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RESUMEN

Se estudiaron por primera vez, segun la revision bibliografica que se realizo, los efectos de
los extractos de ocho especies de plantas usadas en la medicina tradicional mexicana en tres
especies de cianobacterias formadoras de florecimientos tdxicos, Microcystis aeruginosa,
Anabaena cylindrica y Anabaena sp., con el objetivo de demostrar que algunos de estos
extractos pueden inhibir significativamente el crecimiento de estas cianobacterias,
planteando la hipotesis de que debido a que los extractos contienen varias familias de
aleloguimicos, estos podrian inhibir el crecimiento de las cianobacterias mediante diferentes
mecanismos de accidn. Las especies de plantas fueron seleccionadas mediante una basqueda
bibliogréafica, las cuales fueron: Argemone mexicana, Bougainvillea spectabilis, Larrea
trindetata, Tradescantia zebrina, Tradescantia spathacea, Amphipterygium adstringens,
Artemisia ludoviciana y Justicia spicigera. Estas especies se recolectaron en diferentes
puntos de la Republica Mexicana y se identificaron taxonémicamente. Una vez verificada su
naturaleza, se llevo a cabo el proceso para la obtencidn de los extractos, utilizando la mitad
de cada planta para cada uno de los disolventes, etanol y metanol. Los extractos obtenidos se

almacenaron en refrigeracion hasta su uso.

Las familias de aleloquimicos presentes en los extractos de especial interés fueron:
compuestos fenolicos (&cidos fendlicos, flavonoides, cumarinas y taninos), alcaloides,
terpenoides y acidos grasos. Para determinar de manera cualitativa la presencia o ausencia
de estas familias y precisar si existen diferencias significativas entre los extractos etandlicos
y metanolicos, se realizaron varias pruebas haciendo reaccionar una muestra del extracto con
diferentes compuestos. Los resultados mostraron que los extractos etanolicos dieron positivo
a 43 pruebas, mientras que los metanolicos a 40 y una considerable presencia de compuestos
fenolicos. Con base en ésto, se llevo a cabo la cuantificacion de polifenoles totales en los
extractos etanolicos y metanolicos mediante el método de Folin-Ciocalteu, encontrandose
que el extracto metanodlico de L. tridentata y el etandlico de A. adstringens poseian los
mayores contenidos de polifenoles totales, 363.51+13.63 y 317.49+4.61 mg de acido galico

equivalentes/g de extracto seco (MgAGEQ/gES) y no se detectaron diferencias significativas



entre los extractos etanolicos y metanolicos, a excepcion de los resultados obtenidos con L.

tridentata.

Para definir los extractos que iban a ser utilizados en las pruebas en medio liquido, si los
etanolicos o metanolicos, fue necesario realizar pruebas de inhibicion de crecimiento en
medio solido, donde las respuestas se cuantificaron mediante el didmetro de la zona de
inhibicion expresado en milimetros (mm) después de 9 dias de exposicion. Los resultados
indicaron que M. aeruginosa fue la especie mas afectada, debido a que todos los extractos
mostraron diferentes grados de inhibicién de crecimiento, siendo los extractos metandlicos
de L. tridentata y A. adstringens los que presentaron los mayores efectos, con diametros
inhibitorios de 28.67 y 33.33 mm, respectivamente. A. cylindrica mostré ser més resistente,
ya que solo seis extractos mostraron cierto grado de inhibicidn, con los extractos metandlicos
de L. tridentata y A. adstringens como los mas efectivos, con didmetros inhibitorios de 28.67
y 27.33 mm, respectivamente. Con base en estos resultados, se seleccionaron los extractos
metandlicos para las pruebas en medio liquido.

En las pruebas en medio liquido fueron estudiados los efectos de los extractos metanolicos
en la densidad celular, la actividad fotosintética, expresada como contenido de Clorofila-a
(Chl-a) y en la estructura celular, expresados como contenido de malondialdehido (MDA) de
las tres especies de cianobacterias. Estos parametros fueron monitoreados cada dos dias
durante 12 dias, a concentraciones de 10, 25, 50 y 75 mg/L para M. aeruginosa y a 50, 75,
100 y 125 mg/L para A. cylindrica y Anabaena sp. durante 8 dias. En relacion a la densidad
celular, M. aeruginosa fue la Unica especie con la cual fue posible llevar a cabo el conteo
celular con un hemocitémetro, expresando los resultados en ndmero de células/mL. Los
extractos de L. tridentata y A. adstringens mostraron los mayores efectos a 100 mg/L en el
dia 12, con inhibiciones de 93.80% y 90.37% (p<0.0001, ANOVA). También los extractos
de A. mexicana y B. spectabilis mostraron inhibiciones importantes, del 85.57% y 87.66%,
en relacion a control (p<0.0001, ANOVA).

En el caso de las cianobacterias filamentosas, el contenido de Chl-a puede expresar tanto la

densidad celular como la actividad fotosintética de las cianobacterias. En este estudio se opto



por la segunda opcion. En M. aeruginosa, los mayores efectos se observaron con A.
adstringens y L. tridentata, con disminuciones del 96.79% y 91.51% en relacion al control
(p<0.0001, ANOVA). A. cylindrica mostro ser especialmente sensible al extracto de A.
mexicana, el cual disminuyo su contenido de Chl-a en un 94.64%, seguido de A. adstringens
y L. tridentata con 92.40% y 90.11% (p<0.001, ANOVA), respectivamente. En relacién a
Anabaena sp., las mayores disminuciones en el contenido de Chl-a se obtuvieron con los
extractos de L. tridentata, A. mexicana y A. adstringens, siendo de 93.26%, 91.98% y 90.52%
(p<0.0001, ANOVA), con respecto al control.

El MDA es un pardmetro importante que refleja la integridad de la membrana de las
cianobacterias. Después de 12 dias de exposicion, el extracto de L. tridentata fue el que
provocd la mayor produccion de MDA en M. aeruginosa, 6.51 umol/g de proteina, 6.33
veces mas que el control (p<0.0001, ANOVA), seguido de A. adstringens y A. mexicana con
valores de 6.09 y 5.29 umol/g de proteina, lo que significé aumentos de 5.91 y 5.14 veces
mas que el grupo de control (p<0.001, ANOVA). En cuanto a A. cylindrica, los extracto que
causaron los mayores aumentos de MDA fueron los de B. spectabilis, L. tridentata y A.
mexicana, con valores de 4.98, 4.59 y 4.33 umol/g de proteina, es decir, con aumentos 4.74,
4.37 y 4.12 veces superiores al observado en el control (p<0.001, ANOVA). Finalmente, los
mayores efectos en el contenido de MDA de Anabaena sp. fueron ocasionados por los
extractos de A. adstringens y B. spectabilis, los cuales aumentaron este valor 6.45 y 6.44
veces mas que regitrado en el control (p<0.001, ANOVA). Los extractos de L. tridentata y
A. mexicana también mostraron aumentos muy similares, de 5.57 y 5.55 veces mas que el
control, respectivamente (p<0.001, ANOVA).

También se realizaron pruebas para observar si después de los tratamientos, los cultivos de
las cianobacterias eran capaces de retomar 0 no su crecimiento si se inoculaban en un medio
de cultivo nuevo, es decir, si los extractos poseian efectos alguistaticos o alguicidas. En M.
aeruginosa, los extractos de A. mexicana y B. spectabilis a 75 mg/L y L. tridentata y A.
adstringens a 50 y 75 mg/L fueron los que mostraron efectos alguicidas. En el caso de A.
cylindrica, Unicamente fueron los extractos de A. mexicana y A. adstringens a 100 y 125

mg/L y L. tridentata a 125 mg/L. Por ultimo, en Anabaena sp. los extractos que causaron



efectos alguicidas fueron los de A. mexicana y A. adstringens a 100 y 125 mg/L, L. tridentata
a 75,100y 125 mg/L.

Ademas, se obtuvo la Concentracion Efectiva 50 (CEso) de los extractos que mostraron las
mayores inhibiciones, A. mexicana, B. spectabilis, L. tridentata, A. adstringens, A.
ludoviciana y J. spicigera. Los resultados mostraron que para M. aeruginosa los extractos
mas efectivos fueron L. tridentata, A. adstringens y B. spectabilis con valores de CEso de
13.39£2.29, 14.66+1.87 y 16.53+£3.93 mg/L. En relacion a A. cylindrica, los extractos fueron
A. mexicana, A. adstringens y L. tridentata con 63.19+4.58, 65.89+3.87 y 69.81+6.94 mg/L.
Y en cuanto a Anabaena sp., los extractos fueron L. tridentata, A. mexicana y A. adstringens
con valores de 47.24+4.35, 61.77+4.17 y 62.47+7.00 mg/L.

Con base en los resultados de las pruebas alguicidas en medio liquido y en los valores de
CEso, los extractos metanolicos de A. mexicana, B. spectabilis, L. tridentata, A. adstringens
resultaron ser los mas eficaces, por lo que fueron analizados mediante Cromatografia de
Gases acoplada a Espectrometria de Masas o (GC-MS, por sus siglas en inglés) para
determinar de manera cuantitativa la presencia de las diferentes familias de aleloquimicos.
En total, se identificaron 83, 82, 72 y 74 compuestos, respectivamente, entre los que destacan
los compuestos fendlicos, compuestos con nitrégeno (N), acidos organicos, terpenoides y
fitoesteroles. En la categoria de los compuestos fendlicos, el extracto de L. tridentata fue el
que presento el mayor nimero de estos aleloquimicos con 12, seguido de A. adstingens con
7, A. mexicana con 5y, por ultimo, B. spectabilis con 4. Por el contrario, el extracto de B.
spectabilis fue el que mostrd el mayor nimero de los compuestos con N con 26, seguido de
A. mexicana con 22, L. tridentata con 12 y A. adstringens con 3. En cuanto a los &cidos
organicos, en el extracto de A. adstringens se indentificaron 27 de estos aleloquimicos, en A.
mexicana 24, en B. spectabilis 23 y en L. tridentata 19. Los terpenoides fueron identificados
unicamente en el extracto de A. adstringens. Por ultimo, en A. mexicana se encontraron 2

fitoesteroles, 1 en L. tridentata y 3 en A. adstringens.



Todos los resultados obtenidos en la presente investigacion confirman que los extractos de
A. mexicana, B. spectabilis, L. tridentata y A. adstringens poseen la capacidad de inhibir
significativamente el crecimiento de dos de las princiapes especies de cianobacterias
formadoras de florecimientos toxicos, Microcystis y Anabaena, por lo que son fuertes
candidatos para realizar pruebas en campo. Por lo que se comprobé satisfactoriamente la

hipotesis y se alcanzo el objetivo principal planteados al inicio de la investigacion.



CAPITULO 1:
INTRODUCCION

Las cianobacterias son organismos fotosintéticos que pueden formar densas floraciones
toxicas (CHABsS, siglas en inglés para Cyanobacterial Harmful Algal Blooms) que causan
problemas importantes para la calidad del agua, como aumentar la turbidez y sofocar la
vegetacion acuatica sumergida, el agotamiento de oxigeno por la degradacién microbiana de
las floraciones senescentes que puede inducir hipoxia y anoxia, causando la muerte de peces
e invertebrados bentdnicos. Entre los principales géneros formadores de CHABs se incluyen
Anabaenopsis, Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Dolichospermum, Gloeotrichia,
Lyngbya, Microcystis, Nodularia, Nostoc, Phormidium, Planktothrix, Raphidiopsis,
Synechococcus y Trichodesmium. Varios géneros de cianobacterias producen compuestos de
sabor y olor, que interfieren con la funcidn recreativa de los lagos y el uso de reservorios para
el agua potable. Ademas, también pueden producir una variedad de cianotoxinas que causan
enfermedades hepaticas, digestivas y neuroldgicas cuando son ingeridas por aves, mamiferos

y seres humanos (Paerl et al., 2016; Huisman et al., 2018).

En los altimos afios, numerosos estudios han indicado que la eutrofizacion, el calentamiento
global y el aumento de los niveles de didxido de carbono (CO>), entre otros, pueden aumentar
la frecuencia, la intensidad y la duracién de las CHABs en muchos ecosistemas acuaticos de
todo el mundo. Esta tendencia es de gran preocupacion, ya que puede tener efectos negativos
en la biodiversidad y el funcionamiento de las redes alimentarias acuaticas y amenaza el uso
de las aguas afectadas para el agua potable, el bafio, la pesca y otros usos recreativos
(Huisman et al., 2018). Por ello, se han desarrollado diferentes métodos para el control de
los florecimientos de cianobacterias, los cuales se pueden categorizan en fisicos, quimicos y
bioldgicos. Los métodos fisicos han mostrado resultados muy variables, costosos y
dificilmente aplicables en cuerpos de agua naturales. Con los métodos quimicos se han
reportado resultados excelentes en la inhibicion de cianobacterias, pero también atacan a

todos los organismos no dafiinos, pudiendo causar un colapso de todo el ecosistema. El



enfoque bioldgico, ha venido adquiriendo una mayor importancia y estudio, especialmente
el aprovechamiento de la actividad alelopatica de una gran variedad de especies de plantas
acuaticas y terrestres que pueden inhibir selectivamente el crecimiento de diferentes especies

de cianobacterias toxicas.

Los géneros de plantas acuaticas Myriophyllum y Potamogeton han sido ampliamente
estudiados para el control de los CHABs debido a su capacidad de biosintetizar una variedad
de aleloquimicos, especialmente acidos fendlicos y acidos orgnanicos, los cuales pueden
actuar de manera sinérgica, inhibiendo el crecimiento, causando estrés oxidativo al aumentar
el contenido de MDA, dafiando irreversiblemente la membrana y la pared celular de las
cianobacterias al aumentar los contenidos del radical anion superdxido (O2* ) e inhibir las
actividades de las enzimas fosfatasa alcalina y la esterasa (Wang et al., 2010; Takeda et al.,
2011; Pakdel et al., 2013; Svanys et al., 2014; Ghobrial et al., 2015; Wang et al., 2015; Li et
al., 2016). Diferentes especies de plantas terrestres también han mostrado efectos inhibitorios
significativos sobre las cianobacterias, tal es el caso de los extractos de Cinnamomum
camphora (Chen et al., 2018), Punica granatum (Chen et al., 2019) y Cosmos caudatus
(Sinang et al., 2019), debido a que contienen diferentes familias de aleloquimicos como
terpenoides y flavonoides, los cuales han mostrado varios mecanismos de accion en contra

de las cianobacterias.

Por lo anterior, resulta importante la identificacién de nuevas especies de plantas que
biosinteticen aleloquimicos capaces de inhibir efectiva y selectivamente el crecimiento de las
diferentes especies de cianobacterias formadoras de florecimientos nocivos. En esta
investigacion se analizaron por primera vez los extractos de ocho especies de plantas usadas
en la medicina tradicional mexicana, como un método de control biolégico de los CHABs y

sus diferentes mecanimos de accion sobre tres especies de cianobacterias.



CAPITULO 2:
MARCO TEORICO

2.1 Origen y evolucién de las cianobacterias

Las cianobacterias son bacterias productoras de oxigeno que utilizan la luz solar como fuente
de energia para convertir el CO2 en biomasa (Huisman et al., 2018). Su origen resulta
controversial, ya que autores como Schirrmeister et al., 2015, afirman que las cianobacterias
surgieron a mediados del EOn arcaico, hace unos 3 mil millones de afios, como lo demuestran
los niveles de oxigeno libre. A lo largo del PrecAmbrico, las cianobacterias fueron uno de los
impulsores mas importantes de las innovaciones bioldgicas y tuvieron un fuerte impacto en
los entornos de la tierra primitiva. Al final del Edn arcaico, fueron responsables de la rapida
oxigenacion de la atmésfera de la Tierra durante un episodio conocido como el Gran Evento
de Oxidacion (GEO).

Por otro lado, los microfésiles de Eoentophysalis, Polybessurus y Eohyella, analizados por
el equipo de Demoulin et al. (2019), presentan una combinacion de morfologias distintivas,
modos de division y ecologia que son diagnosticos del filo de las cianobacterias. Por lo tanto,
su ubicacién en este filo esta fuertemente respaldada, a diferencia de otros microfdsiles
proterozoicos que muestran una morfologia méas simple extendida entre otros procariotas,
concluyendo que el registro fosil de cianobacterias comienza inequivocamente en 1,890 —
1,840 millones afios y la edad minima para la fotosintesis oxigenada comienza con el GEO
alrededor de 2,400 millones de afios. La transicion a la multicelularidad antes del GEO,
resultdé una innovacion evolutiva selectiva importante que pudo haber proporcionado
movimiento dentro de las esteras microbianas para evitar dosis letales de radiacion
ultravioleta tipo C (UV-C) y mejor adherencia a las superficies durante la formacién inicial
de la estera que puede haber aumentado sustancialmente el éxito de las comunidades de

esteras dominadas por cianobacterias y permitido la adaptacion a nuevos habitats, ésto dio



origen a la diversificacion de la variedad de morfotipos que se observan en las cianobacterias

en la actualidad (Schirrmeister et al., 2015).

2.2 Factores abioticos y bioticos que promueven la aparicion de los CHABs

2.2.1 Factores abioticos

Numerosos estudios han indicado que la eutrofizacion de los cuerpos de agua debido a la
agricultura y la urbanizacion ha resultado en la proliferacion de algunas especies de
cianobacterias. Los cambios en los flujos ambientales naturales de los sistemas fluviales, el
aumento de los niveles de COg, el calentamiento global y la contaminacion del agua por
herbicidas también podrian ser responsables del aumento de la frecuencia e intensidad de las
floraciones de cianobacterias en muchos ecosistemas acuaticos de todo el mundo (Fig. 1).
Esta tendencia es de gran preocupacion, ya que puede tener efectos negativos en la
biodiversidad y el funcionamiento de las redes alimentarias acuaticas y amenaza el uso de
las aguas afectadas para el agua potable, la pesca y otros usos recreativos (Huisman et al.,
2018).
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Fig. 1. El cambio climético beneficiara a los CHABs. Se predice que el cambio climético
afectard varios factores ambientales que influyen en la formacion de los florecimientos. (1)
Las altas temperaturas favorecen una estratificacion de temperatura mas estable en

comparacion con la situacion preindustrial, que suprime la mezcla vertical y, por lo tanto,



permite que las cianobacterias flotantes formen floraciones superficiales mas facilmente. (2)
El aumento de las concentraciones atmosféricas de CO2 aumentara su entrada en las aguas
superficiales agotadas con CO; cubiertas por densas floraciones de cianobacterias, lo que
intensificara el desarrollo de la floracion. (3, 4) EI cambio climéatico aumentara la variabilidad
del clima, lo que puede provocar tormentas mas intensas y eventos de lluvia, trayendo mas
nutrientes y sequias prolongadas con largos tiempos de residencia en el agua. (5) EI cambio
climético puede causar cambios importantes en la estructura de la red alimentaria, lo que

puede o no beneficiar las floraciones de cianobacterias. Fuente: Huisman et al., 2018.

2.2.1.1 Calentamiento global

Las temperaturas mas célidas favorecen a los CHABs sobre las algas eucariotas porque las
tasas maximas de crecimiento de la mayoria de los CHABs se producen a temperaturas >25
°C. Las tasas de crecimiento eucariota disminuyen en respuesta al calentamiento, cuando el
crecimiento de las cianobacterias es mas rapido. El calentamiento de las aguas superficiales
también mejora la estratificacion vertical, lo que favorece los géneros flotantes de CHABS
como Aphanizomenon, Dolichospermum, Microcystis y Nodularia. La fuerza de la
estratificacion depende de las diferencias de densidad entre el agua superficial mas calida y
el agua mas fria debajo. A medida que aumentan las temperaturas medias, el agua se
estratifica mas temprano en la primavera y persiste durante mas tiempo en el otofio, lo que

extiende la periodicidad y el rango de los CHABs (Paerl et al., 2016).

Estudios recientes sobre la abundancia cianobacterial y los cambios hidroclimaticos en el
milenio pasado muestran que la abundancia de las cianobacterias ha sido significativamente
mas alta en los periodos més calidos, incluido el periodo calido actual (afio 1900 - presente),
debido probablemente a que el clima calido no solo favorece el crecimiento de las
cianobacterias sino que también concentra los nutrientes del agua del lago a través de los
presupuestos entre la evaporacion y la precipitacion. Ademas, debido a que el aumento de
las temperaturas resulta en una mayor estratificacion vertical en lagos profundos, las
cianobacterias pueden haber explotado estas condiciones estratificadas y acumulado en

densas floraciones superficiales. Anticipamos que, en condiciones de calentamiento
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antropogénico, la biomasa cianobacteriana puede continuar aumentando en lagos profundos

subtropicales a medida que continde el calentamiento global (Yan et al., 2020).

2.2.1.2 Eutrofizacién

La eutrofizacion natural y antropogénica de los cuerpos de agua es otro de los principales
impulsores de los CHABs. Lirling et al. (2017), demostraron que los efectos combinados del
calentamiento global y la eutrofizacién aumentan significativamente las densidades celulares
del fitoplancton y de las cianobacterias e incrementan las concentraciones de microcistina,
ejemplificando la vulnerabilidad de las aguas urbanas eutréficas a los efectos futuros
pronosticados del cambio climéatico que podrian agravar dichos florecimientos. Zong et al.
(2019), utilizando imagenes satelitales Landsat de series temporales de Google Earth Engine,
estudiaron 30 grandes lagos y 10 embalses de la cuenca media-baja del rio Yangtze,
descubriendo que todos los embalses y méas del 60% de los lagos exhibian una frecuencia y
un area de cobertura crecientes de floraciones cianobacterianas bajo las presiones del cambio
climético, las altas temperaturas y las interferencias antropogénicas, siendo los embalses los
mas propensos a verse afectados por el consumo de fertilizantes de sus alrededores regionales

que los lagos.

2.2.1.3 Aumento en las concentraciones de CO2

Es probable que las crecientes concentraciones de CO> en la atmdsfera afecten a muchos
ecosistemas en todo el mundo. Sandrini et al. (2016), concluyeron que el aumento de las
concentraciones de carbono induce cambios adaptativos rapidos en la composicion del
genotipo de las floraciones de cianobacterias dafiinas. El agotamiento del CO; disuelto por
densas floraciones de cianobacterias crea un gradiente de concentracién a través de la interfaz
aire-agua. Un gradiente més pronunciado a concentraciones elevadas de CO, atmosférico
conducira a una mayor afluencia de CO», que puede ser interceptada por las floraciones que
habitan en la superficie, intensificando asi las floraciones de cianobacterias y aumentando las

concentraciones de cianotoxinas en aguas eutréficas. Las cianobacterias formadoras de
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florecimientos muestran una diversidad inesperada en las respuestas de CO2, porque
diferentes cepas combinan sus sistemas de absorcion de CO; y bicarbonato de diferentes
maneras. Por lo tanto, la composicion genética de las floraciones de cianobacterias puede
cambiar. En particular, las cepas con sistemas de absorcion de carbono de alto flujo pueden
beneficiarse del aumento anticipado en la disponibilidad de carbono inorganico. Los modelos
y estudios de lagos indican que la respuesta del crecimiento de cianobacterias a las crecientes
concentraciones de CO> y las temperaturas elevadas puede suprimirse mediante la limitacion
de nutrientes. Por lo que se espera que la mayor respuesta de las floraciones de cianobacterias

al cambio climatico ocurra en lagos eutroficos e hipertroficos (Visser et al., 2016).

2.2.1.4 Intensidad y calidad de luz

La intensidad y la calidad de la luz son otros factores importantes en el crecimiento del
fitoplancton. El fitoplancton puede realizar la fotosintesis, utilizando los pigmentos Chl-a y
-b, por lo que, a una cierta intensidad de luz, dependiendo de la especie, las algas estaran en
maxima productividad. Los pigmentos también son sensibles a longitudes de onda
especificas: luz azul y roja. Usando dos especies como ejemplo, Aphanizomenon flos-aquae
es menos dependiente de la luz que Dolichospermum flos-aquae, por lo que en situaciones
donde hay menos luz, A. flos-aquae estaria en la produccion maxima. El mecanismo de
captacion de luz de las cianobacterias es diferente al de las algas eucariotas y contiene
ficobiliproteinas, que permiten que las cianobacterias absorban la luz de un amplio espectro.
En el entorno de luz que cambia rapidamente, las cianobacterias tienen un mecanismo de
fotoadaptacion, que reduce el numero de mecanismos de recoleccion y convierte la energia
en calor. También existe un mecanismo fotoprotector que utilizan las cianobacterias: el
mecanismo de disipacion de energia. También tienen un mecanismo de fotoproteccion UV:
aminoacidos similares a las micosporinas y escitonemina que absorbe la luz UV y les ayuda

a sobrevivir con un alto nivel de irradiancia (Benayache et al., 2019).
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2.2.1.5 pH

Las fluctuaciones del pH de un cuerpo de agua también influyen en la predominancia de unas
u otras especies de cianobacterias. Cuanto mayor es el pH, mayor diversidad de
cianobacterias se puede encontrar con una prevalencia de no fijadores (Microcystis spp.),

mientras que los fijadores de N son mas dominantes a pH bajo (Benayache et al., 2019).

