocer su influencia en la presencia y distribucion espacial de los mismos, y determinar la
capacidad competitiva de Chara Braunii para su uso en el manejo de cianobacterias de este tipo.
La interaccion entre Chara Braunii y Microcystis aeruginosa indica que en el embalse la
competencia puede tener una influencia determinante en la organizacién y estructura de este tipo
de ecosistema, dandose la coexistencia en periodos frios y la reduccion de la poblacion o
exclusion competitiva de la cianobacteria de los espacios ocupados por ambas especies en los
periodos calidos (Marone, 1988, Tilman, 1987, Pifiol & Martinez Vilalta, 2006). Durante las
estaciones calidas se generan estados de desequilibrio y por ende, la exclusion de Microcystis
aeruginosa, conforme a lo expresado en la teoria del nicho, si dos especies superpusieran
estrictamente sus nichos, una de ellas seria excluida por competencia (\Volterra, 1926). Asi
también, el principio de exclusién competitiva menciona que especies con nichos idénticos
compiten por los mismos recursos, por lo cual no permite su coexistencia.

No obstante, durante las estaciones frias se ha dado un equilibrio en el sistema, lo cual ha
generado una coexistencia estable de ambas poblaciones, esta transicion estacional entre
coexistencia y exclusion podria deberse a la variaciones de sus densidades o bien a la dispersion
espacial de las mismas, siendo esta agregacion espacial en una comunidad la que favorece la
competencia intraespecifica, aumentando la probabilidad de coexistencia (Marafion, 1991). Asi
mismo se entiende que el rango de distribucion de una especie podria decrecer en presencia de

otra con similares requerimientos.
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A pesar de las densidades mayores de C. Braunii en relacion a Microcystis aeruginosa han
alcanzado un punto de equilibrio estable, lo cual conllevé a su coexistencia (Farifia et.al. 1997).
Sin embargo, en las estaciones calidas se observé un desequilibrio entre estas poblaciones,
siendo el resultado la exclusion de Microcystis aeruginosa dénde se comprueba que, a través de
la interaccidon competitiva que C. Braunii logra reducir el espacio ocupado por Microcystis
aeruginosa en el medio, hasta lograr su exclusion (Tilman, 1987). Siendo las macrofitas
competidoras exitosas en el medio, por su capacidad de aprovechamiento de nutrientes de
sedimentos, tratdndose de macrofitas enraizadas (Van Dock & Van de Bund, 2002). Estas
ventajas competitivas de una especie sobre otra permiten que la misma tome los sitios en el
sistema (Pianka, 1981).

Los resultados, durante la estacion verano, demostraron que esta capacidad de competicién de C.
Braunii podria regular la densidad poblacional de Microcystis aeruginosa en el embalse. El
retroceso de la cobertura espacial o dispersion de Microcystis aeruginosa es una explicacion
clara de que el concepto del espacio en la dindmica de poblaciones es de gran importancia
(Margalef, 1991; Bascompté & Solé, 2005), evidencidndose la influencia de una especie sobre
otra.

Considerando que C. Braunii puede competir y generar una mayor dispersion espacial de
Microcystis aeruginosa, sobretodo en las estaciones célidas en las que desplazan a Microcystis
aeruginosa del medio reduciendo esta manera la superficie de cobertura. Esto concuerda con su
mayor capacidad en el uso y aprovechamiento de los recursos (Qiu et.al.1998, Van Donk & Van
Bunk, 2002). Lo anterior, siendo Microcystis aeruginosa una especie de mayor densidad
poblacional en corto tiempo considerando su ciclo de vida, el resultado ha demostrado que la

coexistencia no esta determinada Unicamente por la especie dominante numéricamente, sino
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condicionada asimismo por la estructura espacial o bien competitividad espacial (Marafion,
1991); debido a que C. Braunii presenta mayor area de cobertura espacial por sus caracteristicas
morfoldgicas.

A razon de que la evidencia fue analizada en condiciones naturales, el modelo de lokta volterra
podria generar ciertos sesgos debido a que el mismo considera Gnicamente las densidades
poblaciones (N) de especies competidoras que puedan albergar un espacio (K) teniendo en
cuenta su rango de crecimiento (r). No obstante, los resultados evidencian competencia
interespecifica entre ambas especies, lo cual reduce la poblacion de la cianobacteria en el
embalse debido a la exclusion competitiva 0 mayor dispersion espacial, teniendo una gran
influencia durante las estaciones calidas.