2.2.1.6 Tipo de cuerpo de agua

Esto se considera un factor vital para el dominio de las especies de cianobacterias y esta
recibiendo gradualmente mucha atencién debido a la evolucion frecuente de las CHABSs. El
comportamiento de las especies de cianobacterias puede diferir completamente en diferentes
columnas de agua. Varias investigaciones indicaron que lagos poco profundos eran propicios
para Microcystis sp., Aphanizomenon sp. y Cylindrospermopsis sp., mientras que algunos
lagos profundos favorecen a Planktothrix sp. También se descubri6 que la reduccién del nivel
del agua o el secado temporal pueden no favorecer la formacion de CHABs, mientras que el
aumento del nivel del agua puede promover su desarrollo. Los resultados sugieren que la
profundidad del agua, la morfometria, el tiempo de retencion del agua y la calidad del agua
de entrada pueden explicar el dominio de las especies de cianobacterias que conducen a la

aparicion de las floraciones (Massey et al., 2020).

2.2.2 Factores bhioticos

2.2.2.1 Vesiculas de gas

Las especies de cianobacterias tienen numerosas adaptaciones fisioldgicas que les permiten
aprovechar los nutrientes y la luz de manera diferencial. Algunas especies pertenecientes a
los géneros Microcystis, Anabaena, Planktothrix, Aphanizomenon y Cylindrospermopsis,
entre otras, poseen vesiculas de gas que les proporcionan flotabilidad y movimiento vertical

a través de la columna de agua y, por lo tanto, pueden dominar eficazmente otras algas
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planctonicas pelagicas para obtener luz solar y nutrientes disponibles. Esta capacidad
fisiologica confiere una ventaja ecoldgica sustancial a estas especies, ya que pueden
congregarse en una masa densa en la columna de agua de los lagos estratificados y moverse
hacia arriba y hacia abajo en la columna de agua para maximizar la fotosintesis en las capas
superficiales donde hay mas radiacion fotosintéticamente activa y para absorber nutrientes
en capas oscuras méas profundas donde la concentracién de nutrientes es mayor (Benayache
etal., 2019).

2.2.2.2 Fijacion de nitrégeno

La fijacion de nitrogeno, la conversidon bioquimica de N atmosférico (N2) "inerte" en
amoniaco (NHz) biolégicamente disponible. A través de su larga historia evolutiva, las
cianobacterias han desarrollado adaptaciones bioquimicas y estructurales, asi como
asociaciones bidticas para optimizar la fijacion de N2 mientras dependen de la fotosintesis
oxigénica para proporcionar energia y compuestos organicos de carbono (C) para apoyar el
metabolismo y el crecimiento. Las adaptaciones incluyen (1) limitar la fijacion de N2 en la
noche, cuando la fotosintesis esta "apagada", (2) formar colonias y agregados para reducir la
iluminacion y formar "microzonas™ bajas en Oz, (3) participar como endosimbiontes en
asociaciones bioldgicos y (4), formando heterocistos (células no fotosintéticas, libres de O>)
en algunos taxones filamentosos, lo que permite que la fijacién de N> continle mientras se
reciben fotorreductores y C organico a travées de la fotosintesis de las células adyacentes.
Estas adaptaciones les ofrecen una ventaja ecoldgica sobre otras especies fitoplanctonicas
(Paerl, 2017).

2.2.2.3 Exopolisacaridos

Muchas cianobacterias y algas verdes estan rodeadas por una cubierta mucilaginosa especial
alrededor de sus células o filamentos. El analisis quimico revelo que estos se componen
principalmente de carbohidratos producidos y secretados fuera de la célula y se denominan

exopolisacaridos (EPS). Estos EPS forman diferentes tipos de capas alrededor de las células
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dependiendo de la especie y se denominan limos, vainas y/o capsulas (Fig. 2); sin embargo,
estas terminologias no se siguen estrictamente. Se informa que la produccion de polisacéridos
exocelulares responde a cambios en varios factores externos, como la temperatura, la

concentracion de nitrégeno o la irradiacion de luz (Kumar et al., 2018).

En la naturaleza, los EPS de cianobacterias puede desempefiar una variedad de funciones,
como la adhesion, la estructura, la proteccion contra el estrés abiotico, los procesos de
biometeorizacion, la motilidad deslizante y los depdsitos de nutrientes en biopeliculas
fototrdficas o costras bioldgicas del suelo. La cantidad y compacidad de los carbohidratos
puede ayudar a clasificar los diferentes tipos de polisacéridos unidos a las células. Las vainas
y cépsulas son mas compactas que tienen como objetivo proteger el ambiente celular, del

estrés abidtico o bidtico, mientras que las excreciones de baba son menos compactas y

permiten que las cianobacterias tengan motilidad deslizante (Cruz et al., 2020).

A

Fig. 2. EPS en cianobacterias: a, Aphnanothece saxicola; b, Aphanocapsa gravillei; c,
Gloeocapsa caldariorum; d, Gloeothece rupestris; e, Asterocapsa submerse; f,

Porphyrosiphon notarisii. Escala de la barra = 10 um. Fuente: Kumar et al., 2018.
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2.2.2.4 Actividad alelopética

El término “alelopatia” fue utilizado originalmente por Molish en 1937 para describir las
interacciones bioquimicas entre plantas en ambientes terrestres. En 1984, Rice definio la
alelopatia como cualquier efecto directo o indirecto, negativo o positivo de sustancias
quimicas, producidas y secretadas por plantas y microorganismos, sobre otras plantas y
microorganismos. Esta definicion fue desarrollada ain mas por la International Allelopathy
Society (IAS) en 1996. Segun IAS, el término “alelopatia” se refiere a cualquier proceso
inducido por metabolitos secundarios producidos por bacterias, hongos, algas y plantas, que
afecta el crecimiento y desarrollo de sistemas biol6gicos y agricolas. La alelopatia, sin
embargo, no se limita a los ambientes terrestres. Las interacciones causadas por los
aleloguimicos son generalizadas y comunes en los habitats de agua dulce, salobre y marina.
En ambientes acuaticos, los aleloquimicos pueden funcionar como agentes capaces de
incapacitar o matar a los competidores. Por lo general, la influencia es negativa y el efecto
mas comun observado es la inhibicion del crecimiento de las especies objetivo (Zak y

Kosakowska, 2016).

Una de las principales razones detras del interés en la alelopatia acuéatica es que los
metabolitos secundarios bioactivos podrian ser uno de los factores clave que promueven el
predominio de la proliferacién de algas nocivas marinas y de agua dulce. Las cianobacterias,
por ejemplo, se consideran una fuente de una gran variedad de sustancias con potencial
bioactivo, los compuestos alelopaticos aislados de éstas incluyen péptidos de bajo peso
molecular, fenoles, &cidos grasos, polisacaridos, terpenoides y alcaloides, que afectan a otras
Cyanophyta, algas eucariotas, bacterias, zooplancton, plantas superiores, peces y mamiferos.
Estos efectos estan regulados por diversas condiciones abioticas y bidticas, como la
disponibilidad de nutrientes, la temperatura y la intensidad de la luz, pero también la densidad
celular y la fase de crecimiento de la comunidad cianobacteriana. Se han demostrado
consecuencias ecoldgicas como la disminucion de la biodiversidad y la acumulacion de

toxinas en la cadena alimentaria (Zak y Kosakowska, 2016; Pei et al., 2018).
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2.3 Géneros de cianobacterias formadoras de florecimientos toxicos

Como se menciond anteriormente, existe una amplia variedad de géneros de cianobacterias
formadoras de florecimientos toxicos, tanto en cuerpos de agua dulce como en el mar. Sin

embargo, en la presente investigacion solo se estudiaron los géneros Microcystis y Anabaena.

2.3.1 Género Microcystis

El género Microcystis es uno de los formadores de florecimientos mé&s comunes en los
sistemas de agua en todos los continentes excepto en la Antartida. Una actualizacion sobre
la distribucion geogréafica global de las floraciones de Microcystis mediante una busqueda
bibliografica de registros de 257 paises y territorios informa su presencia en 108 paises,

confirmando la presencia de microcistinas en 79 paises (Fig. 3) (Harke et al., 2016).

4
New

Global distribution of Microcystis few
No record Zt_)hhd

B - Bloom reported
o Ghana Cameroon) I Bicom and toxin repored

Fig. 3. Ocurrencia global kde florecimientos de Microcystis y presencia de microcistina.
Fuente: Adaptado de Harke et al., 2016.

Microcystis puede producir un conjunto de compuestos potencialmente dafiinos que incluyen
microcistina, existiendo al menos 246 variantes diferentes, siendo microcistina-LR (MC-LR)
la mas comun y potente, seguida de la MC-RR y la MC-YR, anatoxina-a (ANTX-a) y la beta-

metilamino-L-alanina (BMAA). Sin embargo, no todas las células de Microcystis producen
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microcistinas ya que las poblaciones de los florecimientos generalmente estan compuestas
por cepas productoras y no productoras. Existe evidencia que indica que el cambio climatico
global en los ecosistemas acuaticos, el aumento de la temperatura, la carga de nutrientes y
las concentraciones de CO; afectaran el dominio y la toxicidad de Microcystis (Chen et al.,
2016; Huisman et al., 2018). Se ha observado que Microcystis tiene importantes efectos
alelopéaticos sobre el fitoplancton, lo que contribuye significativamente a su éxito
competitivo. Wang et al. (2017), demostraron que los exudados de M. aeruginosa inhibieron
significativamente el crecimiento de las algas verdes Scenedesmus quadricauda y Chlorella

pyrenoidosa y de la diatomea Cyclotella meneghiniana.

2.3.2 Género Anabaena

Anabaena es un género ubicuo de agua dulce que se encuentra en todo el mundo, pero que
generalmente prevalece en cuerpos de agua lénticos como lagos, embalses, rios que dejan de
fluir y presas. Anabaena es un diazétrofo filamentoso que pertenece al orden de los
Nostocales y que forma akinetes. Algunas especies de este género producen las toxinas MC,
ANTX-a, anatoxina-a(S) y cilindrospermopsina (CYN), mientras que otras, principalmente
Anabaena circinalis, producen una saxitoxina (STX). Como diazotrofo, Anabaena es
tolerante a condiciones de nitrégeno bajo, pero es sensible a la mezcla y a la poca luz,
utilizando la regulacion de la flotabilidad para contrarrestar esta sensibilidad. Ademas, esta
capacidad fisioldgica permite a Anabaena superar a los fijadores que no son de nitrégeno e
incluso otros diazétrofos como Aphanizomenon. Hay dos especies principales formadoras de
CHABs, A. circinalis y A. flos-aquae. El fésforo parece ser un nutriente limitante clave para
las floraciones superficiales de este género. Ademas, se ha observado que tanto la tasa de
crecimiento como las concentraciones intracelulares de MC aumentan con el aumento de las

concentraciones de fosforo (O’Neil et al., 2012).
El aumento de la temperatura es uno de los principales factores que se ha propuesto como

beneficioso para las cianobacterias, tanto directa como indirectamente al aumentar la

estratificacion térmica, existe evidencia de que estos procesos promoveran especificamente
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a Anabaena. La fuerte estratificacion que minimiza la disponibilidad de nutrientes
remineralizados en las aguas superficiales deberia favorecer a los diazétrofos como
Anabaena y también favorece especificamente su fisiologia debido a su capacidad para
controlar la flotabilidad en la columna de agua. Finalmente, la temperatura también tendra
impactos fisioldgicos diferenciales en el fitoplancton. O’Neil et al. (2012), descubrieron que
el aumento de la temperatura del agua de 18 a 23 °C aumenta el rendimiento fotosintético de
Anabaena en comparacion con las cianobacterias Microcystis y Arthrospira.

2.4 Actividades biquimicas de las cianobacterias y su relacion con las Especies Reactivas
de Oxigeno

2.4.1 Especies Reactivas de Oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés para Reactive Oxygen
Species) se generan en los cloroplastos, peroxisomas, citosol y mitocondrias y son un
subproducto de la respiracion (Fig. 4). Las ROS se producen en las membranas tilacoides
cuando la absorcion de luz supera el requisito del aparato fotosintético. El fotosistema | (PSI,
por sus siglas en inglés para Photosystem 1) es la principal fuente de produccion de ROS
debido a la finalizacion de la transferencia de electrones en la membrana tilacoide en su lado
estromal. El fotosistema Il (PSII, por sus siglas en inglés para Photosystem II) provoca la
produccion de ROS cuando se limita el suministro de energia de excitacion al centro de
reaccion del PSII y la cadena de transporte de electrones entre los fotosistemas. La actividad
de ROS disminuye en el orden HO* >0, > H,02 > 0"~ (radical hidroxilo, oxigeno singlete,
perdxido de hidrogeno, radical anién superoxido, respectivamente) en ambientes biologicos
(Rezayian et al., 2019).

El HO* puede crear una escision homolitica del agua (H.O HO™ + H™). Los radicales HO*
atacan rapidamente a las proteinas y lipidos y provocan una lesion oxidativa. El desequilibrio
entre la homeostasis pro-oxidante y antioxidante aumenta las ROS y el dafio oxidativo. Las
ROS interrumpen la funcion celular mediante la peroxidacion de lipidos, oxidando proteinas

y dafiando los acidos nucleicos. El 'O contrarresta los principales compuestos bioldgicos,
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como los &cidos grasos insaturados de los lipidos de la membrana y es electrofilico. EI H.O>
se produce al disminuir el oxigeno en dos electrones. La superoxido dismutasa provoca la
generacion de H2O; por dismutacion de O,"". El oxigeno molecular (O2) reacciona con el
estado excitado singlete o triplete de una molécula de pigmento y produce *O2 en los tejidos

fotosintéticos (Rezayian et al., 2019).

Plasma Membrane
ﬁroxisome Mitochondria
Fatty acid oxidation

acyl-CoA TT)eno |-CoA
-
B

02 HzOz 20 + 02
glycolateL-L?s'Y'OXY'ate Oxidat‘ivé
Photorespiration phosphorylatio

Cell Wall

Chloroplast Hzoz 2H,0

polyphenol carotenoid

oxidized ) (oxudlzed

polyphenol carotenoid
H,0, H,0+0,

NADP* NADPH

NADPH oxidase
sulphated @
polysaccharides 0, +0,=—H,0,

Fig. 4. Vias celulares de la produccién de ROS en microalgas. El reciclaje de glicolato de la
fotorrespiracion produce H20> en los peroxisomas. La oxidacion de &cidos grasos puede
ocurrir en los peroxisomas de microalgas y también producir H2O,. La catalasa esta presente
en los peroxisomas para mitigar el H202 producido. La fosforilacion oxidativa en las
mitocondrias tiene O>* ~ producido por la ubiquinona en la cadena de transporte de electrones.
Con la fotosintesis, el PSI produce O2" ~ en el estroma de los cloroplastos cuando el NADP
es limitante y el PSII puede transferir electrones al agua de manera inadecuada y liberar
O2" ~ en el tilacoide. En el citosol, la catalasa y las peroxidasas neutralizan el H2O; y los
polifenoles y carotenoides son oxidados por las ROS. La NADPH oxidasa en la membrana

plasmaética es otra fuente de O>" ~ (Cirulis et al., 2013).
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2.4.2 Sistema antioxidante enzimatico y no-enzimatico

La enzima superdxido dismutasa (SOD) es un importante antioxidante enzimético en los
organismos y es la primera linea de defensa que afecta la toxicidad de las ROS (Wen et al.,
2018). Una vez que se produce O2" ~ un precursor de ROS, la SOD podria jugar un papel
importante en la eliminacion de O2" ~ para reducir el dafio celular. Cataliza la dismutacién de
O2" ~ y da como resultado la produccién de H202 y Oz (Li et al., 2016; Rodriguez et al.,
2016). Una disminucion de la actividad de la SOD reduce la capacidad de desintoxicacion de
O», provocando dafios en la primera linea de defensa de las células algales. La interrupcion
de la actividad de la SOD es considerada como una clave para la inhibicién del crecimiento
de algunas especies de cianobacterias como M. aeruginosa (Wen et al., 2018).

De manera similar, las enzimas peroxidasa (POD) y catalasa (CAT) tienen un papel clave en
la prevencidn del dafio oxidativo celular, al catalizar la reaccion en la que el H2O> se puede
convertir en moléculas de O.y H>O inofensivas, evitando asi los efectos nocivos de los
radicales oxidativos y los procesos de iniciacion de la peroxidacion lipidica. El exceso de
ROS puede provocar lesiones celulares graves e incluso la muerte, por lo que es de gran
importancia mantener la accion normal del sistema de defensa antioxidante celular (Li et al.,
2016; Ni et al., 2015; Rodriguez et al., 2016).

El glutation reducido (GSH) es un importante antioxidante no enzimatico que no solo esta
vinculado a la desintoxicacion de H2O: en el ciclo de ascorbato-glutation, sino que también
desempefia un papel en la proteccion de proteinas contra la desnaturalizacién al eliminar los
radicales libres. El aumento del contenido de GSH puede indicar que la produccion de H20>
se ha incrementado, también implica que el GSH esta participando en la reaccién del sistema
de defensa antioxidante contra el estrés. Sin embargo, el contenido de GSH puede disminuir
drasticamente debido a la acumulacion continua de las ROS (Li et al., 2016; Wen et al.,
2018).

Se ha informado que el &cido ascorbico actia como antioxidante no enzimatico y funciona

como un cosustrato de peroxidasas vegetales, como el sistema de ascorbato peroxidasa que
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produce deshidroascorbato. El acido ascorbico también actia como un inhibidor efectivo de
02", 102 y H20 (Ni et al., 2012a).

2.4.3 Sintesis de proteinas

Las proteinas juegan un papel importante dentro de las células. Quizas el papel mas conocido
de las proteinas es como enzimas, que facilitan las reacciones bioquimicas en el metabolismo
celular. Entonces, el contenido de proteina soluble podria reflejar la actividad del
metabolismo celular. La deficiencia de proteinas afectaria o alteraria el funcionamiento
normal del metabolismo fisiologico, incluso resultando en la muerte de las cianobacterias,

siendo uno de los principales mecanismos inhibidores de éstas (Ni et al., 2012a).

2.4.4 Actividad fotosintética

En la fotosintesis cianobacteriana, el pigmento absorbente de luz mas relevante es la Chl-a,
gue tiene una absorbancia maxima a 420-460 nm y 670-700 nm. El complejo de antena
ficolibosomas, ademas, absorbe entre 550-680 nm. EI PSI También contiene un complejo de
antenas menores que se ha demostrado que se ha cambiado de rojo a ~710-730 nm. La energia
se transfiere de manera eficiente de las antenas a los centros de reaccion del PSIl y PSI (Pesso
y P00, respectivamente). En este proceso ligero, los electrones del agua se transfieren
secuencialmente a través de una serie de especies redox para finalmente reducir la NADP* a
utilizar para la fijacion de carbono. Se crea un gradiente de motivos protones entre el lumen
de la membrana tilacoide y el citoplasma, lo que resulta en la transferencia de electrones
acoplados a protones, que sirve como la fuerza motriz para la produccién de ATP (Saper et
al., 2016).
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2.4.5 Peroxidacion lipidica

Los lipidos, como componentes clave de la membrana, son el objetivo principal de las ROS
y conducen a la peroxidacion de los lipidos al eliminar el hidrégeno de la cadena insaturada
de acidos grasos. Por tanto, la peroxidacion de lipidos determina los dafios celulares en el
organismo vivo sometido a estrés oxidativo. La peroxidacion lipidica produce una amplia
variedad de productos citotdxicos a partir de acidos poliinsaturados como el MDA y los
aldehidos. Por lo tanto, el nivel de MDA es un indice importante que refleja indirectamente
la magnitud del dafio oxidativo. Los cloroplastos tienen un sistema compuesto de membranas
ricas en acidos grasos poliinsaturados, que son los principales objetivos de la peroxidacion,
sometiendo a las células cianobacterianas a un estrés oxidativo grave (Li et al., 2016;
Rezayian et al., 2019).

Cuando la concentracidn de agentes exdgenos, como ROS vy aleloquimicos, supera el rango
de tolerancia de las cianobacterias, los sistemas antioxidantes se dafian significativamente.
El sistema inmune de las cianobacterias no puede hacer frente a la interferencia y es
destruido. Por lo tanto, las cianobacterias sufren una peroxidacion lipidica, lo que causa

dafos considerables y la muerte (Wen et al., 2018).

2.4.6 Oxidacioén de proteinas

Las ROS provocan la oxidacion de los aminoacidos, el cambio de la carga eléctrica de las
proteinas, la ruptura de la cadena peptidica, el entrecruzamiento de proteinas y aumentan la
susceptibilidad a la protedlisis por las proteasas. Los residuos de cisteina y metionina son
principalmente mas susceptibles a la oxidacion. La oxidacion de restos de metionina o grupos
sulfhidrilo conduce a alteraciones conformacionales, proteinas de desdoblamiento y
degradacion. Las ROS generan enlaces disulfuro entre aminoacidos que contienen azufre y
destruyen la funcién y estructura de las proteinas. Las proteinas oxidadas provocan una
disfuncion celular que hace necesaria su eliminacion. Normalmente son reconocidos y
degradados por complejos proteasomales. Si las proteinas oxidadas no se eliminan, se

recolectan y cambian la funcion celular (Rezayian et al., 2019).
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2.4.7 Oxidacion del ADN

Los OH" atacan a la base y al sacarido en el ADN y provocan la fragmentacion del sacarido
y la rotura de la hebra. Las roturas de hebras son mas destructivas y letales que el dafio basico
en las células. Las ROS pueden provocar alteraciones en las bases del ADN, por ejemplo, los
residuos de timina y guanina en el ADN pueden hidroxilarse o degradarse. La oxidacion de
los residuos de timina detiene la replicacion por la ADN polimerasa y la transcripcion por la
ARN polimerasa (Rezayian et al., 2019).

El dafio en el sistema de transferencia de electrones puede dar lugar a la formacion de ROS,
como el 02" 7, H02 y OH", y luego puede causar dafios por peroxidacion tanto en el
plasmalema como en las membranas intracelulares, que finalmente conducen a disfuncion
celular y muerte. En condiciones normales, las células tienen procesos especificos de
proteccidn antioxidante para combatir el peligro que representan las ROS en cierta medida,
de modo que las células vivas puedan mantener un equilibrio dinamico entre la generacién y
la eliminacion de las ROS. Pero los radicales excesivos, si no se eliminan de manera
oportuna, pueden finalmente conducir al dafio celular y la muerte. Se ha informado que los
aleloguimicos de las plantas podrian inducir la produccion de ROS y luego producir dafios

por oxidacion en las células de M. aeruginosa (Zhang et al., 2011a; Li et al., 2016).

2.5 Métodos para el control de los CHABs

Actualmente, los métodos para el control de los CHABs pueden clasificarse en tres categorias
principalmente. Los métodos fisicos, quimicos y bioldgicos. Al utilizar extractos de plantas
medicinales, el enfoque de esta investigacion cae en la categoria de los métodos de control
bioldgicos. Si se desea conocer detalladamente estas tres categorias, consultar la

investigacion anterior del presente autor en:

http://repositorio.imta.mx/handle/20.500.12013/2009
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http://repositorio.imta.mx/handle/20.500.12013/2009

2.5.1 Extractos de plantas terrestres y acuaticas y sus mecanismos de accion

Es bien sabido que tanto los extractos crudos como los compuestos aislados de las plantas
pueden ejercer mas de un mecanismo de accion a la vez sobre las cianobacterias. Por ejemplo,
Yietal. (2012), analizaron 40 plantas medicinales usadas en la medicina tradicional de Asia,
encontrando que los extractos de la raiz de Salvia miltiorrhiza, del rizoma de Acorus
tatarinowii, del rizoma de Polygonum cuspidatum, de la corteza de Phellodendron amurense
y de los frutos de Crataegus pinnatifida, mostraron los efectos mas significativos en la

disminucion de la densidad celular de M. aeruginosa (Tabla 1).

Los extractos acuosos de las hojas de Achillea ageratum L., Origanum compactum, Artemisia
herba alba y Thymus satureioides inhiben el crecimiento de M. aeruginosa, al disminuir la
densidad celular, la concentracién de Chl-a y al dafiar la estructura celular (Tebaa et al., 2017,
Tebaa et al., 2018). El extracto etandlico de la corteza de Ailanthus altissima disminuye
significativamente la densidad celular de M. aeruginosa, acelera la lisis celular, destruye la
estructura relacionada con la fotosintesis, disminuye la sintesis de proteinas, la actividad de
la SOD, aumenta el contenido de MDA y provoca la liberacion de proteinas intracelulares.
Ademas, A. altissima disminuye la cantidad de MCs extracelulares (Meng et al., 2015). El
extracto acuoso de las hojas de Dracontomelon duperreanum inhibe el crecimiento de M.
aeruginosa al dafiar la membrana celular, disminuye la actividad del PSI y PSII y reduce la
actividad esterasa (enzimas que existen en todos los organismos y su actividad es una variable

atil para la cuantificar la actividad metabolica de las microalgas) (Wang et al., 2016a).

Uno de los géneros de macrofitas acuaticas mas ampliamente estudiados para el control de
los florecimientos de cianobacterias es Myriophyllum, especificamente las especies M.
spicatum y M. verticillatum, las cuales producen una variedad de aleloquimicos como el
acido pirogalico, ferulico, elagico, galico, p-cumérico, vanilico, p-hidroxibenzoico y (+)-
catequina, que actian de manera sinérgica, inhibiendo el crecimiento, causando estrés
oxidativo al aumentar el contenido de MDA, dafian irreversiblemente la membrana y la pared
celular al aumentar los contenidos del radical O>" ~, la peroxidacion lipidica, inhiben las
actividades de las enzimas fosfatasa alcalina y la esterasa (gvanys et al., 2014; Li et al.,

2016). Otro género es Potamogeton, varias especies como P. crispus, P. cristatus, P.
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illinoensis, P. lucens, P. maackianus, P. malaianus. P. pectinatus y P. pusillus han mostrado

su efectividad alelopatica sobre varias especies de cianobacterias al liberar al medio

aleloquimicos como &cidos organicos (&cido palmitico, benzoico y lactico) que inhiben el

crecimiento de M. aeruginosa, Anabaena variabilis y Oscillatoria tenuis (Wang et al., 2010;
Takeda et al., 2011; Pakdel et al., 2013; Ghobrial et al., 2015; Wang et al., 2015).

Tabla 1. Algunas especies de plantas terrestres con efectos anticianobacteriales.

Especie Extracto Cianobacteria Referencia
Achillea ageratum Acuoso M. aeruginosa Tebaa et al., 2017
Ailanthus altissima Etandlico M. aeruginosa Meng et al., 2015
Artemisia herba alba Acuoso M. aeruginosa Tebaa et al., 2018
Cosmos caudatus Metandlico Mlc_rocystl_s, Sinang et al., 2019

Oscillatoria y Anabaena
Dracontomelon Acuoso M. aeruginosa Wang et al., 2016a
duperreanum
. . Yan et al., 2012;

Ephedra equisetina Acuoso M. aeruginosa Matthijs et al., 2016
Eucalyptus grandis Acuoso M. aeruginosa Zhao et al., 2019
Iris tectorum Acuoso Microcystis Cheng et al., 2017a
Iris wilsonii Acuoso M. aeruginosa Lietal., 2016
Ligustrum lucidum Acuoso M. aeruginosa Wu et al., 2014
Melastoma " Microcystis, .
malabathricum Metanolico Oscillatoria y Anabaena Sinang et al., 2019
Moringa oleifera Filtrado M. aeruginosa Iz‘gigng y Beekman,
Origanum Acuoso M. aeruginosa Tebaa et al., 2017
compactum
Phragmites australis Acuoso M. aeruginosa Chicalote et al., 2017
Poly_gonum Metanolico M. aeruginosa Yietal., 2012
cuspidatum
Salix atronicerea Acuoso Planktothrix agardhii Le Rouzic et al., 2016

. . " . Yietal., 2012; Zhang
Salvia miltiorrhiza Metandlico M. aeruginosa et al.. 2013b
Thymus satureioides Acuoso M. aeruginosa Tebaa et al., 2018
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2.5.2 Aleloquimicos y sus mecanismos de accion

A diferencia de los extractos crudos, donde se encuentran presentes una extensa familia de
compuestos, de las cuales se desconoce el grado de efectividad individual, también existen
numerosos reportes donde se ha comprobado que los aleloquimicos individuales y sus
mezclas, pueden inhibir el crecimiento de diferentes especies de cianobacterias toxicas
mediante varios mecanismos de accién de manera simultanea (Fig. 5). De acuerdo con las
rutas biosintéticas, estos aleloquimicos se pueden clasificar en cuatro categorias principales:
polifenoles, compuestos que contienen N, acidos grasos/ésteres y terpenoides. En la Tabla 2
se enlistan algunos aleloquimicos identificados en plantas acuaticas y terrestres y las especies
de cianobacterias objetivo.

2.5.2.1 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son los aleloquimicos mas importantes y comunes y representan
un gran grupo de compuestos organicos. Son compuestos de arilo cuyas estructuras
moleculares contienen al menos un grupo hidroxilo y posiblemente otros sustituyentes unidos
directamente al anillo de benceno. Actualmente los compuestos fenélicos estan categorizados
como fenoles simples, flavonoides, estilbenos, cumarinas, lignanos y taninos, de acuerdo a
sus diferentes estructuras. Hasta la fecha, se han identificado alrededor de 8000 metabolitos

secundarios naturales pertenecientes a este grupo (Li et al., 2020).

Los &cidos ginkgdlicos presentes en la especie Ginkgo biloba, causan dafio morfolédgico o
lisis en las células de M. aeruginosa, inducen dafio oxidativo aumentando el contenido de
MDA y disminuyen la actividad de la SOD. También inhiben la transcripcion de los genes
fotosinteticos psaB, psbD y rbcL y de dos genes relacionados con la captacion de los
nutrientes N y P (ntcA y phoU). Finalmente, también afectan el contenido de MC vy la
transcripcion de los genes mcyA, meyD, y mcyH relacionados con ésta (Zhang et al., 2013a).
Los acidos galico y pirogalico y catecol aumentan el contenido de proteinas, el contenido de
azucar soluble, disminuyen las actividades de la SOD y CAT de M. aeruginosa, sugiriendo

que la produccién de ROS y H20; se incrementa bajo el estrés causado por los polifenoles,

27



indicando que las células se dafiaron irreversiblemente lo que condujo a la muerte celular (Ni
etal., 2013).

El flavonoide eriodictiol detectado en Eleocharis dulcis inhibe el crecimiento de M.
aeruginosa, al disminuir seriamente la actividad de la SOD, CAT y GSH y aumentar el
contenido de MDA, provocando un severo estrés oxidativo y la posterior muerte celular (Wen
etal., 2018). Leu et al. (2002), reportaron que el tanino telimagrandina Il inhibi6 la actividad
del PSII de Anabaena sp. y Anabaena variabilis sp. Ademas, sus mediciones de la evolucion
de oxigeno con cianobacterias y clorofitas intactas revelaron que los aleloquimicos pueden
atravesar las membranas celulares y llegar a sus sitios objetivo. Esto sugiere que es probable
que dicha inhibicion se produzca in situ.

2.5.2.2 Compestos que contienen N

En esta categoria se pueden encontrar la familia de los alcaloides y aminoacidos. Los
alcaloides son compuestos de bajo peso molecular que contienen nitrégeno vy, debido a la
presencia de un anillo heterociclico que contiene un dtomo de nitrégeno, son tipicamente
alcalinos. Estos metabolitos se pueden dividir en diferentes clases segun su precursor (por
ejemplo, los alcaloides indolicos son alcaloides derivados del tript6fano), que abarcan mas
de 20 clases diferentes (Matsuura y Fett-Neto, 2015). Los aminoacidos son constituyentes de
las proteinas y se clasifican ampliamente como tipos esenciales y no esenciales en funcién
de su sintesis en humanos. Los aminoacidos esenciales (leucina, isoleucina, metionina,
fenilalanina, arginina, histidina, triptéfano, valina, treonina y lisina) son sintetizados
unicamente por las plantas, mientras que los aminoacidos no esenciales (alanina, B-alanina,
asparagina, cisteina, glutamina, aspartico acido, glicina, prolina, serina y tirosina) son

sintetizados tanto por plantas como por humanos (Kumar et al., 2017a).
Los alcaloides queleritrina, sanguinarina, berberina y coptisina encontrados en el extracto de

Chelidonium majus mostaron fuertes efectos inhibitorios sobre M. aeruginosa (Jancula et al.,

2010). El alcaloide gramina ha sido reportado como uno de los aleloquimicos alguicidas mas
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potentes, al misminuir drasticamente el contenido de Chl-a, B-caroteno y de las ficobilinas
aloficocianina, ficroeretina causando un dafio irreparable a la actividad fotosintética de M.
aeruginosa (Hong et al., 2010). Ademas, Hong et al., 2009, reportaron que la gramina
aumento significativamente el contenido de ROS, MDA y disminuyo la actividad de la SOD

y CAT provocando un severo dafio oxidativo en M. aeruginosa.

La N-fenil-1-naftilamina provoc6 una disminucion de la actividad de la enzima esterasa y
aumento notablemente las ROS intracelulares, lo que causé serios dafios a la estrucutura
celular de M. aeruginosa, debido a que este aleloquimico puede biotransformarse en 1,4-
naftoquinona, la cual puede inducir una sobreproduccion de ROS intracelulares, provocando
un grave dafio oxidativo (Cheng et al., 2017b). Estudios anteriores como el de Hehmann et
al. (2002) reportaron que el aminoacido L-lisina fue extremadamente téxico sobre varias
especies de Microcystis. Curiosamente, ademas de la lisina, otros aminoacidos basicos, como
la arginina y la ornitina, no afectaron en absoluto el crecimiento de Microcystis. También,
Takamura et al. (2004) indicaron que la L-lisina disminuyo la flotabilidad y el contenido de
Chl-a y provoco la lisis celular de dos especies axenicas de Microcystis, comprobando estos
resultados en tanques experimentales al aire libre, donde la fumigacion con L-lisina hizo que
desaparecieran las colonias de Microcystis en dos dias siendo reemplazadas por Euglena sp.
y/o Phormidium tenue.

2.5.2.3 Acidos grasos/ ésteres

Los acidos grasos son cadenas largas de hidrocarburos alifaticos que contienen un &cido
carboxilico en un extremo y generalmente en forma de ésteres en varios componentes
lipidicos, mientras que los acidos grasos libres son raros en el medio ambiente natural. Hasta
el momento, se han aislado méas de 100 tipos de &cidos grasos de los organismos vivos, y
estos acidos grasos se pueden dividir en tres tipos segln la saturacion de la cadena
hidrocarbonada: acidos grasos saturados, acidos grasos monoinsaturados y acidos grasos

poliinsaturados (Li et al., 2020).
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Wang et al. (2014) indicaron que Typha latifolia y Arundo donax contenian los &cidos
dodecanoico, tetradecanoico, hexadecanoico, octadecanoico y linoleico, los cuales habian
sido reportados anteriormente como potentes agentes alguicidas en contra de M. aeruginosa.
De manera similar, Nakai et al. (2005) reportaron que los acidos nonanoico, cis-6-
octadecenoico y cis-9-octadecenoico inhibieron significativamente el crecimiento de M.

aeruginosa.

2.5.2.4 Terpenoides

Los terpenoides son el nombre general de una clase de hidrocarburos y sus derivados que
contienen oxigeno (por ejemplo, alcoholes, aldehidos, &cidos carboxilicos y ésteres, etc.) que
existen en la naturaleza, y sus formulas moleculares generales son (CsHs)n. Su marco
molecular puede considerarse como un polimero de isopreno. Los terpenoides son los tipos
mas diversos de sustancias naturales con un nimero total de méas de 26,000 especies (Li et
al., 2020).

La artemisinina, un terpenoide aislado de Artemisia annua, disminuye el contenido de
proteina soluble, aumenta la actividad de la SOD vy el contenido de &cido ascérbico, lo que
sugiere que el mecanismo de accidn puede ser el incremento de las ROS en las células de M.
aeruginosa (Ni et al., 2012a). Ademas, la artemisinina bloquea la transferencia de electrones
en el PSII de M. aeruginosa (Ni et al., 2012b). El alcanfor, el a-terpineol y el linalool, tres
terpenoides principales en el extracto de las hojas de Cinnamomum camphora pueden inhibir
el crecimiento celular de M. aeruginosa induciendo la degradacion del pigmento fotosintético

y disminuyendo la eficiencia del PSII (Chen et al., 2018).
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Tabla 2. Aleloguimicos identificados en plantas terrestres y acuéticas.

Especie terrestres

Aleloguimicos

Cianobacteria

Referencia

Artemisia annua

Artemisinina

M. aeruginosa

Ni et al., 2011; Ni et al., 2012a;
Ni et al., 2012b

Camellia sinensis

Epigalocatequina-3-galato, epicatequina-3-
galato

M. aeruginosa

Luetal., 2013

Queleritrina, sanguinarina, berberina y

Chelidonium majus coptisina M. aeruginosa  Jancula et al., 2010
Cinnamomum camphora  Alcanfor, a-terpineol y linalool M. aeruginosa ggleg etal., 2018; Yakefu etal,
Eleocharis dulcis Eriodictiol M. aeruginosa ~ Wen et al., 2018

Eupatorium fortune 8,9,10-trihidroxitimol M. aeruginosa Pham et al., 2018

Ginkgo biloba Acidos ginkgolicos M. aeruginosa  Zhang et al., 2013a

Hordeum vulgare

Acidos elagico, benzoico, (+)-catequina,
floroglucinol, resorcinol, 2-fenilfenol,
benzaldehido, &cido 3-metilbutanoico, p-
cresol, salcolina Ay B.

Microcystis sp.

Macioszek et al., 2010; Murray et
al., 2010; Xiao et al., 2014

Ludwigia hexapetala

Prunina

M. aeruginosa

Santonja et al., 2018

Portulaca oleracea

Acidos dodecanoico, tetradecanoico,
hexadecanoico, linoleico, oleico,
octadecanoico, p-hidroxibenzoico, vanilico.

M. aeruginosa

Wang et al., 2016b

Punica granatum L.

Quercetina y luteonina

M. aeruginosa

Chenetal., 2019

Rheum palmatum

Aloe-emodina, emodina, crisofanol, reinay
reocrisidina

M. aeruginosa

Caoetal., 2020
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Especies acuaticas

Arundo donax L.

Gramina

M. aeruginosa

Hong et al., 2010

Potamogeton cristatus, P.
maackianus,
P. lucens, Vallisneria
spinulosa, Ceratophyllum
demersum

B-ionona, &cidos dodecanoico, tetradecanoico,
hexadecanoico Yy linoleico,

dihidroactinidiolida

M. aeruginosa

Wang et al., 2015

Hydrilla verticillata

Acidos cafeico y protocatéquico

M. aeruginosa

Gao et al., 2011

Myriophyllum spicatum

Acidos elagico, galico, pirogalico, nonanoico,
cis-6-octadecenoico y cis-9-octadecenoico,
(+)-catequina, telimagrandina I1.

M. aeruginosa

Nakai et al., 2000; Leu et al.,
2002; Nakai et al., 2005

Oryza sativa L.

Acidos feldrico, salicilico, siringico y
benzoico, B-sitosterol-p-D-glucésido,
diciclohexanil orizano y oleioil-p-D-

arabinésido

M. aeruginosa

Park et al., 2006; Park et al.,
2009; Ahmad et al., 2013

Phragmites communis
Tris.

2-metilacetoacetato de etilo

M. aeruginosa

Lietal., 2005

Typha latifolia L.

B-sitosterol, (20S) 24-metilenofenol y
estigmast-4-eno-3,6-diona, acido a-linolénico

y linoleico.

Anabaena
flosaquae

Aliotta et al., 1990

Vallisneria spiralis L.

2-etil-3-metilmaleimida, dihidroactinidiolida,
4-0x0-B-ionona, 3-hidroxi-5,6-epoxi-f3-
ionona, loliolida y 6-hidroxi-3-o0xo-a-ionona

M. aeruginosa

Xian et al., 2006
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Fig. 5. Diagrama esquematico del mecanismo alelopético en células de microalgas. (a) Los
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aleloguimicos atacan la membrana plasmaética y penetran en el citoplasma; (b) Los
aleloquimicos alteran la actividad fotosintética y generan un exceso de ROS; (c) Las ROS
intracelulares inducidas por aleloquimicos activan y arruinan el sistema antioxidante; (d) Las
ROS destruyen ain mas la membrana celular provocando una fuga de inclusion celular; (e)
Los aleloquimicos y las ROS alteran la expresion génica y varios procesos de biosintesis
esenciales; (f) Los aleloquimicos y las ROS interfieren en la respiracion celular; (g) Los
aleloquimicos y las ROS desintegran el PS; (h) Los aleloquimicos y las ROS interrumpen la

sintesis de proteinas. Fuente: Adaptado de Zhu et al., 2021.

2.6 Concentracion efectiva media (CEso)

La concentracion efectiva media o de inhibicién media (CEsp), es la concentracion de una
sustancia que presenta algun efecto en el 50% de los organismos expuestos (Vazquez et al.,
2018), este valor puede ser util para determinar la eficiencia de un extracto o un aleloquimico
sobre las cianobacterias (Fig. 6 y Fig. 7). Por ejemplo, los extractos de algunas macrofitas

acuaticas como el de A. calamus mostraron valores de CEso similares sobre M. aeruginosa,
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Aphanizomenon flosaquae y Anabaena flosaquae, 13.59, 14.87 y 19.73 mg/L,
respectivamente. De manera similar, la CEso de O. javanica sobre Aphanizomenon flosaquae
y Anabaena flosaquae fue de 13.57 y 12.38 mg/L, respectivamente. Sin embargo, M.
aeruginosa resulto ser mas sensible al extracto de S. sagittifolia que Anabaena flosaquae,
con valores de CEsp de 9.23 y 26.69 mg/L, respectivamente (Zhang et al., 2015). Algunas
especies terrestres han mostrado diferencias significativas en el grado de inhibicion
dependiendo del disolvente empleado en la extraccion. Por ejemplo, la CEso de los extractos
de acetato de etilo, de éter de petroleo y de etanol de C. canadensis sobre M. aeruginosa fue
de 31.5, 111.5 y 250 mg/L, respectivamente. Cuando se analizé a E. annus, se observé que
la CEso fue de 24.3, 200 y 95 mg/L, respectivamente. Finalmente, A. annua, mostré valores
de CEsp de 121, 143 y 275 mg/L, respectivamente (Ni et al., 2011).

Por otro lado, el uso de aleloquimicos puros y algunas mezclas ha mostrado tener un mayor
grado de efectividad en comparacion con los extractos crudos, es decir, que pueden inhibir
el crecimiento de las cianobacterias a concentraciones mas bajas que las observadas con los
extractos crudos. Por ejemplo, los alcaloides queleritrina, sanguinarina, berberina y copsitina
mostraron valores de CEso de 0.57, 0.29, 0.27 y 0.54 mg/L sobre M. aeruginosa,
respectivamente (Jancula et al., 2010) (Fig. 7). De manera similar, el terpenoide artemisinina

presentd un valor de CEso de 3.2 mg/L sobre M. aeruginosa (Ni et al., 2012a).
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Q. javanica (EtOH) en M. qeruginosa

S. sagittifolia (Hex) en Anabaena flosaquae
5. sagittifolia (Hex) en Aphanizomenon flosaquae
A. calanus (Hex) en M. aeruginosa

A. calanus (Hex) en Aphanizomenon flosuquae
A. calamus (Hex) en Anabaena flosaguae
O. javanica (L1OH) en Anabaena flosagquae
E. annus (AcOTt) en M. aeruginosa

C. canadensis (AcOTt) en M. aeruginosa
G. biloba (EP) en M. qernginosa

P. stratiotes (AcOEt) en M. aeruginosa

E. animus (EtOH) en M. aeruginosa

S. miltiorrhiza (AcOE) en M. aeruginosa
P. stratiotes (Hex) en M. aeruginosa

A. ratarinowii (CF) en M. qeruginosa

S. miliforrhiza (CF) en M. aeruginosa

C. canadensis (EP) en M. aeruginosa

A anaya (AcOEL) cn M. aeruginosa

L. cuspidatuin (CT) en M. aeruginosa

A tatarinowii (EP) cn M. aeruginosa

E. grandis (H,O) en M. aeruginosa

A. annua (EP) en M. aeruginosa

P. amurense (EPY en M. acruginosa

P. amurense (CH) en M. aeruginosa

Fig. 6. CEso de extractos de plantas acudticas y terrestres sobre algunas cianobacterias.
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CAPITULO 3:

HIPOTESIS, OBJETIVOS
Y ALCANCES

3.1 Hipotesis

Los metabolitos secundarios presentes en los extractos de algunas especies de plantas
mexicanas exhiben una fuerte actividad alguicida en contra de varias especies de
cianobacterias productoras de toxinas, debido a una sobreproduccion de ROS, inhibiendo su
crecimiento mediante diferentes mecanismos de accion, por ejemplo, dafio a la estructura

celular, disminucién de la actividad fotosintética y dafio a la actividad enzimética.

3.2 Objetivos

General

Demostrar que los extractos de algunas plantas usadas en la medicina tradiconal mexicana
pueden utilizarse como un método de control bioldgico eficiente y ecoldgico para el control
de los florecimientos de cianobacterias toxicas.

Especificos

e Comparar mediante pruebas en medio sélido el grado de eficacia de los extractos

etanolicos y metandlicos y seleccionar los que hayan mostrado los mejores resultados.
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e Establecer las concentraciones efectivas necesarias a las cuales los extractos pueden

ejercen efectos alguicidas sobre las tres especies de cianobacterias.

e Comprobar si existen diferencias significativas en el grado de sensibilidad de las

cianobacterias a los diferentes extractos.

e Establecer relaciones entre las familias de aleloquimicos identificados y las

respuestas de las cianobacterias debido a su exposicion.

e Explicar los diferentes mecanismos de accion que los aleloquimicos encontrados en
los extractos de las plantas pudieron ejercer para inhibir el crecimiento de las tres

especies de cianobacterias estudiadas.

3.3 Alcances

Los mecanismos de accion de los aleloquimicos sobre las cianobacterias son muy amplios.
Es esta investigacion unicamente se analizaron los efectos en la densidad celular, en la
actividad fotosintética (contenido de Chl-a) y en la peroxidacion lipidica. En tanto, los otros

mecanismos de accion como el dafio en la actividad enzimatica solo seran sugeridos.

Por otra parte, el andlisis de los extractos de las plantas mediante la técnica de Cromatografia
de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS, siglas en inglés para Gas
Chromatography—Mass Spectrometry) solo se llevara a cabo en aquellos que muestren los

mayores efectos inhibitorios en cada una de las especies de cianobacterias estudiadas.
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CAPITULO 4:
METODOLOGIA

4.1 Plantas usadas en la medicina tradicional mexicana

Se llevd a cabo un busqueda de plantas mediciales mexicanas tomando en cuenta cinco
factores principalmente: 1) Que sean usadas en la medicina tradicional de nuestro pais, 2)
Que sean faciles de conseguir en la cantidad requerida, 3) Que exhiban actividad
antibacterial, 4) Que biosinteticen compuestos como acidos fendlicos, flavonoides, quinonas,
taninos, alcaloides y terpenoides y 5) Que no existan reportes de su aplicacion contra

cianobacterias.

4.2 ldentificacion taxondmica de las plantas y obtencion de los extractos

Un ejemplar de cada especie recolectada fue depositado en el herbario HUMO del Centro de
Investigacion en Biodiversidad y Conservacion (CIBYC) de la Universidad Auténoma del
Estado de Morelos (UAEM) para su identificacion, obteniendo un nimero de folio para cada
especie. Una vez identificadas taxondmicamente todas las especies de plantas, se llevé a cabo
el proceso de obtencidn de los extractos (Fig. 8). Para ello, las plantas se secaron a la sombra
a temperatura ambiente. Deshidratadas completamente, las plantas se pulverizaron de manera
manual utilizando un pisén de acero. El proceso de maceracion se realiz6 a temperatura
ambiente durante 15 dias, utilizando garrafas de polietileno de 20 L donde se mezcl6 la mitad

de cada planta con etanol y la otra mitad con metanol.