Conocer esta interaccion en embalses tropicales puede tener utilidad en el manejo de floraciones
algales del género Microcystis aeruginosa siendo la competencia por el espacio un factor clave.
La aplicacion del modelo considerando la cobertura espacial, ha sido un reto para la
investigacion dadas las brechas existentes entre ambas especies en cuanto a caracteristicas
morfoldgicas. La naturaleza espacial de los ecosistemas condiciona muchos de sus patrones y
dindmicas, en ese sentido permite comprender los procesos ecoldgicos a través de nuevas
perspectivas y herramientas (Zavala et al. 2006; Ledo et.al. 2013), como la coexistencia entre
especies similares (Velazquez et.al.2007) o la exclusion competitiva de otras (Pifiol & Martinez
Vilalta, 2006).

Con relacion al objetivo especifico N°2, Analizar la composicién quimica de &cidos grasos de la
macroalga Chara Braunii, se estima que las macrdéfitas acuaticas son capaces de suprimir el
crecimiento de fitoplancton a través de la excrecion de sustancias quimicas que inhiben el

crecimiento del fitoplancton (Hutchinson, 1975; Bauer, 2011; Gao, 2011; Chen et al., 2012). Las
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mismas tienen efectos positivos sobre el zooplancton y negativos en el fitoplancton (Van Donk,
2002). Por ello, fue importante conocer mas a fondo las propiedades de la especie de carofito en
estudio para inferir sus componentes alelopaticos, debido a que no todas las especies presentan
las mismas propiedades.

Segun Mundt et al. (2004), los acidos grasos tendrian capacidad bactericida debido a que son
capaces de cambiar la permeabilidad de la celda membrana, interactuar con proteinas y lipidos
de la membrana celular, inhibir enzimas especiales o formar una capa alrededor de las celdas.
Asimismo, lIkawa et al. (2004) indicé que la actividad inhibidora se debe a sustancias lipoides
presentes en los PUFA’s (acidos grasos poliinsaturados). Reinikainen et al. (2001) hallaron que
los PUFA’s tienen propiedad de alta toxicidad. Murakami et al. (1990a) y Yamada et al. (1993),
Han encontrado que los componentes con principal actividad inhibitoria en la especie
Phormidium tenue provinieron de la fraccion de acido graso libre, cuyos componentes
principales fueron linoleico (C18: 2) y linolénico (C18: 3). Los acidos grasos podrian tener
efecto detergente en las bacterias (Debois et al. 2001), asi como ocasionar lisis celular con lo
cual inhibe el crecimiento de las mismas (McCracken et al. 1980; Ni et al. 2015)

Con el andlisis de la composicion quimica de acidos grasos se detectd que la macroalga Chara
Braunii presente en el embalse Tacuary, contiene un alto porcentaje de &cidos grasos C18 como
son el de &cido oleico (C 18:1N9C), &cido Linoléico (C 18:2N6C), &cido Estearico (C 18:0) asi
como &cidos grasos C16 como el acido palmitico (C 16:0). Segun Debois et al. (2010), las
actividades bioldgicas de los FFA tienen un papel en las defensas del huésped frente a
potenciales microorganismos patdgenos u oportunistas. Un aspecto importante de esto es la
inhibicion o muerte directa de bacterias. En si, los acidos grasos, particularmente los PUFA’s

(polinsaturados) tienen efectos toxicos y ecoldgicos en el ambiente (Ikawa, 2004).
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De igual manera, Mundt et al. (2004) reporté a los acidos grasos en especial al acido a-linolenic
(aC18:3) como antibacterial. Y Kamaya et al. 2003, demostrd una alta toxicidad del &cido oleico
sobre el crecimiento algal de Selenastrum capricornutum, afirmando que la posicion del doble

enlace como la configuracién que afectan la toxicidad.

Wau et al. (2006) detectd que los &cidos grasos C18, incluyendo OA, LA y LNA, tienen efectos
toxicos sobre el fitoplancton, siendo mayor en los acidos a-linolenic (aC18:3).

Se dedujo que existe una correlacion positiva entre el grado de lisis celular y la toxicidad de los
acidos grasos. Chiang et al. (2004) ha analizado la toxicidad de los acidos grasos, hallando que
los &cidos oleico y a-linolénico procedentes de una clorofita tienen un potencial efecto toxico
sobre el fitoplancton, asi como el zooplancton.