Transcurrido el tiempo de maceracion, los extractos se filtraron con papel filtro Whatman de
2.5 um. Al final de cada proceso de filtracion, fue necesario limpiar el filtro de vidrio con
una mezcla sulfocromica de acido sulfurico concentrado y dicromato de potasio con el
propdsito de evitar contaminacién cruzada. Los extractos se concentraron utilizando un

rotavapor y una bomba de vacio BUCHI modelo R-100, un termocirculador digital LabTech
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de 8 L (temperatura de enfriamiento 7-12°C). Se programé el equipo con una temperatura
de calentamiento de 39°C para evitar la pérdida de los compuestos fenolicos. Los extractos
liquidos se colocaron en tubos Falcon de 50 mL y se almacenaron en un equipo de
ultracongelacion a -30°C. Para obtener extractos secos se realizo el proceso de liofilizacion
con la ayuda de una liofilizadora y una concentradora LABCONCO a una temperatura de -
52°C. Los extractos liquidos fueron pasaron a frascos de vidrio en cantidades de 100 mL, se
congelaron a -80°C y se colocaron en ambos equipos por 6 horas continuas durante tres dias.

Finalmente, los extractos se trituraron y pesaron para obtener los rendimientos.

Liofilizacion i Extracto seco

Fig. 8. Proceso de obtencidn de los extractos.
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4.3 Perfil fitoquimico cualitativo

El andlisis cualitativo de los extractos consiste en una serie de pruebas colorimétricas que
indican la presencia (+) o ausencia (-) de diferentes familias de metabolitos secundarios,
como fenoles, flavonoides, cumarinas, terpenoides, entre otros, dependiendo de los

compuestos con los que se haga reaccionar el extracto.

Test para compuestos fendlicos (Prueba de FeCls). Se disuelven 10 mg de extracto 2 mL
de etanol y se agregan 2 mL de solucién de FeCls acuoso al 5%. La formacién de una solucién
verde azulada profunda, azul oscuro o negro indica la presencia de fenoles (Ugochukwu et
al., 2013; Khan y Bhadauria, 2018). La aparicion de coloracion varia de acuerdo con la
cantidad y posicién de los oxhidrilos fendlicos presentes: amarilla indica la presencia de 1 -
OH, verde grisaceo 2 -OH y azul negro 3 —OH adyacentes (Ardoino et al., 2013).

Test para taninos (Prueba de Braymer). Se tratan 2 mL de extracto con una solucion de
FeCls alcohdlico al 10%. La formacién de una solucién de color azul o verdoso indica la
presencia de taninos (Ugochukwu et al. 2013).

Test para quinonas. 1) Solubilidad en NaOH al 5%. 10 mg de extracto, 0.2 mL de etanol y
0.4 mL de NaOH al 5%. EI cambio de coloracién nos indica la presencia de compuestos
quinodnicos. Las quinonas a y B-hidroxiladas con la solucion de hidroxido de sodio al 5% dan
soluciones coloreadas, que van del amarillo pasando por el rojo al violeta, 2) HCI
concentrado. 5 mg de extracto se trata con HCI concentrado y se observa la formacion de un

precipitado amarillo (o coloracién) (Ugochukwu et al. 2013).

Test para cumarinas. 2 mg de muestra se disuelven en NaOH al 10 %. La prueba es positiva
cuando se desarrolla coloracion amarilla que se elimina al acidular la mezcla (Bafiuelos et
al., 2018).

Test para flavonoides. 1) Prueba de reactivo alcalino: se tratan 2 mL del extracto con 2 mL

de NaOH al 20%. La formacién de color amarillo intenso, que se vuelve incolora al agregar
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HCI diluido, indica la presencia de flavonoides (Ugochukwu et al. 2013; Khan y Bhadauria,
2018). 2) Reaccion de Shinoda: a 1 mL de extracto, se agregan limaduras de magnesio. Se
adicionan cuidadosamente unas gotas de HCI concentrado. Esperar la disoluciéon de la
granalla. La presencia de flavonoides se comprueba al desarrollarse una coloracion
anaranjada, roja, rosa, azul y violeta (Ardoino et al., 2013; Bafiuelos et al., 2018). 3) Prueba
de H2SO4: 2 mg de extracto se disuelven en H2SO4 concentrado. La coloracion amarilla
indico la presencia de flavonoides, naranja-guinda la de flavonas, rojo-azuloso la de

chalconas y rojo-purpura la de quinonas (Bafiuelos et al., 2018).

Test para terpenoides (Prueba de Salkowki). Se afiade 1 mL de cloroformo a 2 mL de
extracto seguido de unas gotas de acido sulfdrico concentrado. Un precipitado marrén rojizo

producido inmediatamente indica la presencia de terpenoides (Ugochukwu et al., 2013).

4.4 Cuantificacion de compuestos fenolicos totales

El ensayo de Folin-Ciocalteu (F-C) es un método colorimétrico basado en la reduccion del
reactivo de Folin-Ciocalteu (una mezcla de molibdato de sodio, tungstato de sodio y otros
reactivos) a través de la transferencia de electrones simples de fenol a Mo (V1) complejo (Mo
(VD) + e — Mo (V)). En medio alcalino (pH ~10 ajustado por una solucioén de carbonato de
sodio), la disociacion de un proton fendlico conduce a un anion fenolato que puede reducir
el reactivo F-C. El resultado de la reaccion entre los compuestos fendlicos y el reactivo F-C
es el desarrollo del complejo azul, que presenta una longitud de onda de absorcion maxima
cercanaa 760 nm (Araujo et al., 2018). Sin embargo, el reactivo de F-C es significativamente
reactivo con otros compuestos ademas de los fenoles, como vitaminas (como el acido
ascorbico), aminas, aldehidos, cetonas, aminoacidos (tirosina, triptofano y cisteina),
proteinas, carbohidratos, acidos organicos, pigmentos (clorofilas), nucle6tidos, tioles, iones
inorganicos (como Fe*2, Mn?*, I'y SOs?") y complejos metalicos, por lo que las interferencias
de estos compuestos pueden sobreestimar el contenido de fenoles totales en una muestra
(Everette et al., 2010; Castro y Rosana, 2014).
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Procedimiento:

Se preparo una solucidn patron de acido galico (1 g/L), pesando 0.025 g de acido galico y se
Ilevaron a volumen 25 mL en un matraz aforado con agua destilada grado HPLC, enseguida
se prepard una dilucion 1:10 para tener una concentracion de 0.1 g/L. También se prepard
una solucion de carbonato de sodio al 20%, pesando 5 g de carbonato de sodio y se llevaron
a un volumen de 25 mL en un matraz aforado. Finalmente, se prepar6 una solucién 1N del
reactivo de Folin-Ciocalteu, por medio de una dilucion 1:2 v/v del reactivo comercial (2N);
el reactivo se protegio de la luz y se coloco en refrigeracion hasta su uso. A partir de la
disolucion de &cido galico (0.1 g/L) se realizé la siguiente serie (Tabla 3) en viales protegidos
de la luz, para obtener las diferentes concentraciones de la curva patron (0, 1, 2.5, 5, 7.5, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 y 20 mg/L).

Tabla 3. Curva estandar de acido gélico.

No Acido galico  Sol. F-C 1N Na2COs H2OwpLc [Final]
' (ML) (ML) (ML) (ML) mg/L
1 0 250 1,250 500 0
2 20 250 1,250 480 1
3 50 250 1,250 450 2.5
4 100 250 1,250 400 5
5 150 250 1,250 350 7.5
6 200 250 1,250 300 10
7 220 250 1,250 280 11
8 240 250 1,250 260 12
9 260 250 1,250 240 13
10 280 250 1,250 220 14
11 300 250 1,250 200 15
12 320 250 1,250 180 16
13 340 250 1,250 160 17
14 360 250 1,250 140 18
15 380 250 1,250 120 19
16 400 250 1,250 100 20
Vol. 3,620 4,000 20,000 4,380
utilizado

Se tomaron los pL de la solucion de acido galico para cada punto en viales color &mbar, a
cada uno se le afadieron 250 pL del reactivo F-C 1N, se agitaron durante 5 min;

posteriormente, se adicionaron 1,250 pL de la disolucion de Na,COs al 20%, se llevé a un
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volumen final de 2 mL con agua destilada grado HPLC y se dej6 reposar por 2 h. También
se preparé un blanco con todos los componentes excepto la disolucion de acido gélico.

Finalmente, se leyo la absorbancia a 760 nm en el espectrometro de ultravioleta-visible.

Para la determinacién del contenido de fenoles totales en los extractos se tomaron 2 mg de
cada extracto liofilizado y se suspendieron en 3 mL de etanol (para los extractos etanolicos)
y en 3 mL de metanol (para los extractos metanolicos) y se llevaron a 10 mL con agua
destilada para tener una concentracion de 200 mg/L. Enseguida se tomaron 500 uL de cada
una de estas disoluciones y se mezclaron con 250 uL del reactivo F-C 1N, se agitaron durante
5 min, se agregaron 1,250 pL de Na>COs al 20 %. La reaccion se dejo reposar durante 2 h a
temperatura ambiente, después de este tiempo se midié la absorbancia a 760 nm. Este

procedimiento se realiz6 con cada uno de los 16 extractos por triplicado.

4.5 Cultivos de las cianobacterias

En este trabajo se utilizaron dos especies de cianobacterias, Microcystis aeruginosa aislada
de una muestra ambiental, Anabaena cylindrica (UTEX B 629). Para M. aeruginosa y

Anabaena sp. se utilizé el medio BG-11 y para A. cylindrica el medio BG-11(-N).

A 900 mL de agua destilada, se le afiadieron los 9 componentes en el orden especificado en
la Tabla 4. Se llevo el volumen total a 1 L y se esterilizé en autoclave. A un matraz de 250
mL se le afiadieron 100 mL del medio BG-11 y 3 mL del cultivo madre de M. aeruginosa,
se utilizé un fotoperiodo de 12:12 h luz/oscuridad y una intensidad de luz de 80 umol de
fotones m2s. Los matraces se agitaron 3 veces al dia hasta que alcanzaron la fase de
crecimiento exponencial. Para A. cylindrica se prepard el medio BG-11(-N), el cual no

contiene NaNOs y se siguid el mismo procedimiento.
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Tabla 4. Reactivos utilizados para el medio de cultivo BG-11.

No. Componente Cantidad Stock
1 NaNOs 10 mL 30 g/200 mL
2 KoHPO4 10mL | 0.8 g/200 mL
3 MgSQO4-7H,0 10 mL 1.5 g/200 mL
4 CaClz-2H.0 10mL | 0.72 /200 mL
5 Acido citrico 10 mL | 0.12 /200 mL
6 | Citrato de amonio férrico | 10 mL | 0.12 g/200 mL
7 Na,EDTA-2H,0 10 mL | 0.02 /200 mL
8 NA2COs3 10mL | 0.4 g/200 mL
9 | Solucion de metales traza 1mL

Solucion de metales traza

1 H3:BO3 2.86 g/L
2 MnCl-4H,0 1.81 g/L
3 ZnS04-7H,0 0.22 g/L
4 Na;Mo0O;-2H,0 0.39 g/L
5 CuS0O4-5H;0 0.079 g/L
6 Co(NO3z)-6H20 0.049 g/L

4.6 Curvas de crecimiento de las cianobacterias

En esta investigacion, las pruebas alguicidas se llevaron a cabo cuando las cianobacterias se
encontraban en su fase de crecimiento exponencial. Por lo tanto, con el propdsito de conocer
los tiempos de cada fase de crecimiento de las cianobacterias y poder establecer los periodos
Optimos de exposicién a los extractos, se elaboraron las curvas de crecimiento de cada
especie. EI monitoreo del crecimiento de M. aeruginosa se realizd mediante el conteo celular
con el hemocitdémetro Neubauer y en el caso de Anabaena se midié mediante dispersion
Opticaa 750 nm (DO7s0). En la Fig. 9 se muestran las curvas de crecimiento de M. aeruginosa,
A. cylindrica y Anabaena sp. Se observo que, con M. aeruginosa, la fase de crecimiento
exponencial se alcanzé en el dia 14 y duro 4 dias, es decir, concluy6 en el dia 18 y a partir de
ahi y hasta el dia 30, se presentd la fase estacionaria. Finalmente, se alcanzo la fase de muerte
en el dia 32. En el caso de caso de A. cylindrica y Anabaena sp. los periodos de crecimiento
fueron similares, ambas especies alcanzaron su punto maximo de crecimiento en el dia 8, sus
fases estacionarias duraron 6 dias (del dia 8 al dia 14) y ambas alcanzaron la fase de muerte
en el dia 14.
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Fig. 9. Curvas de crecimiento de M. aeruginosa, A. cylindrica y Anabaena sp.
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4.7 Ensayos de inhibicion de crecimiento en medio solido

Este método permite evaluar el efecto de los extractos en la inhibicion de crecimiento de las
cianobacterias, mediante el valor del diametro inhibitorio, el cual se usara para la
comparacion entre los extractos etandlicos y metandlicos de las plantas. Para llevar a cabo
estos ensayos se siguid el procedimiento realizado por EI Amrani Zerrifi et al. (2019), con
ligeras modificaciones. La actividad alguicida del extracto en las cianobacterias se evalu6
utilizando la técnica de difusion en agar en placas de Petri. 50 mg de cada extracto fue
resuspendido en 1 mL de metanol. Los discos de papel de filtro estériles de 9 mm de didametro
(Whatman No. 1) se cargaron con 20, 60 y 100 uL (1, 3 y 5 mg) de los diferentes extractos,
también se utilizaron discos impregnados con sulfato de cobre y metanol como controles
positivos y negativos y se secaron al aire. Los discos se colocaron sobre el medio BG11 con
3% de agar bacteriologico y 500 puL de M. aeruginosa, previamente inoculada. Todas las
placas se sellaron con parafilm y se expusieron a las mismas condiciones de cultivo de M.
aeruginosa anteriormente mencionadas. Los efectos inhibidores se midieron por el valor del
diametro inhibitorio después de 9 dias. Todos los experimentos se repiten tres veces para

validar estadisticamente los hallazgos.

4.8 Ensayos alguicidas en medio liquido - Efectos fisiologicos

4.8.1 Efectos de los extractos metandlicos en la densidad celular de M. aeruginosa

Para determinar los efectos de los extractos metanolicos a diferentes concentraciones (10, 25,
50y 75 mg/L) en la densidad celular de M. aeruginosa, se prepar6 un nuevo cultivo de esta
cianobacteria y se mantuvo hasta que alcanzara la fase de crecimiento exponencial (1x10°
células/mL, aproximadamente). En matraces Erlenmeyer de 250 mL, se agregaron 100 mL
de medio de cultivo BG-11 y 3 mL de cultivo de M. aeruginosa, con un fotoperiodo de 12:12
h luz/oscuridad y una intensidad de luz de 80 umol de fotones m2s*. Los cultivos se dejaron

en crecimiento durante siete dias.
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Transcurrido ese tiempo, 50 mg de todos los extractos metandlicos fueron resuspendidos en
1 mL de DMSO, de los cuales se utilizaron 0.15 mL para cada matraz en el grupo de 75
mg/L, 0.1 mL para el grupo de 50 mg/L, 0.05 mL para el grupo de 25 mg/L y 0.02 para el
grupo de 10 mg/L. Ademas, se utilizo un cultivo de M. aeruginosa sin tratar como control,
para lograr los valores necesarios para el tratamiento de resultados, todas las muestras se
hicieron por triplicado (Fig. 10). La densidad celular fue monitoreada cada dos dias durante
doce dias como dispersion dptica a 650 nm y después transformada a células/mL. Los efectos
inhibidores de los extractos metanolicos sobre las cianobacterias se estimaron por el
porcentaje de inhibicidn, utilizando la siguiente ecuacion.

e Ny — N
Inhibicion(%) = (T) x100
N

Donde No y Ns corresponden al namero de células en los cultivos de control y los cultivos

tratados con los extractos metanolicos, respectivamente.
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Fig. 10. Determinacién de la densidad celular en M. aeruginosa.
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4.8.2 Efectos alguistaticos y efectos alguicidas

Para diferenciar entre las propiedades alguistaticas (prevenir el crecimiento de algas) y
alguicidas (matar algas) de los extractos, se utilizo la prueba estandar. Se toma 1 mL del
cultivo de M. aeruginosa de la exposicion a los extractos (12 dias) y se resiembra en nuevas
condiciones de cultivo estandar, y se contrarresta el nimero de células para verificar si el
alga revivid y reinicio el crecimiento. Cuando se observé crecimiento en el subcultivo, el
extracto se considera alguistatico. Cuando no aparecio crecimiento se considera alguicida
(Wu et al., 2014).

4.9 Ensayos alguicidas en medio liquido — Efectos bioquimicos

4.9.1 Cuantificacion de Chl-a

Los efectos de los extractos metanolicos en la actividad fotosintética de M. aeruginosa, A.
cylindrica y Anabaena sp. se midieron como concentracion de Chl-a, tomando el mismo
disefio de experimento realizado para la densidad celular y siguiendo la metodologia para la
cuantificacion indirecta de Chl-a establecida en Standard Methods for the Examination of
Water and Wastewater (Hein, 2017), publicada de manera conjunta por la American Public
Health Association (APHA), la American Water Works Association (AWWA) y la Water
Environment Federation (WEF) en el 2005.

Extraccion de los pigmentos: Se filtran a presion negativa 5 mL de cada tratamiento de M.
aeruginosa utilizando un filtro de fibra de vidrio. Con unas pinzas se recupera el filtro con la
muestra, se dobla a la mitad, se retira el exceso del papel filtro y se coloca en un tubo Falcon
de 50 mL cubierto con papel aluminio. Posteriormente, se adicionan 10 mL de acetona al
90% y se homogeniza la muestra durante un minuto con un homogenizador de tejidos y se
recupera la pulpa que quede atrapada en las aspas. Las muestras se almacenan en

refrigeracion a 4+2 °C en oscuridad hasta el siguiente dia.
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Medicidn: Para realizar las mediciones de absorbancia se utiliz6 el espectrofotometro UV-
Vis 1800 (Shimadzu), el cual se encendid 2 horas antes de realizar las mediciones. Las
muestras se retiran del refrigerador y se centrifugan a 2,500 rpm durante 10 min. En el equipo,
se programan las mediciones de absorbancia a 665 y 750 nm. Se usa acetona al 90% como
blanco y se mide la absorbancia. Las celdas se lavan con agua destilada tres veces. Ahora, se
toman 3 mL del sobrenadante de las muestras y se registran las absorbancias, inmediatamente
después, se agregan 0.1 mL de HCI al 0.1 N, se agita suavemente durante unos segundos,
dejando reaccionar durante 90 segundos, se realiza la segunda lectura se registran las nuevas
absorbancias. Los volumenes de muestra, de acido y el tiempo después de la acidificacion
son fundamentales para obtener resultados precisos y consistentes. La concentracién de Chl-

a (mg/m3) se calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion:

26.7(664;, — 665,) x V;
VZ xL

[Chla] =

Donde 664b y 665a: valores de las absorbancias antes y después de la acidificacién, Vi:
volumen del extracto en litros, V2: volumen de la muestra en m3 y L: recorrido de la luz en

la cubeta en cm. Los resultados se transformaron a mg/L.

4.9.2 Contenido de MDA

La peroxidacién lipidica se reflejé en el nivel de MDA y se determiné de acuerdo con el
trabajo de Li et al. (2016), con algunas modificaciones. Nuevamente se siguié el mismo
disefio de experimento para la obtencidn de las muestras a analizar. Se recogieron 5 mL de
cada matraz y se centrifugaron a 4000 x g durante 20 min. Los sedimentos celulares se
homogeneizaron luego con 2 mL de é&cido tricloroacético (TCA) al 10% (p/v) y se
centrifugaron a 12,000 x g durante 10 minutos. Después de la centrifugacion, 2 mL del
sobrenadante de cada muestra se mezclaron con 2 mL de acido tiobarbitarico al 0.6% (en
TCA al 10%) y se calentaron en agua hirviendo durante 15 minutos. La reaccion se detuvo
transfiriendo los tubos de reaccion a un bafio de hielo. Después del enfriamiento, las muestras

se centrifugaron nuevamente a 12,000 x g durante 10 min. La absorbancia del sobrenadante
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se midi6 a 3 longitudes de onda, 532, 600 y 450 nm, tomando una mezcla de 2 mL de agua
ultrapura y 2 mL de TBA al 0.6% como referencia. El nivel de MDA (umol/L) se calcul6 de

acuerdo a la siguiente ecuacion.

[MDA] = 6.45 x (DOg3, — DOgpo) — 0.56 — DO,so

Donde DOs32, DOsoo Y DOaso, son los valores de las dispersiones Opticas a 532, 600 y 450

nm.

4.10 Calculo de la CEso

Método Probit: Para calcular la CEsgp mediante este método lo primero que se hace es
transformar las concentraciones estudiadas (10, 25, 50 y 75 mg/L) a Log10, quedando como
1, 1.397940009, 1.698970004 y 1.875061263, respectivamente. Posteriormente, los
porcentajes de inhibicion promedio obtenidos anteriormente, se convierten a valores Probit
utilizando la Tabla 5. A continuacion, se realiza una regresion lineal tomando los valores de
Logio para el eje de las X y los valores Probit para el eje de las Y. Se toman los coeficientes
de intercepcion y de la variable x, y se sustituyen en la ecuacion de la recta (y=ax+b), se

despeja la variable x y se calcula su antilog, ese valor es la ECso para ese grupo de datos.

Tabla 5. Tabla de Finney para la transformacién del porcentaje de mortalidad en valores
probit (Finney, 1952).

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 _ 267 295 312 325 336 345 352 859 3.66
10 3.72 377 382 387 392 396 401 405 408 412
20 416 419 423 426 425 433 436 439 442 445
30 448 450 453 456 459 461 464 467 469 472
40 475 477 480 482 485 487 490 492 495 497
50 500 503 505 508 510 513 515 518 520 523
60 525 528 531 533 536 539 541 544 547 550
70 552 555 558 561 564 567 571 574 577 581
80 584 588 592 595 599 604 608 613 618 6.23
90 628 634 641 648 655 664 675 688 7.05 7.33
- 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.0
99 733 737 741 746 751 758 765 775 7.88 8.09
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4.11 Analisis de los extractos mediante GC-MS

La espectrometria de masas se utiliza para determinar la masa molecular de los analitos y, en
combinacion con la fragmentacion de analitos, puede proporcionar informacion estructural
que ayude a la identificacién de moléculas pequefias en una muestra. Dada la complejidad
del material bioldgico, la espectrometria de masas suele combinarse con la cromatografia
para reducir la complejidad de la muestra. La GC-MS se ha utilizado para estudiar varias
clases de metabolitos, en comparacion con otros métodos, la GC-MS requiere mas mano de
obra, ya que requiere la derivatizacion de analitos para permitir su separacion en la columna
de cromatografia de gases; sin embargo, proporciona un método para medir de manera
confiable varias clases de biomoléculas metabolicamente importantes, como &cidos
organicos, aminoacidos y acidos grasos de una manera robusta y econémica (Grimm et al.,
2016).

El anélisis mediante GC-MS se llevd a cabo Gnicamente en los extractos que mostraron los
mayores efectos en la densidad celular, contenido de Chl-a y MDA en las tres especies de
cianobacterias estudiadas, es decir, A. mexicana, B. spectabilis, L. tridentata y A. adstringens.
Una muestra de cada uno de estos extractos fue ingresada a la Unidad de Metabolémica y
Protedmica de la Red de Apoyo a la Investigacion (RAI) de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM).

Metodologia

Reactivos
e Clorhidrato de metoxiamina (Sigma-Aldrich)
e N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MBSTFA- Sigma-Aldrich)
e Clorotrimetilsilano (TMCS Sigma-Aldrich)
e Helio al 99.9999% de pureza
e Perfluorotributilamina (PFTBA)
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Equipo utilizado:
e Cromatografo de gases marca Agilent modelo 5977A.
e Espectrometro de masas marca Agilent modelo 7890B GC-MS.
e Centrifuga marca Eppendorf modelo 5810.
e Columna analitica marca Agilent modelo HP5-MS (30 m x 250 pum x 0.25 pm).

e Sistema de purificacion de H20 a grado miliQ marca Millipore modelo Integral 10.

Derivatizacion de la muestra

Se derivatizé el equivalente a 1 mg de los extractos secos. El extracto se disolvié en 160 uL
de clorhidrato de metoxiamina disuelto en piridina (20 mg/mL) hasta disolver y se incub6
durante 90 minutos a 37°C. Se centrifugd a 14000 rpm y se guard6 el sobrenadante.
Posteriormente se tomaron 40 pL del sobrenadante y se afiadieron 80 uL de MBSTFA 1%
TMCS y se incub6 durante 30 min a 37°C. Finalmente, se inyectd 1 uL de la mezcla anterior.