Un 34% de los compuestos de &cidos grasos analizados corresponden al &cido linoleico. Segun
Ni et al. (2015), utilizando microesferas de liberacion sostenida del &cido linoleico se pudo
inhibir el crecimiento de Microcystis aeruginosa al estado de no crecimiento. Considerando que
uno de los acidos grasos con mayor porcentaje en C. Braunii ha sido el &cido linoleico se puede
inferir que este compuesto pudo ejercer alelopatia en el cultivo de Microcystis aeruginosa.
Algunos autores (Wu et al. 2006; Alamsjah et al. 2007) indicaron que existe una la alta toxicidad
de los acidos grasos, siendo el &cido alfa linoelico el de mas alta toxicidad, esto debido a que
inhiben el transporte de electrones secundario en Fotosistema Il a través del desplazamiento de
quinona enddgena a partir de péptidos de unién a quinona segun Warden & Csatorday (1987).
Siendo confirmada la actividad inhibitoria para los acidos linolenico y linoleico, esto refuerza la
teoria de que los acidos linoleico y alfalinoelico podrian ser los compuestos de mayor alelopatia

presentes en la especie C. Braunii.
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A las teorias sobre la alelopatia, Berger & Schagerl (2003) y Rodrigo et al. (2015), han
comprobado que sistemas dominados por caréfitos durante mucho tiempo han presentado un
efecto negativo sobre el fitoplancton, esto se ha atribuido a la alelopatia. Infiriendo que las
characeas excretan sustancias que influyen en el crecimiento de otras algas, ya sea directamente
en coexistencia en el ambiente o a través de la interaccion con bacterias; es decir actividad
antibacterial en particular se ha estudiado mayormente las especies Chara vulgaris (Zhang et al.
2009; Cai et al. 2013) , Chara hispida (Rodrigo et al. 2015), asi también C. Braunii presenta
inhibicion o actividad fungicida de hasta un 78% en especies como Aspergillus Flavus conforme
a trabajos experimentales sin haberse aun determinado que compuestos de la macroalga podrian
ejercer la toxicidad (Khalid et al. 2015). Los efectos alelopaticos de las macrofitas sumergidas
han sido demostrados en mas de 37 especies, en muchos se desconoce cuales serian los

compuestos (Bauer, 2011; Hilt et al. 2008).

Los resultados obtenidos del analisis de C. Braunii, donde los acidos grasos presentes en mayor
porcentaje son considerados como inhibidores o antibacteriales, se podria deducir que estos
componentes de la macroalga son los que podrian ejercer alelopatia sobre Microcystis

aeruginosa, principalmente los acidos linoleico, alfa linoleico y oleico.

En relacion al objetivo especifico N°3, determinar el efecto inhibitorio del extracto de Chara
Braunii en diferentes concentraciones sobre un cultivo de Microcystis aeruginosa, con el analisis
de varianza y prueba a posteriori realizado a los resultados de concentracion celular de
Microcystis aeruginosa en funcién de los dias de experimentacion, se determind que hubo una

reduccion de las mismas en el 5to. dia con una media muy inferior a las demas con x= 58750.
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De igual manera, el comportamiento de medias correspondientes a IR (Rango inhibitorio) en
funcién a la dosificacion del extracto demostraron que la dosis 20 mL tiene el menor valor
correspondiente a IR, el cual es de -81,556. Con la misma se obtuvo un rango inhibitorio mayor e
incluso menor variabilidad. De esta manera, los resultados de pruebas dosificadas del extracto
de C. Braunii realizado por arrastre de vapor de agua, indicaron la existencia de inhibicion en el
crecimiento del cultivo de Microcystis aeruginosa de hasta un 95% de confiabilidad.

Los resultados obtenidos por Zhang et al. (2009), aplicando acidos grasos aislados de Chara
vulgaris a diferentes densidades de Microcystis aeruginosa indicaron hasta un 70% de inhibicion
al 5to dia de experimentacion a una densidad media, de igual manera a medida que pasaron los
dias la inhibicion aumento.

Algunos autores (Zhang et al. 2009; Berger&Schargel (2004), los extractos realizados con
metanol han dado mejores resultados que los acuosos. Sin embargo, en contraposicion a esto, en
la experimentacion realizada los extractos acuosos obtuvieron mejores resultados que la prueba
realizada con hexano como solvente.

Otros estudios utilizando extractos de macrofitas acuaticas como Myriophyllum spicatum L.,
Ceratophyllum demersum L., Elodea canadensis Michx, Egeria densa Planch. Han sido
desarrollados en paises Europeos asi como en Brasil. Las mismas demostraron inhibir el
crecimiento de distintas especies de cianobacterias como Microcystis aeruginosa y Anabaena,
hallandose variaciones en los compuestos que podrian generar la inhibicion del fitoplancton, tal
es el caso de los polifenoles exudados por estas macrofitas acuaticas, en experimentos de
coexistencia entre la planta y el cultivo (Gross et al. 2007; Gao et al. 2011; Hilt & Gross, 2008);
asi también conforme a experimentos de coexistencia entre Egeria densa y Microcystis

aeruginosa se ha hallado el aumento de compuestos fendlicos totales de Egeria que inhibian el
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crecimiento de Microcystis aeruginosa (Amorim, 2016). Tratandose de carofitos, estos han
demostrado tener efecto alelopaticos sobre el fitoplancton en el medio natural (Rodrigo et al.
2015), segun Zhang et al. (2009), la especie Chara vulgaris continene acidos grasos
ortodecanoicos que ejercen inhibicidn sobre determinada concentracion de Microcystis
aeruginosa. Algunos compuestos alelopaticos como el ditiolano y tritiane fueron aislados de
Chara globularis para su analisis, hallandose su efecto sobre el fitoplancton en especial sobre las
diatomeas y fitoplancton epifitos (Wium-Andersen et al. 1981)

En el medio natural se reportaron casos de alelopatia en el 3% y 100 % de cobertura de
macrdfitas de otras especies, esto indica que no necesariamente debe haber gran concentracion
de biomasa para que la liberacion de los compuestos alelopaticos sea efectiva.

Aunque muchos mecanismos estén envueltos en la relacion entre el fitoplancton y las macrofitas;
este ha demostrado ser sensible a los aleloquimicos sobretodo las cianobacterias por sobre otros
géneros (Jasser, 1995; Lurling et al. 2006; Pakdel et al. 2013; Rodrigo et al. 2015)

Los mismos influyen negativamente en el crecimiento y en los procesos fisioldgicos, como las
actividades enzimaticas y la fotosintesis (Zhang et al. 2009; Addisie, 2012; Amorim, 2016).
Segun Cheng et al. (2008), la ficobiliproteina seria el objetivo de la inhibicion alelopatica de la
especie Myriophyllum aquaticum en M. aeruginosa. No obstante, el mecanismo de inhibicién del
crecimiento de aleloquimicos de macroalgas y macrofitas depende de la naturaleza de la
sustancia quimica provocada y genotipo y diversidad (Addisie, 2012)

Los compuestos con mayor potencial alelopatico hallados en otras especies de regiones frias o
marinas, como Ceratophylum dermesum o Myriophyllum spicatum, han sido polifenoles, Y en
Chara globularis han sido compuestos de azufre elemental. Segin Berger & Schargel (2004), la

bioactividad de los cardfitos contra las cianobacterias es mas fuerte en las especies Chara
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aspera, Chara globularis, Nitellopsis obtusa y Nitella Gracilis; sin embargo, no se cuentan con
antecedentes de cardfitos de regiones tropicales considerando la gran variacion entre
caracteristicas ambientales de la especie, y por ello, de su composicion, de igual manera pocos
experimentos con iguales caracteristicas a esta investigacion se han desarrollado a nivel mundial
y regional.

No obstante, infiriendo en los resultados obtenidos se pudo comprobar la existencia de
compuestos alelopaticos en la especie Chara Braunii que son capaces de inhibir el crecimiento

poblacional de Microcystis aeruginosa.
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Conclusiones

En relacion al objetivo general de analizar el efecto inhibitorio del extracto de la Chara
Braunii sobre el crecimiento poblacional Microcystis aeruginosa en condiciones de laboratorio,
se concluye que del muestreo e identificacion de las especies de carofito y cianobacteria del
embalse Tacuary de Carmen del Parand, se identificaron a las especies Chara Braunii y
Microcystis aeruginosa

A través del andlisis experimental del cultivo se determinaron condiciones del
crecimiento de Microcystis aeruginosa a nivel laboratorial, considerando a la temperatura como
una de las variables a la que es mas susceptible la especie se concluye que la temperatura éptima
para una alta tasa de crecimiento de la misma fue de 23 °C, y se destaca que esta variable tuvo
mucha influencia en la tasa de crecimiento del cultivo analizado, considerando que las variables
como nutrientes, luz, pH y oxigenacién fueron controladas en la experimentacion.