Analisis en el equipo

Se emple6 un sistema de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas, ambos
de la marca Agilent (5977A/7890B GC-MS). Se utiliz6 la columna HP5-MS (30 m x 250
pum x 0.25 um) de la marca Agilent para llevar a cabo la separacion de los analitos. La fase

movil fue helio al 99.9999% de pureza.

La calibracion del equipo se llevé a cabo con el estandar PFTBA de la marca Agilent. Se
realizd un andlisis tipo no dirigido (untargeted) con un rango de adquisicion de 50 a 600 Da
con una energia de ionizacion de 70 eV. Se utiliz6 una velocidad de escaneo de 3 scan/s con
un escaneo digital de 20 Hz. Se emplearon los parametros especificados en la Tabla 6 para

Ilevar a cabo la corrida cromatografica y la deteccion por espectrometria de masas.
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Tabla 6. Pardmetros utilizados para el analisis mediante GC-MS.

Parametro Caracteristica
Temperatura del inlet 200 °C

Temperatura del cuadrupolo 150 °C

Temperatura de la fuente 250 °C

Velocidad de flujo 1 mL/min

Sistema de inyeccion Automatico G4513A
Tipo de inyeccion Estandar

Volumen de inyeccion 1 pL (splitless)

Split 1/30

La corrida cromatografica fue de 37 minutos totales y consistio en el programa de
temperaturas indicado en la Tabla 7.

Tabla 7. Temperaturas utilizadas en la corrida cromatografica.

Velocidad °C/min  Temperatura Tiempo mantenido  Tiempo de corrida

Inicial 60 1 1
10 325 0 37

Deconvolucion y alineamiento

Una vez obtenidos los datos cromatogréaficos, se utilizo el software mzMine 2.54 para realizar
el proceso de deconvolucion, en un sentido amplio, es el proceso de separar
computacionalmente una sefial de una mezcla compleja de sefiales. Se obtuvieron los datos

de tiempo de retencion y area de pico.

Resultados

Se anexan en archivo de Excel los resultados de las identificaciones empleando la libreria
espectral NIST 2.0. Solo aquellas identificaciones con un valor de coincidencia arriba del

70% fueron incluidas (Columna ID).
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CAPITULO 5:
RESULTADOS

5.1 Busqueda de las especies de plantas

La busqueda bibliografica dio como resultado la recoleccion de 60 articulos enfocados al
estudio fitoquimico y medicinal de 31 especies de plantas usadas en la medicina tradicional
mexicana. Sin embargo, se seleccionaron ocho especies (Figs. 11-18) que cumplieron con
los cinco factores establecidos en la estrategia experimental, las cuales se describen a

continuacion.

1. Argemone mexicana (Fig. 11). Esta especie se recolectd en la localidad de
Cuauchichinola, perteneciente al municipio Mazatepec, Morelos, en las coordenadas
18.670007, -99.375895, el 15 de enero de 2019.

&4

Fig. 11. Ejemplar de A. mexicana en Cuauchichinola, Morelos.

Foto: M.C. René Solano Jiménez

9 ¢c

Comunmente conocida como “amapola espinosa”, “chicalote” o “cardosanto”, esta planta
pertenece a la familia Papaveraceae, es una especie endémica de México y las Indias
Occidentales (Antillas y Bahamas). Se ha naturalizado en varios paises de Africa, Europa y

America del Sur (Mariod et al., 2017; More et al., 2017). En la Republica Mexicana se
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encuentra en los estados de Aguascalientes (AGS), Baja California Norte (BCN), Baja
California Sur (BCS), Campeche (CAM), Chiapas (CHIS), Chihuahua (CHIH), Coahuila
(COAH), Colima (COL), Durango (DGO), Guanajuato (GTO), Guerrero (GRO), Hidalgo
(HGO), Jalisco (JAL), Estado de México (MEX), Michoacan (MICH), Morelos (MOR),
Nayarit (NAY), Nuevo Ledn (NLE), Oaxaca (OAX), Puebla (PUE), Querétaro (QRO),
Quintana Roo (QROO), San Luis Potosi (SLP), Sinaloa (SIN), Sonora (SON), Tabasco
(TAB), Tamaulipas (TAMS), Tlaxcala (TLAX), Veracruz (VER), Yucatan (YUC) y
Zacatecas (ZAC) (Villasefior, 2016).

Anaélisis fitoquimicos en A. mexicana revelan que los extractos etandlico y metanolico de las
hojas, tallos y flores dan resultados positivos para compuestos fendlicos, taninos,
flavonoides, terpenoides, alcaloides y esteroides, siendo el metanol el mejor disolvente para
exhibir un alto contenido fendlico. El contenido fenolico total méas alto se ha encontrado en
los tallos seguido de las flores y las hojas. EI mayor contenido de flavonoides esta en las
flores, seguido de las hojas y el tallo (Brahmachari et al., 2013; Mariod et al., 2017; Khan y
Bhadauria, 2018). La mayoria de los compuestos aislados son alcaloides como berberina,
protropina, benzofenantridina, pancorina, (x) reticulina, angolina, (x) argenaxina y
sanguinarina (Brahmachari et al., 2013; Khan y Bhadauria, 2018). Brahmachari et al., 2013
y More et al., 2017, han demostrado que los extractos de A. mexicana exhiben efectos

inhibitorios hacia diferentes especies de bacterias Gram(+) y Gram(-) (Tabla 8).

Tabla 8. Actividad antibacterial de A. mexicana.

Gram(+) Gram(-)
Staphylococcus aureus Escherichia coli
Streptococcus mutans Porphyromonas gingivalis
Streptococcus agalactiae  Pseudomonas aeruginosa

Bacillus subtilis Klebsiella pneumoniae
Bacillus cereus Klebsiella Oxytoca
Enterococcus feacalis Vibrio damsella
Listeria monocytogenes Enterobacter aerogens
Clostridium botulinum Shigella sp.

Clostridium perfringens  Salmonella typhimurium
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2. Bougainvillea spectabilis (Fig. 12). La recoleccion de esta planta fue en el
municipio de Jiutepec, Morelos, en las coordenadas 18.893975, -99.168232, el 4 de marzo
de 2019.

lp\ ". : ‘
L 2SI

Fig. 12. Ejemplar de B. spectabilis en Jiutepec, Morelos.

Foto: M.C. René Solano Jiménez

Es conocida simplemente como “bugambilia”, forma parte de la familia Nyctaginaceae, la

cual es nativa de Sudameérica, y esta ampliamente distribuida en México (Mohamed, 2016).

Abarca y Petricevich (2018), indicaron que los tallos, flores y hojas de B. spectabilis contiene
acidos grasos y alcoholes grasos como el acido dodecanoico y el acido 2-metilpropanoico,
compuestos volatiles como formiato de butilo, acetato de butilo, 2-metilbutanoato de metilo,
hexadecanoato de metilo, hexadecanoato de etilo, hexadecanoato de propilo, hexanal,
heptanal, 3-hidroxi-hexanoato de etilo, linolenato de metilo, (E)-crotonato de etilo, (Z)-2-
hexenal, linalol, 2-heptadecanona, tolueno, o-xileno, 2-furfural, terpinoleno, terpinen-4-ol,
salicilato de metilo, trans-dihidrocarvona, verbenona, pulegona, dihidroedulano 11,
teaspirano B, deshidroioneno, a-copaeno, (E)-#-damascenona, a-(E)-ionona, 2,5-dimetil-4-
hidroxi-3-(2H)-furanona, aromadendreno, cadina-1.4-dieno, salicilato de (Z)-3-hexenilo, a-
santalol y (Z,2)-farnesol; peltoginenoides (un tipo raro de flavonoides modificados) como
bougainvinona A-M vy flavonoides como 5,7,3',4'-tetrahidroxi-3-metoxi-6,8-dimetilflavona,
5,7,4'-trihidroxi-3-metoxi-6,8-dimetilflavona. Ademas de compuestos como S-sitosterol,

isofitol, fitol y pinitol.
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Por su parte, Mohamed, 2016, analiz6 los extractos etanélicos de hojas, tallos y flores de B.
spectabilis mediante HPLC/ESI-MS, identificando 25 compuestos fendlicos, entre ellos un
acido fendlico (acido sindpico), 3 betacianinas (betanidina, gomfrenina | y bougainvileina V)
y 21 flavonoides (catequina, crisoeriol, isorhamnetina, miricetina, dihidromiricetina,
apigenina,  quercetina,  7-hidroxi,  3'metoxiflavona,  kaempferol-3-O-rutinosido,
dihidromiricetina diglucésido, rutina, kaempferol 7-O-diglucosido, crisoeriol-7-O-
rutinésido, rutindsido de genesteina, naringina, hesperdina, eupatilina-7-O-4-D-
galactopirandésido, kaempferol 3-O-hidroxiferuloil diglucosido-7-O-glucdésido, quercetina 3-
O-feruloil diglucésido 7-O-glucosido, metil-dihidromiricetina diglucésido y quercetina 3,7
diglucésido). Ghogar et al., 2016; Mohamed, 2016 y Abarca y Petricevich, 2018 indicaron
que, B. spectabilis ha mostrado efectos inhibitorios hacia diferentes especies de bacterias
Gram(+) y Gram(-) (Tabla 9).

Tabla 9. Actividad antibacterial de B. spectabilis.

Gram(+) Gram(-)
Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae
Bacillus megaterium Escherichia coli
Bacillus subtilis Shigella flexneri
Bacillus cereus Shigella boydii
Sarcina lutea Shigella dysenteriae
Enterococcus faecalis Proteus vulgaris
Micrococcus luteus Salmonella typhimurium
Micrococcus aureus Salmonella paratyphi

Serratia marcescens
Vibrio cholerae
Vibrio mimicus

Vibrio parahaemolyticus
Pseudomonas aeruginosa

3. Larrea tridentata (Fig. 13). Esta planta se recolecto en la localidad de Los Gomez,
situada en el Municipio de Soledad de Graciano Sanchez, San Luis Potosi, en las coordenadas
22.153655, -100.886267, el 12 de diciembre de 2018.
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Fig. 13. Ejemplar de L. tridentata en Soledad de Graciano Sanchez, San Luis Potosi.

Foto: M.C. René Solano Jiménez

Esta especie es mejor conocida como “gobernadora”, forma parte de la familia
Zygophyllaceae, es una especie endémica de México. En la Replblica Mexicana se ha
reportado se presencia en encuentra en AGS, BCN, BCS, SON, CHIH, COAH, DGO, GTO,
HGO, JAL, NLE, QRO, SLP, SIN, SON, TAMS, VER y ZAC (Villasefior, 2016).

En las hojas y tallos de L. tridentata se han identificado mas de 20 agliconas flavonoides,
una gran cantidad de lignanos fenolicos incluyendo al acido nordihidroguaiarético (ANDG),
alcaloides haldgenos, saponinas y compuestos fenolicos. EI ANDG, es un potente
antioxidante y es el principal componente fendlico de la resina que produce L. tridentata,
ademas de fenoles, saponinas y terpenoides (Delgado et al., 2014). También, Bafiuelos et al.,
2018, demostraron que el extracto de L. tridentata contiene flavonoides y fenoles como timol
y carvacrol. Las flores, las hojas, los tallos verdes y algunos lefiosos contienen ANDG. La
concentracion mas alta fue observada en las hojas con 38.3 mg g y tallos verdes con 32.5
mg g* (Pefiuelas et al., 2017). Recientemente, Itza-Ortiz et al., 2019, Turner et al., 2021 y
Morales-Ubaldo et al., 2021, evidenciaron que diferentes extractos de L. tridentata tienen

actividad antibacterial contra diferentes especies de bacterias Gram(+) y Gram(-) (Tabla 10).
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Tabla 10. Actividad antibacterial de L. tridentata.

Gram(+) Gram(-)
Staphylococcus aureus Pseudomonas syringae
Streptococcus pyogenes Xanthomonas campestris
Bacillus cereus Salmonella gallinarum (Klein)
Clavibacter michiganensis Escherichia coli

sbsp. Michiganensis

4. Tradescantia zebrina (Fig. 14). La recoleccion de esta plata se llevé a cabo en el
municipio de Jiutepec, Morelos, en las coordenadas 18.884940, -99.160087, el 15 de enero

de 2019. Las partes de interés son las hojas, flores y tallos.

Fig. 14. Ejemplar de T. zebrina en Jiutepec, Morelos.

Foto: M.C. René Solano Jiménez

Esta especie es conocida vulgarmente como “judio errante”, esta asociada a la familia
Commelinaceae, es originaria de la region de la Costa del Golfo del este de México, pero se
ha naturalizado en varias partes del mundo (Kumar et al., 2017b). Se ha documentado su
presencia en los estados de AGS, BCS, CAM, CHIS, CHIH, COAH, COL, CDMX, DGO,
GTO, GRO, HGO, JAL, MEX, MICH, MOR, NAY, NLE, OAX, PUE, QRO, QROO, SLP,
SIN, SON, TAB, TAMS, TLAX, VER, YUC y ZAC (Villasefior, 2016).
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El extracto metandlico de las hojas de T. zebrina exhibe un alto contenido de compuestos
fendlicos totales, taninos, flavonoides, y wuna elevada actividad antioxidante.
Aproximadamente el 82% de su contenido fendlico consiste en taninos, una clase de
compuestos fendlicos con un potente antioxidante y actividades antibacterianas (Tan et al.,
2014). Por otra parte, Cheah et al., 2017, encontraron que el contenido de fenoles totales y
de flavonoides totales del extracto metandlico de T. zebrina contenia 33.5+2.58 mg de &cido
galico equivalentes/g de extracto y 9.4+1.06 mg de catequina equivalente/g de extracto,
respectivamente. En este mismo contexto, Baghalpour et al., 2021, reportaron que el anélisis
fitoquimico preliminar del extracto de T. zebrina mostr6 una importante presencia de
terpenoides y flavonoides y en menor cantidad alcaloides, taninos y saponinas, ademas de un
contenido de polifenoles totales de 76.88+0.14 ug de acido galico equivalente/g de extracto
seco. Algunos estudios como el de Tan et al., 2014 y Kumar et al., 2017b, demuestran que

T. zebrina tiene actividad contra bacterias Gram(+) y Gram(-) () (Tabla 11).

Tabla 11. Actividad antibacterial de T. zebrina.

Gram(+) Gram(-)
Bacillus cereus Aeromonas hydrophila
Bacillus subtilis Proteus vulgaris

Micrococcus luteus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus
Enterococcus faecalis

5. Tradescantia spathacea (Fig. 15). Esta especie se recolectd en el municipio de
Jiutepec, Morelos, en las coordenadas 18.884940, -99.160087, el 15 de enero de 2019. Las

partes de interés son las hojas.

60



Fig. 15. Ejemplar de T. spathacea en Jiutepec, Morelos.

Foto: M.C. René Solano Jiménez

Esta especie es tradicionalmente conocida como “maguey morado”, pertenece a la familia
Commelinaceae, es endémica del Golfo de México, y esta distribuida en América Central, el
Caribe y las Indias Occidentales (Garcia et al., 2015). En la Republica Mexicana se puede
encontrar en los estados de CAM, CHIS, QROO, TAB, VER y YUC (Villasefior, 2016).

Pruebas fitoquimicas han revelado que T. spathacea contiene taninos, alcaloides, esteroides,
terpenoides/esteroles, flavonoides (epigalocatequina, rutina, peltatosida), saponinas,
antocianinas (rhoeonina) y &cidos fendlicos como el &cido felurico, clorogénico, vanilico y
p-cumarico (Tan et al., 2013; Garcia et al., 2015). Por otra parte, estos mismos autores
concluyeron que T. spathacea tiene actividad antibacterial contra las siguientes especies de
bacterias (Tabla 12).

Tabla 12. Actividad antibacterial de T. spathacea.

Gram(+) Gram(-)
Bacillus cereus Escherichia coli
Bacillus subtilis Aeromonas hydrophila
Micrococcus luteus Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus epidermidis ~ Neisseria gonorrhoeae
Staphylococcus aureus Proteus vulgaris

Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus mutans
Listeria innocua
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6. Amphipteryngium adstringens (Fig. 16). La recoleccion de esta especie se dio en el
municipio de Apaxtla de Castrejon, Guerrero, en las coordenadas 18.132047, -99.930947, el

29 de enero de 2019. La parte de interés de este arbol es su corteza.

L= Q8

Fig. 16. Ejemplar de A. adstringens en Apaxtla de Castrejon, Guerrero.

Foto: M.C. René Solano Jiménez

Esta especie es conocida de manera tradicional como “cuachalalate” y pertenece a la familia
Anacardiaceae. Es un arbol endémico de México y América Central. Su ubicacion geografica
en la costa mexicana del Pacifico abarca desde NAY a OAX y en los estados de PUE, MOR,
AGS, DGO, MEX, SLP, VER y ZAC (Rodriguez et al., 2015; Rodriguez et al. 2016;
Villasefior, 2016).

En la corteza se han identificado los triterpenos éacidos 3-a y 3 epi-masticadiendico,
isomasticadiondico y epi-oleandico, los &cidos instipolinasico, oleantlico, masticadiendnico
y 3-alfa-hidroxi-masticadiendnico; acidos 6-heptadecil-, 6-nonadecil- y 6-pentadecil-
salicilico, B-sitosterol, una mezcla de acidos anacardicos y aldehidos fendlicos. En las hojas
se ha identificado el triterpeno &cido cuachalalico (Castillo et al., 2013). Rodriguez et al.
2016, mediante HPLC identificaron los flavonoides catequina, naringina y pinocembrina y
el fenol catecol; y mediante GC-MS, identificaron 13 &cidos grasos (&cidos miristico,
pentadecanoico, palmitico, palmitelaidico, linoleico, oleico, hexadecanoico y estearico), un
monoterpeno (a-terpineol) y el fenol cardanol. Ademas, el extracto etanolico de A.

adstringens presentd una concentracion de fenoles totales de 276.0 mg de acido géalico/g y
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un contenido de flavonoides de 49.4 mg quercetina/g de extracto seco. Por otro lado, Castillo
etal., 2013 y Rodriguez et al. 2015, han documentado que el extracto de A. adstringens tiene
actividad antibacterial contra las siguientes especies de bacterias Gram(+) y Gram(-) (Tabla
13).

Tabla 13. Actividad antibacterial de A. adstringens.

Gram(+) Gram(-)
Streptococcus mutans Helicobacter pylori
Bacillus cereus Porphyromonas gingivalis

Escherichia coli
Salmonella typhi

7. Artemisia ludoviciana (Fig. 17). Esta especie se recolectd en la localidad de
Cuauchichinola, municipio de Mazatepec, Morelos, en las coordenadas 18.669974, -

99.375649, el 20 de febrero de 2019. Las partes de interés son las hojas, tallos y flores.

Fig. 17. Ejemplar de A. ludoviciana en Mazatepec, Morelos.

Foto: M.C. René Solano Jiménez

Esta especie forma parte de la familia Asteraceae, es endémica de Mesoamérica, aunque
también se encuentra distribuida en Europa, Asia y América del Norte. Es una especie
ampliamente esparcida en todo el territorio mexicano (AGS, BCN, BCS, CAM, CHIS,
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CHIH, COAH, COL, CDMX, DGO, GTO, GRO, HGO, JAL, MEX, MICH, MOR, NAY,
NLE, OAX, PUE, QRO, QROO, SLP, SIN, SON, TAB, TAMS, TLAX, VER, YUCy ZAC)

y se conoce comunmente como “estafiate” (Damian et al., 2010, Villasefior, 2016).

Estudios han informado que el extracto de la hoja de A. ludoviciana contiene flavonoides,
eupatilina, jaseocidina, arglanina; fenilpropenos: metil eugenol; terpenos: linalool, limoneno,
B-ocimeno, a-pineno, canfeno, 1,8-cineol, camfor, borneol, £ salvinina, z-epoxiocimeno y
terpineno; sesquiterno lactonas, arteanuina B, artemisinina; monoterpenoides y
sesquiterpenos, germacreno D, B-selineno, B-cariofileno, B-tujona; acido dicafeoilquinico;
fenoles, timol y carvacrol y cumarinas (Damian et al., 2010; Anaya et al., 2014; Baldemir et
al., 2017; Bafiuelos et al., 2018). Anaya et al., 2014, apuntan que A. ludoviciana tiene
actividad antibacterial contra dos especies de bacterias, la especie Gram(+) Mycobacterium

tuberculosis y la Gram(-) Helicobacter pilori.

8. Justicia spicigera (Fig. 18). Esta especie se recolectd en la localidad de
Cuauchichinola, municipio de Mazatepec, Morelos, en las coordenadas 18.669974, -
99.375649, el 15 de enero de 2019. Las partes de interés son las hojas, tallos y flores.

Fig. 18. Ejemplar de J. spicigera en Mazatepec, Morelos.

Foto: M.C. René Solano Jiménez
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J. spicigera o “muicle”, como se conoce normalmente, se encuentra en la familia
Acanthaceae, es una especie endémica de Mesoamérica, crece desde México hasta el sur de
Colombia y en algunas areas de Norteamérica (Vega et al., 2012; Baqueiro y Guerrero,
2014). En México, J. spicigera se registra en los estados de BCS, CAM, CHIS, COL, DGO,
GTO, GRO, HGO, JAL, MEX, MICH, MOR, NAY, OAX, PUE, QRO, QROO, SLP, SIN,
TAB, TAMS, VER y YUC (Villaserfior, 2016).

La diversidad de metabolitos secundarios presentes en J. spicigera incluye fenoles,
alcaloides, lignanos, flavonoides (camferitrina), cumarinas, antocianinas, taninos,
terpenoides, esteroides, acidos grasos (acido docosanoico), y acido salicilico (Navarrete et
al., 2016; Fernandez et al., 2017). En el analisis de fenoles totales de extractos de las partes
de planta, se ha encontrado que el extracto acuoso de la flor tiene el contenido fendlico total
mas alto que en hojas y tallos. También se ha observado un mayor contenido de flavonoides
en el extracto de metanol de los tallos. Los flavonoides como la kaempferitrina, kaempferol
trirhamnosido, hesperidina y narigenina se han aislado de las hojas y los taninos de las flores
(Baqueiro y Guerrero, 2014; Fernandez et al., 2017). Vega et al. (2012), reportaron que los
extractos de J. spicigera tienen actividad antibacterial en diferentes especies de bacterias
Gram(+) y Gram(-) (Tabla 14).

Tabla 14. Actividad antibacterial de J. spicigera.

Gram(+) Gram(-)
Staphylococcus aureus Shigella flexneri
Streptococcus mutans Salmonella typhi

Salmonella typhimurium
Escherichia coli
Porphyromonas gingivalis

5.2 Identificacion taxonomica de las especies de plantas

La correcta identificacion de las diferentes especies plantas, proporciona la certidumbre de
que se esta recolectando y analizando la que se desea, al poder discernir entre las diferentes

caracteristicas que diferencian a varias subespecies dentro de la misma especie. Con la ayuda
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del bidlogo Gabriel Flores Franco del herbario HUMO del CIBYC de la UAEM, se logré

identificar satisfactoriamente las ocho especies de plantas (Tabla 15) de interés requeridas en

esta investigacion.

Tabla 15. Identificacion de las especies de plantas.

Familia Nombre cientifico No. folio HUMO
Papaveraceae ~ Argemone mexicana L. 38871
Nyctaginaceae  Bougainvillea spectabilis Willd. 38872
Zygophyllaceae  Larrea tridentata (DC.) Coville 38873
Commelinaceae  Tradescantia zebrina Bosse 38874
Commelinaceae Tradescantia spathacea SW. 38875
Anacardiaceae  Amphipteryngium adstringens (Schltdl.) Standl. 38876
Asteraceae Artemisa ludoviciana Nutt. 38877
Commelinaceae Justicia spicigera Schitdl. 38878

5.3 Rendimientos de los extractos crudos

Una vez realizados los procesos de maceracion, evaporacion de los disolventes, liofilizacion

y concentracion, se obtuvieron los extractos en polvo. El calculo de los rendimientos se llevo

a cabo tomando como base la cantidad en gramos de la planta seca y pulverizada segun la

siguiente ecuacion y se resumen en la Tabla 16.

g de extracto

Rendimiento(%) = x100

g de planta seca
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Tabla 16. Rendimientos de los extractos etanolicos y metandlicos de las diferentes especies

de plantas.
Especie Disolvente Cantidad , Extracto Extracto seco  Rendimiento

(9) himedo (mL) (9) (%)

A mexicana Etanol 640 70 37.9267 5.92
Metanol 640 140 80.5636 12.58

B. spectabilis Etanol 320 280 20.7614 6.48
Metanol 320 280 50.275 15.71
L tridentata Etanol 1,470 385 166.0242 11.29
' Metanol 1,470 420 241.21 16.4
T zebrina Etanol 150 105 5.1122 3.4
Metanol 150 140 17.5804 11.72

T. spathacea Etanol 137 105 4.7675 3.47
Metanol 137 70 12.6831 9.25

A. adstringens Etanol 2,382 455 204.6191 8.59
Metanol 2,382 595 301.1646 12.64

A ludoviciana Etanol 490 140 27.0335 5.51
Metanol 490 140 58.2732 11.89

3. spicigera Etanol 1,375 210 30.935 2.24
Metanol 1,375 210 103.5055 7.52

5.4 Analisis fitoquimico cualitativo de los extractos

En los extractos etanolicos (Tabla 17), A. mexicana, L. tridentata, A. adstringens y A.
ludoviciana mostraron resultados positivos a 6 pruebas de las 9 pruebas. B. spectabilis, T.
spathacea y J. spicigera presentaron resultados positivos a 5 pruebas. T. zebrina fue la Gnica
especie en dar resultados positivos solo a 4 pruebas. B. spectabilis fue la Unica especie que
dio un resultado positivo para la presencia de quinonas utilizando HCI concentrado. La
presencia de cumarinas solo se present6 en T. spathacea, A. ludoviciana y J. spicigera. La
prueba de H2SO4 resultd ser la mejor en la deteccion de flavonoides, dando resultado negativo
unicamente en B. spectabilis. De manera similar, la presencia de taninos se confirmé en todas
las especies, a excepcion de J. spicigera. Los compuestos fenolicos estuvieron ausentes en
T. spathacea y J. spicigera. De manera anéloga, los terpenoides estuvieron ausentes en B.

spectabilis y T. spathacea.
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En cuanto a los extractos metanolicos (Tabla 18), se observaron algunas diferencias en
comparacion con los etandlicos. L. tridentata dio resultados positivos a 8 pruebas, A.
adstringes a 7 pruebas, A. ludoviciana a 5 pruebas y A. mexicana, B. spectabilis, T. zebrina,
T. spathacea y J. spicigera a 4 pruebas. En esta ocasion, las pruebas de Braymer para taninos
y con H2SO4 para flavonoides dieron resultados positivos en todas las especies. Las quinonas
con NaOH estuvieron més ausentes, encontrdndose solo en L. tridentata y A. adstringes, y
con HCI concentrado, solo en esta Gltima especie. La presencia de cumarinas solo se observo
en L. tridentata y A. ludoviciana. A diferencia del extracto etandlico, en el extracto
metandlico de T. zebrina, no se observo la presencia de compuestos fendlicos. Por ultimo,
también se registré una mayor ausencia de terpenoides, reportando su presencia solo en L.

tridentata, T. zebrina, A. adstringens, J. spicigera.

Tabla 17. Metabolitos secundarios presentes en los extractos etanolicos.

- Especie
Pruebas cualitativas 1 2 3 4 5 6 7 8
Fenoles Prueba de FeCls o4+ s s
Taninos Prueba de Braymer o4+ 4+ s
NaOH al 5% .
Quinonas HCI concentrado + ) i i i i

Cumarinas NaOH al 10% - - - - + - + +

NaOH al 20%

+ 4+ - - + - + +
Prueba de Shinoda + ) + i} ) + - -
Flavonoides
Prueba de H2SO4 + i} + + + + + +
Terpenoides Prueba de Salkowki + ) + 4 3 + + +

1) A. mexicana, 2) B. spectabilis, 3) L. tridentata, 4) T. zebrina, 5) T. spathacea, 6) A. adstringens,

7) A. ludoviciana, 8) J. spicigera.

68



Tabla 18. Metabolitos secundarios presentes en los extractos metanolicos.

Especie
1 2 3 4 5 6 7 8

Pruebas cualitativas

Fenoles Prueba de FeCls + - - -
Taninos Prueba de Braymer + o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+
Quinonas NaOH al 5% - - + - - + - -
HCI concentrado - - - - - + - -
Cumarinas NaOH al 10% - - + - - - + -
NaOH al 20% + o+ o+ - + - + o+
Flavonoides
Prueba de Shinoda - - + o+ o+ o+ - -
Prueba de H2SO4 + + + + o+ o+ o+ o+
Terpenoides  Prueba de Salkowki - - + o+ - + - +

1) A. mexicana, 2) B. spectabilis, 3) L. tridentata, 4) T. zebrina, 5) T. spathacea, 6) A. adstringens,

7) A. ludoviciana, 8) J. spicigera.

5.5 Cuantificacion de compuestos polifendlicos totales en los extractos

Los resultados de la cuantificacion de compuestos fenolicos totales en los 16 extractos de las
plantas, expresados en mg de &cido galico equivalentes/g de extracto seco (MgAGEQ/gES),
se obtuvieron con la ecuacion de la recta y=bx+a, donde b=pendiente y a=intercepto (Fig.
19). Se observo que los extractos etandlicos y metanélicos de Amphipteryngium adstringens
(Schltdl.) Standl. y Larrea tridentata (DC.) Coville presentan las mayores concentraciones
de compuestos fenolicos totales (317.49+4.61, 315.8+21.88 y 266.49+12.29, 363.51+13.63,
respectivamente); por el contrario, los extractos etanolico y metanolico de Tradescantia
spathacea SW., resultaron poseer las concentraciones mas bajas de fenoles totales
(19.78+1.04 y 14.17+0.77, respectivamente) (Fig. 20).
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Fig. 20. Compuestos polifenolicos totales en los extractos etandlicos y metandlicos de las

especies de plantas.
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5.6 Pruebas alguicidas en medio sélido

Después de 9 dias de crecimiento, se llevo a cabo la medicidn de las zonas de inhibicién y
los resultados se muestran en las Fig. 21 y 22. La mayoria de los extractos metandlicos
mostraron efectos ligeramente superiores a los etandlicos, con algunas excepciones. En M.
aeruginosa (Fig. 21a 'y 21b), los mayores halos de inhibicion se obtuvieron con 5 mg de los
extractos metandlicos y etandlicos de A. adstringens (33.33£1.53 mm y 31.33+1.77 mm) y
L. tridentata (28.67£0.58 mm y 26.33+0.58 mm). Las pruebas con 3 y 5 mg del extracto
etanolico de A. ludoviciana, mostraron una mejora sutil en comparacion al extracto
metanolico, 17.67+2.31 mm y 20.67£2.52 mm; 16.67+1.15 mm y 20.33+0.58 mm,
respectivamente. Los extractos metandlicos de B. spectabilis, A. mexicana y J. spicigera (5
mg) fueron sutilmente mejores a los etanolicos, mostrando halos de inhibicion de 21.00+1.00
mm, 20.33£1.53 mm y 18.33+£1.53 mm, respectivamente. Por Gltimo, los extractos etanolicos
de T. spathacea y T. zebrina fueron los que presentaron los efectos méas bajos, 11.33+0.58
mm y 10.33+0.58 mm.

Segun los resultados obtenidos, A. cylindrica resultd ser mas resistente a los diferentes
extractos en comparacion con M. aeruginosa (Fig. 22a y 22b). Las pruebas con 5 mg de los
extractos metandlicos de L. tridentata (28.67+£0.58 mm) y A. adstringens (27.33+1.15 mm)
resultaron ser ligeramente mejores a los etandlicos, 27.67£0.58 mm y 25.33+1.15 mm,
respectivamente. El extracto etandlico de A. ludoviciana (5 mg) mostrd una leve mejora en
comparacion al metandlico, con inhibiciones de 21.67+2.08 mm y 20.00+1.00 mm. Con 3y
5 mg del extracto metanolico de J. spicigera se registraron inhibiciones de 11.33+1.53 y
17.00£2.65 mm y con 5 mg del extracto etandlico la inhibicion fue de 15.67£4.04 mm. Sin
embargo, con 1y 3 mg del extracto etandlico y 1 mg del metandlico, no se observo halo de
inhibicidn. Los extractos metanolicos y etandlicos de A. mexicana y B. spectabilis mostraron
efectos similares con 5 mg, 14.67£1.15 mm y 13.67£1.15 mm para A. mexicana; y
15.00+£1.00 mmy 14.00£1.00 mm para B. spectabilis. Nuevamente T. spathacea y T. zebrina
mostraron los menores efectos, con 5 mg los extracto metandlico y etandélico de T. spathacea
mostraron inhibiciones de 14.33£1.53 mm y 13.00£3.46 mm. Finalmente, ningin extracto
de T. zebrina presentd halo de inhibicion en A. cylindrica.
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Fig. 21. Halo de inhibicion de los extractos en M. aeruginosa en medio sélido.
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5.7 Pruebas alguicidas en medio liquido

5.7.1 Efectos de los extractos metanolicos en el crecimiento de M. aeruginosa

Los efectos en el crecimiento de M. aeruginosa debido a la exposicion a los extractos
metanolicos a concentraciones de 10, 25, 50 y 75 mg/L durante 12 dias se presentan en el
Anexo 1yen las Fig. 23, 24 y 25. L. tridentata fue la especie que registro los mayores efectos
inhibidores. A partir del dia 8, se observo una disminucion significativa en el crecimiento de
M. aeruginosa en todas las concentraciones estudiadas, manteniendo esta tendencia hasta el
final del experimento. Para el dia 12 a 25, 50 y 75 mg/L, las densidades celulares fueron de
2.656, 1.509 y 0.563x10° cél/mL, lo que significo inhibiciones de 70.77%, 83.39% y 93.80%
(p<0.0001, ANOVA) con respecto al control. De manera similar, con A. adstringens se
mostraron efectos significativos en todas las concentraciones a partir del dia 10, siendo los
mas importantes a 50 y 75 mg/L, con inhibiciones del 68.76% (p<0.001, ANOVA) y 86.43%
(p<0.0001, ANOVA), respectivamente, alcanzando en el dia 12 inhibiciones del 81.54%
(p<0.001, ANOVA) y 90.37% (p<0.0001, ANOVA) en relacién al control, respectivamente.

En orden descendente de eficacia, las siguientes especies fueron B. spectabilis y A mexicana,
las cuales presentaron resultados similares. En el grupo de B. spectabilis, a 10 y 25 mg/L el
grado de eficacia del extracto fue similar en el transcurso del experimento, pero en el dia 12,
se alcanzaron inhibiciones del 39.63% (p<0.01, ANOVA) y 54.20% (p<0.05, ANOVA), con
respecto al control. A50y 75 mg/L, se presentd una clara tendencia descendiente a partir del
dia 10 y 6 y hasta el final del experimento, respectivamente, donde se cuantificé una densidad
de 1.854 y 1.097x108 cél/mL, lo que significo inhibiciones del 79.14% (p<0.001, ANOVA)
y 87.66% (p<0.0001, ANOVA). En cuanto al grupo tratado con A mexicana a 10 mg/L solo
se observo un leve descenso en la densidad celular. A 25 mg/L a partir del dia 8, se mostro
un estancamiento en la densidad celular, la cual en el dia 12 fue de 3.943x10° cél/mL con
una inhibicion del 53.13% (p<0.001, ANOVA). Por ultimo, a 50 y 75 mg/L, comenzé una
pronunciada tendencia descendente desde el dia 6 y hasta el final del experimento, donde las
densidades celulares fueron de 1.214 y 1.066x10° cél/mL, con inhibiciones del 85.57%
(p<0.001, ANOVA) y 87.33% (p<0.001, ANOVA), en relacion al control.
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Con la exposicion al extracto de A. ludoviciana a 10 y 25 mg/L, solo se presentd un ligero
efecto negativo en M. aeruginosa, para el dia 12, las densidades celulares registradas fueron
de 7.666 y 5.941x10° cél/mL, provocando inhibiciones del 16.38% (p>0.05, ANOVA) y
35.20% (p<0.05, ANOVA). Mientras tanto, a 50 y 75 mg/L, se presento un constante efecto
negativo sobre M. aeruginosa, a partir del dia 8 y al final del experimento las densidades
celulares fueron de 3.509 y 3.109x10° cél/mL con inhibiciones de 61.73% (p<0.001,
ANOVA) y 66.09% (p<0.05, ANOVA), con respecto al control. Por otra parte, en el grupo
tratado con J. spicigera, de manera inesperada a 10 mg/L a partir del dia 8 y hasta el final del
experimento, empez6 a mostrar mayores efectos que a 25 mg/L, alcanzando en el dia 12
inhibiciones de 32.13% (p<0.05, ANOVA) y 24.50% (p<0.05, ANOVA), respectivamente.
Los efectos a 50 mg/L fueron similares a los observados a 10 y 25 mg/L en los primeros 6
dias de experimentacion. Sin embargo, a partir del dia 8, ocurrié un visible descenso en la
densidad celular de M. aeruginosa y para el dia 12, el grado de inhibicion fue del 49.88%
(p<0.001, ANOVA). Con 75 mg/L el maximo efecto se alcanzo en el dia 6, donde se registro
una densidad celular de 1.574x10° cél/mL y una inhibicion de 65.77% (p<0.001, ANOVA)

con respecto al control, la cual fue disminuyendo ligeramente hasta el final del experimento.

Finalmente, los menores efectos los presentaron las especies de la familia Commelinaceae,
T. zebrina y T. spathacea. En cuanto a T. zebrina, en los primeros dos dias de
experimentacién se visualizaron inhibiciones negativas en todas las concentraciones
estudiadas, es decir, la densidad celular en los tratamientos supero al grupo de control, siendo
la méas pronunciada a 25 mg/L con -34.03%, seguida de -26.09% a 10 mg/L y -17.80% a 75
mg/L. Para el dia 12, las densidades celulares de M. aeruginosa fueron de 7.898, 7.699, 7.064
y 6.783x106 cél/mL, lo que significo efectos del 7.93%, 10.25%, 17.66% (p>0.05, ANOVA)
y 20.94% (p<0.05 ANOVA), respectivamente. El extracto de T. spathacea resultd ser
sutilmente mas efectivo que su homonimo, aun cuando a 10 y 25 mg/L se registraron
inhibiciones negativas en los primeros 6 y 4 dias, respectivamente, siendo la méas pronunciada
en el dia 2 a 10 mg/L (-28.29%). A 50 y 75 mg/L las inhibiciones apenas superaron en 20%
a partir del 10 dia, siendo las mas importantes las registradas en el dia 12, con 22.11% y
25.45% (p<0.05, ANOVA), en relacion al control.
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Fig. 23. Efectos de los extractos metandlicos en la densidad celular de M. aeruginosa.
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5.7.2 Efectos alguistaticos y alguicidas en M. aeruginosa

En el Anexo 1y la Fig. 26 se muestran los valores de DO y las curvas de crecimiento de M.
aeruginosa después de inocularse en un cultivo nuevo. L. tridentata y A. adstringens fueron
las Unicas especies en mostrar efectos alguistaticos a 10 y 25 mg/L y efectos alguicidas a 50
y 75 mg/L, debido a que, a estas Ultimas concentraciones, no se presentd un nuevo
crecimiento de M. aeruginosa. En el caso de L. tridentata a 25 mg/L, esta respuesta resulto
inesperada, porque al final de la prueba de inhibicion de crecimiento, a esta misma
concentracion se empezaba a presentar una tendencia descendente en la densidad celular de
M. aeruginosa. Sin embargo, posiblemente el cultivo nuevo aport6 los nutrientes necesarios

para que M. aeruginosa pudiera superar los dafos causados por este extracto.

A concentraciones de 10, 25 y 50 mg/L, A. mexicana y B. spectabilis mostraron un rebrote
significativo en el crecimiento de M. aeruginosa después de 12 y 8 dias, respectivamente,
estos resultados indican efectos alguistaticos. Sin embargo, a 75 mg/L, no se observo un
nuevo crecimiento, por lo que estd concentracion es suficiente para que estas especies
muestren efectos alguicidas. Estos hallazgos resultan interesantes debido a que, en las
pruebas de inhibicion de crecimiento, a 50 y 75 mg/L, después del dia 6 y 8, respectivamente,
se pudo observar una clara tendencia descendente en el crecimiento. No obstante, la
concentracion de 50 mg/L, no se fue suficiente para evitar que M. aeruginosa creciera
nuevamente. A. ludoviciana y J. spicigera mostraron efectos alguistaticos en todas las
concentraciones estudiadas. Resulta llamativo que A. ludoviciana, a pesar de haber mostrado
inhibiciones del 61.73% y 66.09% a 50 y 75 mg/L, respectivamente, esto no fuera suficiente
para llevar a M. aeruginosa a la extincion, observandose un repunte significativo en el
crecimiento a partir del dia 12. En el caso de J. spicigera, los efectos alguistaticos presentados
por esta especie eran de esperarse, ya que se hipotetizé que inhibiciones del 49.88 y 57.84%
no serian suficientes para causar efectos alguicidas sobre M. aeruginosa. Con todo esto, un
punto a favor de estas especies es que a 75 mg/L, solo se observo un leve crecimiento de M.
aeruginosa, por lo que es muy probable que a concentraciones un poco mas elevadas estas

especies también presenten efectos alguicidas.
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Era evidente que los cultivos de M. aeruginosa tratada con T. zebrina y T. spathacea,
reanudarian inmediatamente su crecimiento en todas las concentraciones estudiadas. Ambas
especies mostraron un crecimiento significativo desde el dia 4, por lo tanto, los efectos

alguistaticos de estas especies resultaron ser los mas leves.
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Fig. 26. Efectos alguistaticos y alguicidas de los extractos metandlicos sobre M. aeruginosa.
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5.7.3 Efectos de los extractos metandlicos en la concentracion de Chl-a de M. aeruginosa

Los efectos en la concentracion de Chl-a expresada como [Chl-a] en M. aeruginosa durante
los 12 dias de exposicion a los extractos metandlicos se presentan en el Anexo 1y la Fig. 27.
La especie A. adstringens fue la que mostré los mayores efectos, desde el dia 4 y hasta el
final del experimento se registraron disminuciones significativas en la [Chl-a] en todas las
concentraciones estudiadas. En los dias 10 y 12 a 50 mg/L, se presentaron [Chl-a] = 0.217 y
0.173 mg/L, disminuciones del 90.73% (p<0.001, ANOVA) y 94.03% (p<0.0001, ANOVA),
con respecto al control. A 75 mg/L, a partir del dia 8 se sobrepasé el 90% de disminucién de
la [Chl-a], con valores de 0.144, 0.122 y 0.093 mg/L, es decir, con decrementos del 90.98%,
94.77% y 96.79% (p<0.001, p<0.001 y p<0.0001, ANOVA), comparados con el control. De
manera similar, el grupo tratado con L. tridentata también present6 importantes efectos en la
[Chl-a], en el periodo del dia 8 al 12, la [Chl-a] descendid drasticamente en todas las
concentraciones. Al final del experimento, a 10 y 25 mg/L, se obtuvieron valores de [Chl-a]
= 2.120 y 1.203 mg/L, respectivamente, indicando inhibiciones del 29.99% (p<0.05,
ANOVA) y 60.27% (p<0.01, ANOVA), en relacién al control. A 50 mg/L en el dia 12, se
obtuvo una [Chl-a] = 0.544 mg/L, una disminucion del 82.04% (p<0.001), y a 75 mg/L, en
el mismo dia, se observo una reduccién superior al 90%, registrandose una [Chl-a] = 0.257
mg/L (91.51%) (p<0.001, ANOVA), en relacion al control.

Los resultados obtenidos en grupo tratado con B. spectabilis fueron semejantes a los
observados con A. adstringens y L. tridentata. En esta ocasién, los efectos significativos en
todas las concentraciones se alcanzaron en el dia 6 y hasta el final de la prueba, a excepcion
del dia 8 a 10 mg/L (p>0.05, ANOVA). A 25 mg/L, los mayores efectos se registraron en el
dia 6, los cuales fueron disminuyendo paulatinamente hasta el dia 12, con inhibiciones de
52.96%, 51.29%, 46.40% y 44.77% (p<0.01, ANOVA), en relacion al control. A 50 y 75
mg/L se manifestaron los mayores efectos inhibitorios. A estas concentraciones, la
disminucion de la [Chl-a] fue gradual en todo el experimento, alcanzando en el dia 12,
inhibiciones del 76.18% y 84.86% (p<0.001, ANOVA), en relacién al control. En cuanto al
tratamiento con A. mexicana, a 10 mg/L no se percibid ningun efecto significativo en todo el
transcurso del experimento (p>0.05, ANOVA). Sin embargo, a 25 mg/L, la disminucion de
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Chl-a fue gradual, para el dia 12 el valor fue de [Chl-a] = 1.443 mg/L, un decremento del
48.54% (p<0.01, ANOVA). Como era de esperarse, los mayores efectos se registraron a 50
y 75 mg/L, los cuales mostraron resultados similares en todo el periodo de prueba, para el
dia 10 las inhibiciones fueron de 59.16% (p<0.001) y 63.16% (p<0.01, ANOVA),
respectivamente, y en el ultimo dia alcanzaron el 63.68% y 68.94% de inhibicién (p<0.001),
con respecto al control.

En relacion a los tratamientos con A. ludoviciana, en los primeros 4 dias de exposicion no se
observd ningun efecto significativo a ninguna concentracion. A 10 mg/L, solo re registré un
ligero efecto significativo en el dia 10 (17.33%, p<0.05, ANOVA). Las inhibiciones en el
grupo de 25 mg/L fueron variables en el transcurso del experimento, alcanzando el valor
méaximo en el dia 10 con 42.53% (p<0.01, ANOVA), disminuyendo sutilmente en el dia 12.
Algo semejante se present6 a 50 mg/L, donde en el dia 10 se presentd en valor méximo
inhibitorio, 52.68% (p<0.001, ANOVA) el cual disminuyo6 levemente en el dia 12. Por el
contrario, a 75 mg/L la disminucion en la [Chl-a] fue constante a partir del dia 6, alcanzando
el méximo en el dia 12, con una inhibicion del 59.51% (p<0.001, ANOVA), en relacion al
control. Finalmente, con el extracto de A. ludoviciana hubo una disminucion significativa en
la [Chl-a] a partir del dia 8 en todas las concentraciones. Es la Unica especie que a 10 mg/L,
presento inhibiciones negativas en los primeros 4 dias de exposicién (-11.11% y -6.38%,
respectivamente). La variabilidad en el grado de inhibicion a 25 mg/L fue algo notorio, en
los dias 2, 6, 8 y 12 las inhibiciones fueron de 34.67% (p>0.05, ANOVA), 36.78% (p<0.05,
ANOVA), 31.97% (p<0.05, ANOVA) y 37.89% (p<0.01, ANOVA). Algo parecido se
registré a 50 mg/L, donde en el dia 12 la inhibicion fue del 47.92% (p<0.001, ANOVA), no
obstante, en los dias 6 y 8 los resultados fueron casi los mismos, 46.22% y 44.06% (p<0.01,
ANOVA). A 75 mg/L, la maxima inhibicion se alcanzé en el dia 10 (58.93%, p<0.01,
ANOVA), aunque en los dias 8 y 12 fue similar 53.09% (p<0.01, ANOVA) y 54.93%
(P<0.001, ANOVA), con respecto al control.
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Fig. 27. Efectos de los extractos metandlicos en el contenido de Chl-a de M. aeruginosa.
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5.7.4 Efectos de los extractos metandlicos en el contenido de MDA en M. aeruginosa

Los efectos en la concentracion de MDA expresada como [MDA] en M. aeruginosa durante
12 dias de exposicion a los extractos metandlicos se presentan en el Anexo 1y la Fig. 28. L.
tridentata fue la especie que present6 los mayores efectos en la [MDA]. A 25 mg/L en el dia
10, ocurrié el mayor aumento, 4.76 pumol/g de proteina, 5.33 veces mas en comparacion al
control (p<0.001, ANOVA), disminuyendo ligeramente en el dia 12. A 50 y 75 mg/L, se
observo un comportamiento similar en todo el transcurso del experimento, a excepcion del
dia 6, donde el grupo de 50 mg/L superd brevemente al de 75 mg/L. Al dia 12, el grupo de
75 mg/L mostro un efecto ligeramente superior al tratado con 50 mg/L, con [MDA] = 6.51y
5.82 umol/g de proteina, 6.33 (p<0.0001, ANOVA) y 5.66 veces mas (p<0.001, ANOVA)
con respecto al control, respectivamente. En cuanto al grupo tratado con A. adstringens a 10
mg/L, solo se presentd un aumento significativo de la [MDA] en el dia 10, con un valor de
2.40 umol/g de proteina, 2.7 veces mas en comparacion al control (p<0.05, ANOVA). A 25
mg/L el mayor efecto se registro en el dia 8, [MDA] = 3.33 umol/g de proteina, 3.87 veces
mas en relacion a control (p<0.01, ANOVA), disminuyendo ligeramente hasta el final del
experimento. Por dltimo, a 50 y 75 mg/L, los mayores efectos se obtuvieron en el dia 12,
[MDA] =4.21y6.09 umol/g de proteina, respectivamente, lo que significé aumentos de 4.09
y 5.91 veces més con respecto al control (p<0.001, ANOVA).