Del analisis de composicion quimica de acidos grasos presentes en Chara Braunii se
determind que la misma tiene un mayor porcentaje de acidos de cadena C18, entre los cuales se
destacan el acido oleico (C 18:1N9C) con 34,1%, &cido linoléico (C 18:2N6C) con 24,7%, &cido
palmitico (C 16:0),18,6%, acido Estearico (C 18:0),13,5%, acido a linoléico (C 18:3N3).
Teniendo en cuenta los antecedentes toxicos de estos compuestos sobre las cianobacterias se
podria deducir que estos son los componentes alelopaticos de la especie analizada.

A través de la prueba de inhibicidn del extracto de Chara Braunii sobre el crecimiento
poblacional de Microcystis aeruginosa, utilizando concentraciones minimas y maximas, se
determiné a través del analisis de varianza sobre el rango inhibitorio, que hubo inhibicion del
crecimiento de la cianobacteria con la maxima concentracion aplicada de 20 mL, determinandose

que hubo una mayor disminucion de la concentracion celular al 5to. dia de experimentacion.
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Por ello, los resultados nos permiten aceptar la hipotesis de que el extracto de Chara
Braunii inhibe el crecimiento poblacional del cultivo de Microcystis aeruginosa, esta actividad
alelopatica se deberia a los acidos grasos de la cadena C18 presentes en mayor porcentaje en C.
Braunii, asi mismo, se determiné que a mayor concentracion aumenta el efecto inhibidor. De
igual manera en campo, el modelo de competicion determind que C. Braunii ejercié mayor
competitividad reduciendo las colonias de Microcystis aeruginosa

Estos resultados aportan nuevos conocimientos sobre las propiedades de la especie de
carofito analizado. Asimismo, se concluye que la misma podria ser una nueva herramienta para

el manejo de floraciones algales tdxicas a nivel nacional o regional.
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Recomendaciones

Tras los resultados obtenidos, se recomienda realizar investigaciones sobre los acidos
grasos presentes en la especie C. Braunii, a través de su aislamiento de la planta y prueba de
manera a determinar cudl es el 4cido graso con mayor efecto inhibitorio sobre Microcystis
aeruginosa.

Asi también, se recomienda realizar monitoreos de macrofitas y cianobacterias presentes
en el embalse Tacuary de Carmen del Parand, para prevenir posibles riesgos de floraciones
algales de mayor cobertura. Seria de importancia cientifica realizar un inventario de la flora
acuatica de los embalses al ser ecosistemas de reciente formacion, a las propiedades
fitoremediadoras de algunas plantas acudticas, como bioindicadores y asi también, determinar
especies nativas e invasoras en la misma.

De manera particular, se recomienda a las instituciones encargadas, no remover
excesivamente la biomasa de C. Braunii del embalse Tacuary, debido al efecto que las mismas
ejercen en la mejora de la calidad del agua.

Como la investigacion ha sido a nivel experimental, se recomienda el desarrollo de una
investigacion en zonas con problemas de floraciones algales con Microcystis aeruginosa, en la
cual se pueda emplear la macroalga con un sistemas de humedal artificial y evaluar su efecto

sobre el biovolumen de las floraciones.
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ANEXO

Anexo 1

Muestreo e identificacion y cultivo de Microcystis aeruginosa

=7 .-\

lustracion 13 Muestreo de fitoplancton en lago Ypacarai-Fecha: Febrero -2017
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St

llustracion 15 Lectura de pardmetros fisicoquimicos in situ en puntos de muestreo-Febrero-

2018
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lustracion 16 Preparacion de medio de cultivo BG11

llustracion 17 Ajuste de pH del medio a 7,1
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lustracion 18 Preparacion de medio de cultivo BG11

lustracion 19 llustracion 18-19. Preparacion de medio de cultivo BG11
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lustracion 20 Esterilizacién de materiales para cultivo

1.‘4-\

llustracion 21 Trabajo de observacion y aislamiento de Microcystis aeruginosa
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lustracion 22 Observacion e identificacion para aislamiento

llustracion 23 Observacion e identificacion para aislamiento
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lustracion 25 Oxigenacion manual
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Anexo Il

Resultado y prueba de fotobiorreactor
llustracion 26 Prueba de fotobiorreactor
llustracion 27 Prueba de fotobiorreactor
llustracion 28 Prueba de fotobiorreactor

llustracion 29 Prueba de fotobiorreactor
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Anexo 111