En relacion al grupo tratado con A. mexicana, a 10 mg/L, el aumento en la [MDA] fue
insignificante en todo el transcurso del experimento (p>0.05, ANOVA). De manera
semejante, a 25 mg/L, el dia 8 fue el Unico donde se registré un aumento significativo en la
[MDA], 1.91 umol/g de proteina, 2.24 veces mas en relacion al control (p<0.05, ANOVA),
pero disminuy6 paulatinamente hasta que en el dia 12 alcanzd un valor muy similar al
obtenido a 10 mg/L. A 50 y 75 mg/L, los efectos fueron ampliamente superiores a las
primeras dos concentraciones, alcanzando su punto maximo en el dia 12 con valores de
[MDA] =3.24 y 5.29 umol/g de proteina, 3.15 (p<0.01, ANOVA) y 5.14 (p<0.001, ANOVA)
veces mas en relacion al control, respectivamente. El extracto de J. spicigera mostré un
comportamiento similar al de A. mexicana. A 10 mg/L no se presentd ningun cambio

significativo (p>0,05, ANOVA). Por el contrario, los efectos significativos se hicieron
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visibles desde el dia 4, a 50 y 75 mg/L (p<0.05, ANOVA). En los dias 6 y 8 se observo un
ligero aumento de la [MDA] a 25 y 50 mg/L en relacion al dia 4, pero ocurrié un brusco
aumento de la [MDA] a 75 mg/L, con valores de 4.00 y 4.95 umol/g de proteina, 3.54
(p<0.01, ANOVA) y 5.76 (p<0.001, ANOVA) veces mas en relacién al control,
respectivamente. Para el dia 10 hubo un descenso en la [MDA] a 75 mg/L, registrandose al
final del experimento un valor de [MDA] = 4.82 umol/g de proteina, 4.68 veces en
comparacion con el control (p<0.001, ANOVA).

En el caso de B. spectabilis, a 10 mg/L no se presentd ningun efecto significativo en la
[MDA] en todo el desarrollo del experimento (p>0.05, ANOVA). A 25y 50 mg/L, mostraron
resultados muy similares desde el inicio de la prueba y hasta el dia 8, para el dia 12 las
diferencias si hicieron notorias, con los valores de [MDA] = 2.30 y 3.48 umol/g de proteina,
2.24 (p<0.05, ANOVA) y 3.38 (p<0.01, ANOVA) veces mas con relacion al control,
respectivamente. A 75 mg/L, los mayores efectos se presentaron en el dia 8, con un valor de
[MDA] = 4.22 umol/g de proteina, 4.1 veces mas en relacion al control (p<0.01, ANOVA)
el cual disminuyo ligeramente hasta el final del tratamiento. Para terminar, el extracto de A.
ludoviciana fue el que present6 los menores efectos en la [MDA] de M. aeruginosa. A 10y
25 mg/L no se alcanz6 ningin impacto significativo en todo el desarrollo del experimento, a
excepcion del dia 12 a 10 mg/L, donde sucedi6 un leve incremento. En los dias 6 y 8 el
comportamiento a 50 y 75 mg/L fue muy similar, casi sin cambios, con valores de [MDA] =
2.43,2.43; 2.73 y 2. 68 umol/g de proteina, respectivamente. Los registros mas sobresalientes
se obtuvieron en el dia 10 a 50 y 75 mg/L, con valores de [MDA] = 2.70 y 3.32 umol/g de
proteina, 3.04 (p<0.01, ANOVA) y 3.23 (p<0.05, ANOVA) veces mas en relacion al control,

respectivamente. Estos valores disminuyen sutilmente en el Gltimo dia de prueba.
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5.7.5 Efectos en la densidad celular de A. cylindrica expresada como concentracion de
Chl-a.

Los efectos en la [Chl-a] en A. cylindrica durante los 8 dias de exposicion a los extractos
metanolicos se presentan en el Anexo 1y en las Figs. 29, 30 y 31. Los resultados obtenidos
permitieron dilucidar que, A. cylindrica resulto ser especialmente sensible a los extractos de
A. mexicana, A. adstringens y de L. tridentata. En los experimentos alguicidas realizados con
A. mexicana, la [Chl-a] disminuyd significativamente en todas las concentraciones a partir
del dia 6, pero los mayores efectos registrados fueron a 100 y 125 mg/L, donde la [Chl-a] =
0.316 y 0.202 mg/L, respectivamente, esto significo inhibiciones del 75.95% (p<0.01,
ANOVA) y 84.60% (p<0.001, ANOVA), con respecto al control. Para el dia 8, los efectos
inhibitorios obtenidos a estas mismas concentracions de extracto fueron de 85.79% y 94.64%
(p<0.01, ANOVA), en relacion al control.

En cuanto a las pruebas con A. adstringens, a 50 mg/L, el efecto significativo se alcanz6 hasta
dia 8, siendo del 25.83% (p<0.05, ANOVA). A 75 mg/L y 100 mg/L, los efectos fueron
visibles desde el dia 6, con valores de inhibicion del 33.01% (p<0.05, ANOVA) vy 75.97%
(p<0.01, ANOVA), y para el dia 8, los resultados fueron de 58.72% y 88.09%, en relacion al
control. Sin embargo, a 125 mg/L, los efectos se observaron desde el dia 4 y hasta el final de
la prueba, con valores de [Chl-a] = 0.337, 0.222 y 0.139 mg/L, lo que resultd en inhibiciones
de 65.76%, 83.10% Yy 92.40%, respectivamente. En el caso de L. tridentata, se registro un
comportamiento similar al visto con A. adstringens. En los primeros 4 dias, solo se registro
un efecto significativo a 125 mg/L, el cual fue de 63.67% (p<0.05, ANOVA). En el dia 6 los
efectos se hicieron visibles en todas las concentraciones, a 50 y 75 mg/L, se obtuvieron
disminuciones de 36.03% y 33.09% (p<0.05, ANOVA) y a 100 y 125 mg/L, los valores
obtenidos fueron de 64.76% (p<0.01, ANOVA) y 77.39% (p<0.001, ANOVA). Por ultimo,
en el dia 8, los efectos se hicieron aun mas severos, sobre a 100 y 125 mg/L, donde se
alcanzaron inhibiciones de 76.06% y 90.11% (p<0.001, ANOVA), con respecto al control.

Los extractos de las especies B. spectabilis, A. ludoviciana y J. spicigera mostraron efectos
similares en M. aeruginosa en todo el transcurso de experimento. En relacion a las pruebas

con B. spectabilis, a 50 y 75 mg/L, practicamente no se registré ningun efecto significativo
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en la [Chl-a], a excepcion del dia 8 a 75 mg/L, donde se obtuvo una inhibicién del 32.59%
(p<0.05, ANOVA). El mayor efecto inhibitorio a 100 mg/L se observo en el dia 6, donde se
anotd una [Chl-a] = 0.623 mg/L, es decir, una disminucién del 52.60% (p<0.05, ANOVA),
no obstante, este valor disminuyo ligeramente al final del tratamiento. Al final del
experimento a 125 mg/L, se registré la mayor inhibicion la cual fue del 68.66% (p<0.001,

ANOVA), en relacion al control.

En los tratamientos con A. ludoviciana, a 50 mg/L, no hubo ningun efecto importante en la
[Chl-a] de A. cylindrica. De manera similar, a 75 mg/L, solo se registraron efectos
significativos en los dias 4 y 8, con inhibiciones de 34.74% (p<0.05, ANOVA) y 29.26%
(p<0.01, ANOVA), con respecto al control. En el dia 6, a 100 y 125 mg/L, los valores en la
[Chl-a] fueron de 0.871 y 0.605 mg/L, lo que se tradujo en inhibiciones del 33.67% y 47.12%
(p<0.01, ANOVA), y para el final del tratamiento en estas mismas condiciones, las
inhibiciones registradas fueron de 56.19% (p<0.01, ANOVA) y 64.13% (p<0.001, ANOVA),
en relacion al control. Finalmente, los efectos mas bajos se obtuvieron con el extracto de
J. spicigera. En esta ocasion, los efectos significativos se obtuvieron hasta el dia 6 a 75, 100
y 125 mg/L, con valores de [Chl-a] = 0.646, 0.769 y 0.763 mg/L, estos resultados significaron
disminuciones de 50.85% (p<0.01, ANOVA), 41.44% y 41.92% (p<0.05, ANOVA). Para el
final del experimento, los efectos a 75 mg/L disminuyeron considerablemente, alcanzando
un valor de solo 26.16% (p<0.05, ANOVA), algo similar ocurrié a 100 mg/L, aunque no tan
importante, ya que se registro una inhibicion del 38.48% (p<0.01, ANOVA), con respecto al
control. Por ultimo, a 125 mg/L, la [Chl-a] fue de 0.712 mg/L, lo que signific6 una inhibicion
del 61.09% (p<0.01, ANOVA), en relacion al control.

94



Chl-a (mg/L)

Chl-a (mg/L)

Chl-a (mg/L)

2.0

0.5+

Argemone mexicana

Control

50 mg/L

75 mg/L *
100 mg/L

125 mg/L

iinni

dokok

2.0

1.0+

0.5

2.0

1.0

0.5

0 2 4 6 8
Tiempo (dias)

Bougainvillea spectabilis

Control

50 mg/L

75 mg/L ¥
100 mg/L

125 mg/L

i0nn

—as

*x *kx

8
Tiempo (dias)
Larrea tridentata
mEm Control
50 mg/L *
75 mg/L
) 100 mg/L
mm (25 mg/L = ok
Fook ke
% —

Tiempo (dias)

95



2.0+

Amphipteryngium adstringens
@ Control
15— = 50 mg/L %
75 mg/L
Q 1 100 mg/L
E” B 125 mg/L *
= 1.0 *%
? —
=
o
0.5 * *k
* %k
Xxk*

0 2 4 6 8
Tiempo (dias)
207 Artemisia ludoviciana
B Control
| 5-| == 50 mg/L s
75 mg/L
= 1 100 mg/L
20 Em 125 mg/L
E o+ 1
I il
6 * kK
0.5

0 2 4 6 8
Tiempo (dias)
209 Justicia spicigera
@ Control
| 5-| === 50 mg/L *
W 75 mg/lL *x
= =3 100 mg/L 'l_'
E” mm 125 mg/L
< 1.0 *
= —
EI L
o
0.5
0’0_ I —

0 2 4 6 8
Tiempo (dias)
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B. spectabilis A. adstringens

Fig. 31. Cultivos de A. cylindrica después de 8 dias de exposicion a los extractos a 125
mg/L.
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5.7.6 Efectos alguistaticos y alguicidas en A. cylindrica

En el Anexo 1y la Fig. 32 se muestran los valores de DO vy las curvas de crecimiento de A.
cylindrica después de inocularse en un cultivo nuevo. A. mexicana y A. adstringens fueron
las Unicas especies que mostraron efectos alguicidas a 100 y 125 mg/L. En relacion a A.
mexicana, a 50 y 75 mg/L, el nuevo crecimiento de A. cylindrica se observo desde el dia 2 'y
hasta el final de la prueba. A 100 mg/L, hubo un ligero crecimiento en los primeros 4 dias,
sin embargo, del dia 4 al 8 ese crecimiento disminuyé gradualmente. A 125 mg/L no se
reportd ningun crecimiento. En el caso de A. adstringens, las respuestas fueron muy similares
a las vistas con A. mexicana, a 50 y 75 mg/L el nuevo crecimiento de A. cylindrica se hizo
visible desde el segundo dia y a 100 y 125 mg/L, no se observo ningin aumento en la DO
que indicara A. cylindrica estuviese crecimiento nuevamente. En las pruebas con L.
tridentata, con las primeras tres concentraciones, el crecimiento de A. cylindrica fue
evidente, sobre todo a 50 y 75 mg/L. A 125 mg/L, durante los primeros seis dias, A. cylindrica
present6 un sutil crecimiento, el cual disminuyo visiblemente al final del experimento, lo que

indico un efecto alguicida.

A diferencia de las tres especies anteriores, B. spectabilis, A. ludoviciana y J. spicigera,
demostraron Unicamente efectos alguistaticos en todas las concentraciones estudiadas,
posiblemente debido a que los mayores grados de inhibicion de estas especies sobre A.
cylindrica no superaron el 70%. Con B. spectabilis a 50 mg/L, el crecimiento de A. cylindrica
se dispar0 a partir del dia 4 y a 75, 100 y 125 mg/L el crecimiento de esta cianobacteria se
hizo evidente a partir del dia 6. De manera semejante, con A. ludoviciana y J. spicigera,
hubo un crecimiento significativo de A. cylindrica a partir del dia 4 y hasta el final del

experimento en todas las concentraciones estudiadas.
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Fig. 32. Efectos alguistaticos y alguicidas de los extractos metandlicos en A. cylindrica.
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5.7.7 Efectos de los extractos metandlicos en la concentracién de MDA en A. cylindrica

Los efectos en la [MDA] en A. cylindrica durante los 8 dias de exposicién a los extractos
metanolicos se presentan en el Anexo 1y la Fig. 33. El extracto de B. spectabilis fue el que
provocO el mayor aumento en la [MDA], a 50 mg/L no se observd ningin aumento
significativo en la[MDA] en todo el transcurso de la prueba, algo similar ocurri6é a 75 mg/L,
sin embargo, a esta concentracion si se alcanz6 un efecto significativo en el dia 8, donde se
registré una [MDA] = 2.13 umol/g de proteina, 2.03 veces mas en relacion al control (p<0.05,
ANOVA). A 100 y 125 mg/L, los efectos fueron visibles a partir del dia 4 y hasta el final del
experimento, donde se registraron valores de [MDA] = 3.18 y 4.98 umol/g de proteina, 3.03
(p<0.001, ANOVA) y 4.74 (p<0.0001, ANOVA) veces més en relacion al control,
respectivamente. L. tridentata present6 efectos similares a los de A. mexicana, registrandose
aumentos significativos en la [MDA] desde el segundo dia a 125 mg/L. A partir del dia 4 se
obtuvieron efectos significativos a 75, 100 y 125 mg/L, y para el dia 8, se obtuvieron valores
de [MDA] = 2.29, 3.52 y 4.59 umol/g de proteina, 2.18 (p<0.01, ANOVA), 3.35 (p<0.0001,
ANOVA) y 4.37 (p<0.0001, ANOVA) veces mas en comparacion al control,

respectivamente.

En cuanto a los ensayos con A. mexicana, se obtuvieron efectos significativos en todas las
concentraciones a partir del dia 4, sobre todo a 125 mg/L, donde se registré una [MDA] =
3.34 umol/g de proteina, 3.93 veces mas con respecto al control (p<0.001, ANOVA). Al final
del ensayo, solo se registraron efectos significativos a 75, 100 y 125 mg/L, con valores de
[MDA] = 2.40, 3.06 y 4.33 umol/g de proteina, 2.29 (p<0.01, ANOVA), 2.91 y 4.12 veces
mas (p<0.001, ANOVA), en relacién a control, respectivamente. En el caso de A. adstringens
ocurrié un caso particular, debido a que en el dia 4, los efectos a 75 mg/L fueron superiores
a los registrados a 100 y 125 mg/L (3.66, 3.18 y 2.53 umol/g de proteina, respectivamente).
En los dias 6 y 8, las respuestas obtenidas a estas mismas concentraciones fueron muy
similares, especialmente en el dia 8, donde los valores obtenidos de [MDA] fueron de 3.95,
4.13 y 4.19 umol/g de proteina, 3.76, 3.93 y 3.99 veces mas (p<0.001, ANOVA) con relacion

a control, respectivamente.

103



En relacion a las pruebas con A. ludoviciana, los efectos significativos fueron observados
desde el dia 4 en todas las concentraciones, especialmente a 100 y 125 mg/L, donde se
registraron valores de [MDA] = 3.73 y 3.85 umol/g de proteina, 4.39 y 4.53 veces mas en
relacién al control, respectivamente (p<0.001, ANOVA). A 75 mg/L en el dia 6, la [MDA]
aumento considerablemente (3.43 umol/g de proteina) y para el dia 8 disminuy6 hasta 2.59
pumol/g de proteina. Al final de la prueba los valores registrados a 100 y 125 mg/L fueron de
3.26 y 4.05 pmol/g de proteina, 3.10 (p<0.01, ANOVA) y 3.86 (p<0.001, ANOVA) veces
mas que el control, respectivamente. Finalmente, con J. spicigera se obtuvieron los efectos
mas bajos, los resultados mas relevantes se observaron a partir del dia 4 hasta el dia 8 a 100
y 125 mg/L, con valores de 3.02 y 2.70 umol/g de proteina en el dia 4 (3.56 y 3.18 veces mas
que el control, p<0.01 ANOVA); 2.37 y 3.20 umol/g de proteina en el dia 6 (2.49 y 3.37
veces mas que el control, p<0.001 ANOVA); y 2.94 y 3.97 umol/g de proteina en el dia 8
(2.8 y 3.78 veces mas que en el control, p<0.001 ANOVA).
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5.7.8 Efectos en la densidad celular de Anabaena sp. expresados como concentracion de
Chl-a.

Los efectos en la [Chl-a] en Anabaena sp. durante los 8 dias de exposicion a los extractos
metanolicos se presentan en el Anexo 1y en las Figs. 34, 35 y 36. El extracto de L. tridentata
fue el que presento los mayores dafios en la [Chl-a] en Anabaena sp., los efectos se hicieron
notorios desde el dia 4, sobre todo a 75, 100 y 125 mg/L, donde los valores fueron de [Chl-
a] = 0.305, 0.400 y 0.271 mg/L, con inhibiciones de 73.94%, 65.85% y 76.87% (p<0.05,
ANOVA), con respecto al control. Para el dia 8 en las mismas concentraciones, los efectos
se hicieron méas pronunciados alcanzando valores de [Chl-a] = 0.215, 0.181 y 0.161 mg/L, lo
que resultd en inhibiciones de 91.01%, 92.43% y 93.26% (p<0.0001, ANOVA),
respectivamente. La respuesta de Anabaena sp. al extracto de A. mexicana fue similar a la
observada con L. tridentata. A partir del dia 6 los efectos fueron significativos en todas las
concentraciones de A. mexicana utilizadas, sobre todo a 100 y 125 mg/L, donde los valores
de [Chl-a] fueron de 0.336 y 0.246 mg/L, esto significo inhibiciones de 81.86% Yy 86.72%
(p<0.001, ANOVA), respectivamente. Esta tendencia continu6 hasta el final del experimento
donde a estas mismas concentraciones se registraron valores de [Chl-a] de 0.238 y 0.191
mg/L, con inhibiciones de 90.02% (p<0.001, ANOVA) y 91.98% (p<0.0001, ANOVA), en

relacion al control.

El extracto de A. adstringens también presento resultados importantes. A 50 y 75 mg/L, los
efectos significativos se produjeron hasta el dia 6. Sin embargo, a 100 y 125 mg/L, la
disminucidn en el [Chl-a] fue significativa a partir del dia 4, con valores de [Chl-a] = 0.457
y 0.299 mg/L, resultando en inhibiciones de 60.92% y 74.48% (p<0.05, ANOVA),
respectivamente. Esta tendencia continu6 a la baja hasta el dia 8, donde se alcanzaron valores
de [Chl-a] = 0.286 y 0.226 mg/L, lo que se tradujo en inhibiciones de 88.02% y 90.52%
(p<0.0001, ANOVA), en relacion al control. En orden descendente de efectividad, el
siguiente extracto fue el de J. spicigera, donde se observd que en los primeros 4 dias de
exposicion, solo se evidencio un efecto significativo a 100 mg/L en el dia 4. No obstante, a
partir del dia 6, se registraron efectos significativos en todas las concentraciones,
principalmente a 75, 100 y 125 mg/L, donde los valores de [Chl-a] fueron 0.747, 0.851 y
0.635 mg/L, con inhibiciones de 59.70% (p<0.01, ANOVA), 54.05% y 65.73% (p<0.001,
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ANOVA), respectivamente. La mayor inhibicion se alcanzo en el dia 8 a 125 mg/L, que fue
de 74.47% (p<0.0001, ANOVA), con respecto al control.

En esta ocasion, los extractos de B. spectabilis y A. ludoviciana fueron los que presentaron
los menores efectos en la [Chl-a] de Anabaena sp. En el caso de B. spectabilis, a 50 mg/L,
practicamente no hubo ningun efecto significativo en todo el tratamiento. Las respuestas
hicieron notorias hasta el dia 6 a 75, 100 y 125 mg/L, donde los valores de [Chl-a] fueron de
1.107, 0.983 y 0.717 mg/L, lo que resultd en inhibiciones de 40.25%, 46.94% (p<0.01,
ANOVA) vy 61.28% (p<0.001, ANOVA), respectivamente. Para el dia 8, a estas mismas
concentraciones, las inhibiciones alcanzadas fueron de 39.55%, 53.18% (p<0.01, ANOVA)
y 65.13% (p<0.001, ANOVA), en relacion a control. Por Gltimo, en las pruebas con A.
ludoviciana, a 100 mg/L, el mayor grado de inhibicién se alcanz6 en el dia 6 (57.95%, p<0.01
ANOVA), pero disminuyd visiblemente en el dia 8, llegando a 42.51% (p<0.01, ANOVA).
Algo similar ocurrié a 125 mg/L, donde el mayor efecto se registré en el dia 4 (63.63%,
p<0.05 ANOVA), pero fue disminuyendo gradualmente hasta el dia 8, llegando a 51.00%
(p<0.01, ANOVA), con respecto al control.
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5.7.9 Efectos alguistaticos y alguicidas en Anabaena sp.

En el Anexo 1y la Fig. 37 se muestran los valores de DO vy las curvas de crecimiento de
Anabaena sp. después de inocularse en un cultivo nuevo. Anabaena sp. resultdé ser
especialmente sensible al extracto de L. tridentata, debido a que fue la Unica especie que
provocéd efectos alguicidas en esta cianobacteria en tres de las cuatro concentraciones
estudiadas (75, 100 y 125 mg/L). Este resultado era de esperarse dado que, a estas
concentraciones, L. tridentata produjo disminuciones en la [Chl-a] superiores al 90%, lo que
posiblemente impidido a Anabaena sp. retomar su crecimiento. De manera similar, A.
mexicana y A. adstringens indujeron efectos alguicidas en Anabaena sp. a 100 y 125 mg/L.
En el caso de A. mexicana a 100 mg/L, se present6 un ligero crecimiento de Anabaena sp. en
los primeros dias, pero se fue reduciendo gradualmente hasta el final de la prueba. Esta
especie fue una de las que mas dafios causaron a la Chl-a, Unicamente por debajo de L.
tridentata, por lo que resulta razonable sugerir que este dafio fue la razon por la que Anabaena
sp. se vio incapaz de crecer nuevamente. En cuanto a las pruebas con A. adstringens, los
resultados anteriores mostraron que afectd especialmente a la integridad de la membrana
celular (medida como contenido de MDA), de ahi que resulte prudente plantear que este fue

el motivo por el cual Anabaena sp. no volvid a prosperar.

Con respecto a las pruebas con B. spectabilis, A. ludoviciana y J. spicigera, estas especies
mostraron Unicamente efectos alguistaticos en todas las concentraciones estudiadas, es decir,
se observo un nuevo crecimiento de Anabaena sp. después de que se le retird del estrés que
le estaban provocando estos extractos. Particularmente en el caso de J. spicigera,
anteriormente se reportd que provocd una inhibicién del crecimiento de Anabaena sp. del
74.47%, resultado que no fue suficiente para evitar que esta cianobacteria retomara su

crecimiento.