Muestreo e identificacién de Chara Braunii Gmellin

llustracion 31 . Muestreo de Chara Braunii Gmelin, embalse Tacuary, Punto 3
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lHustracion 33 Muestreos de Chara Braunii, embalse Tacuary. Punto 2
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llustracién 35 Muestreo e identificacion del carofito
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llustracion 36 Bracteas y oogonio

lustracion 37 Oogonio (1,25 p)
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Anexo IV

Elaboracion de extracto de Chara Braunni Gmelin

llustracion 38 Lavado y pesaje de Chara Braunii Gmel para analisis

x

llustracion 39 Lavado y pesaje de Chara Braunii Gmel para analisis
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lustracion 41 Lavado y preparacion de Chara Braunii para extraccion de esencia
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llustracion 43 Elaboracion del extracto de Chara Braunii Gmel
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Anexo V

Prueba de inhibicion y conteo de biovolimen por dia

llustracion 44 Dosificacidn del extracto en cultivos de Microcystis aeruginosa

lustracion 45 Dosificacion del extracto en cultivos de Microcystis aeruginosa



EFECTO INHIBITORIO DE MACROALGA EN CIANOBACTERIA 123

-
.

s AL g
.'”':«G#;-"_t‘ » 2 :’-

e

3

llustracién 47 Recuento diario de concentracion celular en camara Neubauer
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llustracion 48 Cultivo de Microcystis aeruginosa con concetracion del extracto de Chara

Braunii

llustracion 49 Cultivo de Microcystis aeruginosa con concetracion del extracto de Chara

Braunii
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llustracion 50 Cultivo de Microcystis aeruginosa con concetraciones del extracto de Chara

Braunii

llustracion 51 Cultivo de Microcystis aeruginosa con concetraciones del extracto de Chara

Brauni
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Anexo VI - Clave para el género Chara presente en el embalse Tacuary

Clave general.

1. Plantas provistas de corticacion (salvo Chara braunii, que es acorticada, y Ch.
imperfecta, con corticacidn imperfecta; véase cada una de ellas); aciculas mas o menos
desarrolladas. .......ooouuiiii 1. Chara

- Plantas desprovistas de corticacidn; aciculas ausentes...................... 2

2. Filoides no divididos, con bracteas de longitud variable en los nudos. Corénula del
oogonioforo compuesta por 5 células dispuestas en una fila 3

- Filoides divididos, bracteas ausentes. Coronula del oogoniéforo compuesta por 10
células dispuestas en 2 filas 4.

Clave general del género Chara.

1. Aparato vegetativo totalmente acorticado o con las células corticales disyuntas,

separadas por un espacio

VACTO . ¢ttt e 2
- Aparato vegetativo total o parcialmente corticado.................. 3
2. Aparato vegetativo totalmente acorticado; estipuloides bien

desarollados,dispuestos en un solo verticilo, uno por filoide,
AGUAOS. .ttt e 1 Ch. braunii

Fuente: Escribano et.al. 2008; Meurer et.al. 2008
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Anexo VII - Descripcion de Chara braunii

1. Chara braunii C.C. Gmelin, Fl. Bad. 4 (Suppl): 646 (1826)
Planta monoica de 10-30(60) cm, erecta, ligeramente incrustada, en ocasiones con incrustaciones
anulares, de color verde pardusco o verde claro casi transparente. Eje 0,5-1,5 mm de didmetro,
entrenudos tan largos como los filoides. Corticacion ausente. Aciculas ausentes. Estipuloides
0,25-3,5 mm, inflados, agudos, dispuestos en un solo verticilo, alternando largos y cortos, uno
por filoide. Filoides 8-10, a menudo curvados hacia el eje, con 3-5 segmentos, de los cuales los
1-2 superiores son mas cortos, el ultimo no mas largo que las bracteas, agudo, formando en
conjunto una corona terminal compuesta por 2-3 pequefias células de apice agudo. Bracteas 3-5,
de tamafio variable, méas pequefias que el oogonioforo, a veces soélo estan desarrolladas las
anteriores. Bractéolas 2, similares a las bracteas anteriores, mas cortas o de mayor longitud que
el oogonidéforo. Gametangios juntos en los 1-3 nudos inferiores de los filoides. Oogoni6foros
510-850 x 370~ 530 um (sin incluir la corénula), solitarios o en grupos de 2(3); corénula
120-180 um de altura, con las células divergentes.Oospora 420-750 x 310-450 um, de marrén

oscura a negra. Anteridiéforo 225-415 um. n = 12,14. (Cirujano et al. 2008)
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