114



Densidad celular (DO-5;) Densidad celular (DO75)

Densidad celular (DO5)

0.6

Argemone mexicana

0.5 - 50 mg/L
' |- 75 mg/L
100 mg/L
0.4
¥ 125 mg/L
0.3
0.2
0.1
0.0 T T T T T
0 2 4 6 8
Tiempo (dias)
0.6 Bougainvillea spectabilis
0.5 -8 50mg/L
' - 75 mg/L
100 mg/L
0.4
¥ 125 mg/L
0.3
0.2
0.1
0.0 T T T T T
0 2 4 6 8
Tiempo (dias)
0.6 Larrea tridentata
0.5 —&- 50mg/L
' & 75 mg/L
100 mg/L
0.4
¥ 125 mg/L
0.3
0.2
0.1
0.0

Tiempo (dias)

115



0.6 Amphipteryngium adstringens
0.5 —&- 50 mg/L

2 - 75mg/L

&

Q 100 mg/L

047 5 125 mgL

= mg

=

=

g 0.3 7

=

=

= 0.2-

wn

=

QW

B 0.1+
0.0

Tiempo (dias)

0.6 Artemisia ludoviciana
0.5 & 50 mg/L

=7 & 75 mg/L

=) 100 mg/L

2 04 -+ 125 mg/L

-

=)

E 0.3

=

]

< 0.2-

12}

g

B 014
0.0

0 2 4 6 8
Tiempo (dias)

0.6 Justicia spicigera
0.5 @ 50 mg/L

2 & 75 mg/L

=) 100 mg/L

2 04 = 125 mg/L

=

=

E 0.3

=

]

< 0.2

122

=

7

B 0.1
0.0 T T T T T

0 2 4 6 8

] ) ) o Tiempo (dias) .
Fig. 37. Efectos alguistaticos y alguicidas de los extractos metandlicos en Anabaena sp.

116



5.7.10 Efectos de los extractos metandlicos en la concentracion de MDA en Anabaena
sp.

Los efectos en la [MDA] en Anabaena sp. durante los 8 dias de exposicion a los extractos
metanolicos se presentan en el Anexo 1y la Fig. 38. Los extractos de A. adstringens y B.
spectabilis fueron los que causaron méas dafios a la integridad de la membrana de Anabaena
sp. En los ensayos con A. adstringens, los aumentos significativos en la [MDA] fueron
visibles desde el dia 2 a 125 mg/L (p<0.05, ANOVA), y para el dia 6, todas las
concentraciones estudiadas mostraron dafios significativos en Anabaena sp., principalmente
a 100 y 125 mg/L, donde los valores de [MDA] fueron de 3.59 y 4.32 umol/g de proteina,
4.13 y 4.97 veces mas que le reportado en el control, respectivamente (p<0.01, ANOVA).
Esta tendencia continuo al dia 8, donde a estas mismas concentraciones los aumentos en la
[MDA] fueron de 5.1 (p<0.01, ANOVA) y 6.45 (p<0.001, ANOVA) veces mas en relacion
al control, respectivamente. Los impactos causados por B. spectabilis fueron notables desde
el dia 4. A 75 mg/L, la[MDA] se mantuvo practicamente igual hasta el dia 8, alcanzando un
valor de 2.21 umol/g de proteina, 2.76 veces mas que en el control (p<0.05, ANOVA). Para
el dia 6, los aumento en la [MDA] a 100 y 125 mg/L fueron considerablemente superiores a
los vistos en los dias anteriores (p<0.001, ANOVA) y para el 8, los resultados obtenidos
indicaron que, a estas concentraciones, la [MDA] fue 5.28 (p<0.01, ANOVA) y 6.44

(p<0.001, ANOVA) veces mas que lo observado en el control, respectivamente.

Los extractos de L. tridentata y A. mexicana mostraron respuestas similares. Con L.
tridentata a 50 mg/L, no se produjo ningun aumento importante en la [MDA] de Anabaena
sp. (p>0.05, ANOVA) y a 75 mg/L, la [MDA] permaneci6 practicamente constante hasta el
dia 8, donde aumentd ligeramente, dando un valor de 2.29 umol/g de proteina, 2.6 veces mas
que en el control (p<0.01, ANOVA). Los resultados mas relevantes se obtuvieron a partir del
dia 6 a 100 y 125 mg/L, con resultados de [MDA] 3.81 (p<0.001, ANOVA) y 4.24 (p<0.01,
ANOVA) veces mas elevados que los indicados en el control. Para el dia 8, estos resultados
ascendieron a 3.85 y 5.57 veces mas a lo reportado en el control, respectivamente (p<0.01,
ANOVA). En cuanto a las pruebas con A. mexicana, en los dias 4 y 6, las respuestas a 75,
100 y 125 mg/L fueron relativamente similares, siendo los resultados méas importantes los
obtenidos a 100 y 125 mg/L, con valores de [MDA] = 3.38 y 3.70 umol/g de proteina, 4.08

117



(p<0.01, ANOVA) y 4.46 (p<0.001, ANOVA) veces mas que lo obtenido en el control,
respectivamente. Estas respuestas aumentaron ligeramente en el dia 8, alcanzando valores
4.7y 5.55 veces mas elevados que el control (p<0.001, ANOVA).

Nuevamente los extractos de A. ludoviciana y J. spicigera mostraron tener los efectos méas
bajos. En esta ocasion, A. ludoviciana a 50 y 75 mg/L, no presentd ningun efecto significativo
en la [MDA] en todo el desarrollo de la prueba, a excepcién del dia 8 a 75 mg/L. Las
respuestas mas relevantes se notaron hasta el dia 8 a 100 y 125 mg/L, con valores de [MDA]
=2.97 y 3.43 umol/g de proteina, 3.62 (p<0.001, ANOVA) y 4.18 (p<0.01, ANOVA) veces
mas que el control. Finalmente, con J. spicigera las respuestas fueron similares a las
registradas con A. ludoviciana, a 50 mg/L, no hubo ningun cambio significativo en la[MDA]
(p>0.05, ANOVA). Los resultados mas destacados se obtuvieron hasta el dia 6 a 100 y 125
mg/L, con valores de [MDA] = 2.72 y 3.10 umol/g de proteina, 2.79 (p<0.01, ANOVA) y
3.13 (p<0.001, ANOVA) veces mas que lo reportado en el control, respectivamente. Al final

de la prueba estos valores solo aumentaron ligeramente.
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5.8 Concentracion efectiva 50 (CEso)

En la Tabla 19 y 20 se presentan los valores de la CEso de las 6 especies que mostraron los
mayores efectos sobre la densidad celular de M. aeruginosa, A. cylindrica y Anabaena sp.,
los cuales fueron calculados mediante el método Probit y con el método de ajuste logistico
con la ayuda de programa GraphPad Prism version 8.0.1.

Segun los valores de CEsp obtenidos, los grados de efectividad en orden desendente de los
diferentes extractos sobre M. aeruginosa son: L. tridentata > A. adstringens > B. spectabilis
> A. mexicana > A. ludoviciana > J. spicigera. En el caso de A. cylindrica fueron: A.
mexicana > A. adstringens > L. tridentata > A. ludoviciana > B. spectabilis > J. spicigera.
Por ultimo, en las pruebas con Anabaena sp., quedo de la siguiente forma: L. tridentata > A.
mexicana > A. adstringens > J. spicigera > B. spectabilis > A. ludoviciana. Estos resultados
coinciden con los obtenidos en las diferentes pruebas alguicidas en medio liquido,
independientemente método estadistico utilizado para calcular la CEso.

Dos de los métodos mas comunmente utilizados para calcular la CEso son el Probit y el de
ajuste logistico. Por lo que, en esta investigacion, se calculé la CEso utilizando ambos
métodos, con el proposito de determinar si existian diferencias significativas en los valores
obtenidos. El resultado fue que no existen diferencias significativas en el uso de uno u otro
método, ya que al analizar los valores obtenidos con M. aeruginosa, A. cylindrica y

Anabaena sp., los coeficientes de correlacion fueron 0.996, 0.994 y 0.999, respectivamente.

Tabla 19. Valores de CEsp de los extractos metanélicos sobre las cianobacterias obtenidos
con el método Probit.

. ECso (Mg/L)
Especie - —
M. aeruginosa  A.cylindrica  Anabaena sp.
A. mexicana 23.04+1.85 63.19+4.58 61.77+4.17
B. spectabilis 16.53+3.93 98.76+9.96 94.73+9.17
L. tridentata 13.39+2.29 69.81+6.94 47.24+4.35
A. adstringens 14.66+1.87 65.89+3.87 62.47+7.00
A. ludoviciana 39.49+3.38 97.88+4.47  120.87+12.64
J. spicigera 65.09£16.35 111.77+12.85  72.21+8.89
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Tabla 20. Valores de CEsg de los extractos metandlicos sobre las cianobacterias obtenidos

con el método de ajuste logistico.

. ECso (Mg/L)
Especie - —

M. aeruginosa  A.cylindrica  Anabaena sp.

A. mexicana 24.47 £ 0.2 65.76+5.44 64.66+4.25

B. spectabilis 20.27 £ 3.2 100.3948.15 91.92+8.02
L. tridentata 1363+16 72.43%6.76 51.58+51.58
A. adstringens 154 +1.01 68.36+3.48 65.24+65.24
A. ludoviciana 36.22 + 8.74 94.28+1.91 115.1148.26

J. spicigera 59.27 £8.79  112.96+7.43 73.30£8.85

5.9 Identificacion y cuantificacion de los aleloquimicos de A. mexicana, B. spectabilis, L.

tridentata y A. adstringens

En A. mexicana, B. spectabilis, L. tridentata y A. adstringens se lograron identificar 83, 82,
72 y 74 compuestos, respectivamente, pudiéndose clasificar en diferentes familias. Ahora
bien, no todas las familias de aleloquimicos encontradas en los extractos resultan de interés,
por lo que, en la Tabla 21, se enlistan Gnicamente los aleloquimicos gue se encuentran en una
de las 4 categorias descritas en el Marco Teorico y que pudieron tener cierto grado de
efectividad en contra de las diferentes especies de cianobacterias. Para consultar la lista
completa de compuestos y de los cromatogramas de estos cuatro extractos ir al Anexo 2 y al

Anexo 3, respectivamente.

Compuestos fenolicos

Una de las familias de aleloquimicos ampliamente estudiada por su alto grado de efectividad
en contra de las cianobacterias es la de los polifenoles, que incluye a los acidos fendlicos,
flavonoides y taninos. En este estudio, el extracto de L. tridentata fue el que presentd el
mayor nimero de estos aleloquimicos con 12, seguido de A. adstingens con 7, A. mexicana
con 5y, por ultimo, B. spectabilis con 4. B. spectabilis y A. adstingens fueron los unicos
extractos donde se identificaron flavonoides. Donde los acidos benzoico, 4-hidroxibenzoico,
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gélico, cafeico, protocatechico, vanilico, p-cumarico, hidroquinona han sido reportados por
sus diferentes mecanismos de accion sobre las cianobacterias (Zhang et al. 2010; Zhu et al.
2010; Svanys et al., 2014; Li et al., 2016; Cao et al., 2020 y Liu et al. 2021). En contraste, la
actividad alguicida de los &cidos 3, 4-dihidroxifenilacético, cinamico, PB-fenilacético,
homovanilico, gentisico, antranilico, 4-hidroxifenilacético y floroglucinol resulta incierta al

no encontrarse evidencia reportada anteriormente.

En el caso de los flavonoides, tnicamente se identifico a la (+)-catequina y la naringenina en
B. spectabilis y A. adstringes, donde la primera si ha sido reportado como un compuesto
efectivo sobre varias especies de cianobacterias (Svanys et al., 2014; Li et al., 2016). Por el
contrario, la naringenina, es un flavonoide del subgrupo de las flavanonas del que se
desconocen sus efectos en las cianobacterias. Con relacion a las cumarinas, solamente se
encontré a la esculetina en L. tridentata, de la cual también se desconocen sus afectos
alguicidas.

Compuestos con N

Préacticamente todos los compuestos con N encontrados en la presente investigacion
resultaron pertenecer a la familia de los aminoacidos, a excepcion del alcaloide trigonelina y
el &cido antranilico, identificados en B. spectabilis y L. tridentata, respectivamente, y de los
cuales se desconoce si poseen efectos alguicidas. En el extracto de B. spectabilis fue donde
se indentificd el mayor nimero de estos compuestos, siendo un total de 23, seguido de A.
mexicana con 18, L. tridentata con 11 y Unicamente 2 en A. adstringens. De todos estos
compuestos, ninguno de ellos encuentra reportado como agente alguicida, solo se ha indicado
que la arginina y la ornitina no afectan en absoluto el crecimiento de Microcystis. Sin
embargo, resultan de interés debido a que reportes anteriores indicaron que algunos
compuestos que contienen N como los alcaloides berberina, gramina y sanguinarina, poseen
potentes actividades alguicidas sobre las cianobacterias (Jancula et al., 2010). Ademas, en
estudios anteriores el aminoacido lisina (no encontrado en este estudio) ha mostrado ser

altamente toxico para Microcystis, comparando su eficacia con el sulfato de cobre.
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En este mismo grupo también se pueden incluir a los nucledtidos uracilo y adenina y a los
nucleosidos uridina y adenosina, que también contienen N. No obstante, tampoco existen

estudios que indiquen si tienen o no actividad alguicida.

Acidos grasos/ésteres

Sin duda alguna la categoria de los &cidos orgnanicos fue la que la que mostr6 el mayor
namero de compuestos en los diferentes extractos, pudiéndose subdividir en acidos grasos
saturados, insaturados, carboxilicos y dicarboxilicos. Donde en A. mexicana, se
indentificaron 10 &cidos grasos saturados y 2 acidos grasos insaturados, en B. spectabilis se
encontraron 9 &cidos grasos y 2 &cidos grasos insaturados, en L. tridentata, Gnicamente se
detectaron 8 &cidos grasos saturados y 2 &cidos grasos insaturados y en A. astringens se
identificaron 13 &cidos grasos saturados y ningun insaturado. Los acidos grasos de 5, 6, 7, 8,
9,12, 14, 16 y 18 carbonos, penta-, hexa-, hepta-, octa-, nona-, dodeca-, tetradeca-, hexadeca-
y octadecanoico han sido reportados como agentes inhibidores de cianobacterias (Nakai et
al., 2005; Wu et al., 2006; Zhang et al., 2009; Wang et al., 2014; Wang et al., 2015 y Wang
et al., 2016b). Mientras que, los acidos grasos de 10, 15, 17, 20, 22 y 24 no han sido
reportados como anticianobacteriales, pese a ello, resulta sensato sugerir que estos acidos

grasos también pudieron ejercer cierto efecto negativo sobre las cianobacterias.

En este mismo contexto, existen reportes anteriores que indicaron que los acidos grasos
insaturados como el linoleico y a-linolénico encontrados en A. mexicana, B. spectabilis y L.
tridentata, poseen potentes efectos negativos sobre las cianobacterias (Aliotta et al., 1990;
Wang et al., 2014; Wang et al., 2015 y Wang et al., 2016b). Por el contrario, la eficacia de
los acidos cis-9-hexadecenoico y 2-hexenoico no han sido reportada anteriormente. No
obstante, la presencia de estos dos aleloquimicos aunada a la de los acidos linoleico y a-
linolénico, pudo haber aumentado significativamente el grado de eficacia de estos extractos
debido a la presencia de insaturaciones en la cadena de carbonos. Numerosos acidos

carboxilicos y dicarboxilicos también han mostrado considerables efectos alguicidas. En los

124



extractos de A. mexicana, B. spectabilis, L. tridentata y A. adstringens se identificaron 12,
12, 9y 14, respectivamente. De todos estos aleloquimicos, inicamente el &cido octanodioico
encontrado en A. mexicana y L. tridentata esta reportado como alguicida. Por lo que el grado
de efectividad de todos los demaés aleloquimicos resulta incierto. Por altimo, la presencia del
acido hidroxiacético también resulta de interés debido a que es un derivado del &cido acético,

un aleloquimico con una gran actividad anticianobacterial.

Terpenoides

El extracto de A. adstringens fue el Unico en donde se encontrd esta familia de compuestos.
Resulta importante resaltar la presencia del linalool y a-terpineol, los cuales han mostrado
significativos efectos inhibitorios en contra de M. aeruginosa (Chen et al., 2018). El geraniol,
un monoterpenoide y la f-amirina, un triterpeno, no han sido reportados como alguicidas,
por lo que se desconoce si pudieron ejercer efectos negativos sobre las tres especies de

cianobacterias.

Fitoesteroles

Un altimo grupo de intererés que no se encuentra entre las cuatro principales categorias de
aleloquimicos es el de los fitoesteroles, donde en el extracto de A. mexicana se identificaron
dos compuestos, estigmasterol y B-sitosterol. Donde este Gltimo, ha mostrado efectos
negativos sobre Anabaena flosaquae (Ahmad et al., 2013; Aliotta et al., 1990). Por lo tanto,
el estigmasterol, un compuesto de esta familia, posiblemente también haya ejercido efectos

negativos en el crecimiento de M. aeruginosa, A. cylindrica y Anabaena sp.
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Tabla 21. Aleloguimicos identificados en los extractos metanolicos de A. mexicana, B. spectabilis, L. tridentata y A. adstringens
mediante GC-MS. Fuente propia: René Solano Jiménez.

Aleloguimicos A. mexicana B. spectabilis L. tridentata A. adstringens
Acidos grasos Hexanoico Hexanoico Pentanoico Pentanoico
saturados Heptanoico Heptanoico Hexanoico Hexanoico

Octanoico Octanoico Heptanoico Heptanoico
HHHHHHHMHMH . . - -
Sobboboboboss s L, Decanoico Decanoico Nonanoico Octanoico
’C: HHHHHHHHH Tetradecanoico Dodecanoico Decanoico Nonanoico
Hexadecanoico Hexadecanoico Dodecanoico Decanoico
Heptadecanoico Heptadecanoico Hexadecanoico Dodecanoico
Octadecanoico Octadecanoico Octadecanoico Tetradecanoico
Docosanoico Eicosanoico Pentadecanoico
Tetracosanoico Hexadecanoico
Heptadecanoico
Octadecanoico
Eicosanoico
Acidos grasos cis-9-hexadecenoico 2-hexenoico Linoleico
insaturados Linoleico Linoleico a-linoleico
g WESHAE &y
7C-C~C-C-C-C-C=¢_{_
O HhmHH g PN
H H

Acidos carboxilicos

3-hidroxipropanoico
4-hidroxibutanoico
4-aminobutanoico

2-hidroxipropanoico
2-hidroxietanoico
2-0X0propanoico

2-hidroxietanoico
2-etilhexanoico
4-aminobutanoico

4-metoxibutanoico
2-hidroxietanoico
2-0X0propanoico

0
(|l, 2,3-dihidroxipropanoico  2,3-dihidroxipropanoico 3-hidroxibutanoico
R OH 4-aminobutanoico 4-aminobutanoico
Shikimico
Gluconico
Acidos dicarboxilicos Etanodioico Etanodioico Etanodioico Etanodioico
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O OH
>
HO O

Butanodioico
cis-butenodioico
2,3-dihidroxibutanodioico
2-hidroxibutanodioico
Octanodioico
2-hidroxipentanodioico
2-aminohexanedioico

Propanodioico
Butanodioico
Cis-butenodioico
Trans-butenodioico
2-hidroxibutanodioico
Octanodioico

Propanodioico
Butanodioico
2-hidroxibutanodioico
Octanodioico
Nonanodioico

Propanodioico
Butanodioico
Trans-butenodioico
2-hidroxibutanodioico
Heptanodioico
Nonanodioico

Acidos fenolicos

Benzoico
p-hidroxibenzoico

4-hidroxibenzoico
p-cumarico

Benzoico
Cindmico

p-hidroxibenzoico
4-hidroxifenilacético

0 Vanilico 3, 4-dihidroxifenilacético  p-hidroxibenzoico Vanilico
@A-%H Galico Cafeico B-fenilacético Protocatechico
Cafeico Homovanilico Galico
Gentisico Gentisico
Antranilico Floroglucinol
Protocatechico
p-cumarico
Cafeico
Hidroguinona
Flavonoides Catequina Catequina
Naringenina
Cumarinas Esculetina
L
o "0
Aminoacidos Alanina Alanina Alanina Prolina
Valina Valina Prolina Acido piroglutamico
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Leucina Acido pipecolico Valina
Isoleucina Leucina Acido pipecolico
H oo Glicina Prolina Serina
\_ L7 Serina Isoleucina Treonina
y l Nyt Acido pipecolico Glicina Prolina
Treonina Serina 4-hidroxiprolina
Prolina Treonina Fenilalanina
-alanina Prolina Asparagina
Homoserina B-alanina Triptofano
Acido aspartico Homoserina
Ornitina Acido aspartico
Acido glutamico Acido piroglutamico
Fenilalanina 4-hidroxiprolina
Asparagina Ornitina
Glutamina Acido glutamico
Tirosina Fenilalanina
Asparagina
Glutamina
Histidina
Tirosina
Triptofano
Nucleotidos y Uracilo Uracilo Adenina Uracilo
nucleosidos Adenina Adenosina
Ly Uridina
e R Adenosina
TAH HA
H 5 o
HO OH
Alcaloides Trigonelina
Terpenos Linalool
a-terpineol
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Geraniol

CH, -
| B-amirina
H,C” C\cls/ s
H
Estigmasterol [-sitosterol Campesterol
[-sitosterol Estigmasterol
[-sitosterol
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CAPITULO 6: DISCUSION
DE RESULTADOS

La riqueza floristica total de México (23,314 especies) lo ubica en el cuarto lugar del mundo,
detras de Brasil (32,000 especies), China (29,000 especies) y Colombia (24,000 especies).
También es de destacar el alto nivel de endemismo de la flora de México; aunque valores
recientes reducen el porcentaje de endemismo al 49,8%, aun ocupa un lugar privilegiado
entre los paises del mundo, reportando una flora nativa muy restringida a sus territorios
politicos. Excluyendo los archipiélagos y otros territorios insulares que se caracterizan por
una gran proporcion de especies endémicas, México es aparentemente solo superado por
Sudéfrica entre los paises continentales en su proporcion de especies endémicas (57,1%)
(Villasefior, 2016). Después de China, con casi 5000 especies de plantas medicinales

registradas, México tiene el segundo nimero mas alto con 4500 especies registradas.

El uso de extractos de plantas ha mostrado ser uno de los enfoques mas prometedores para el
control de los florecimientos de cianobacterias tdxicas, debido a que pueden contener
diferentes familias de aleloquimicos que poseen la capacidad de inhibir el crecimiento de las
cianobacterias mediante una variedad de mecanismos de manera simultanea. En esta
investigacion se analizaron los efectos de los extractos de ocho especies de plantas usadas en
la medicina tradicional mexicana (A. mexicana, B. spectabilis, L. tridentata, T. zebrina, T.
spathacea, A. adstringens, A. ludoviciana y J. spicigera) sobre la densidad celular de las
cianobacterias toxicas M. aeruginosa, A. cylindrica y Anabaena sp. Los resultados indicaron
que las respuestas de cianobacterias a los extractos fueron muy diferentes entre si. Por
ejemplo, M. aeruginosa fue especialmente sensible a los extractos de L. tridentata y A.
adstringens a 75 mg/L. En este mismo contexto, los extractos de A. mexicana, L. tridentata
y A. adstringens fueron los que mostraron los mayores efectos sobre A. cylindrica y
Anabaena sp. a 125 mg/L, mostrando inhibiciones superiores al 90%. Una de las posibles
explicaciones a estas discrepancias es la capacidad de las cianobacterias filamentosas de

formar enormes conglomerados y de sintetizar exopolisacaridos que son excretados y pueden
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acumularse extracelularmente, lo que podria dificultar el contacto directo de los

aleloquimicos con las células de las cianobacterias.

Pese a lo dicho anteriormente, los hallazgos reportados en esta investigacion resultan
superiores a los obtenidos en algunas investigaciones recientes, como la de Shi et al. (2020),
donde analizaron los efectos de diez especies de plantas en el crecimiento de Microcystis
flos-aquae, reportando que todas las especies mostraron efectos inhibitorios significativos,
siendo Unicamente la especie Alternanthera philoxeroides la que mostré el mayor grado de
inhibicion (77.30%), después de 4 dias de exposicion a una concentracion de 3 g/L. En otro
estudio publicado por Tazart et al. (2018), observaron que, los extractos acuosos de
Ranunculus aquatilis y Nasturtium officinale mostraron inhibiciones del 100 y 75% en M.
aeruginosa. Por su parte, Ye et al. (2014), encontraron que los extractos de cuatro hierbas
chinas Phellodendri chinensis, Artemisia annua, Scutellaria baicalensis y Citrus reticulate
mostraron fuerte efectos alguicidas cuando se encontraban coexistiendo con M. aeruginosa,

mostrando efectos sinérgicos cuando se hicieron mezclas binarias de los extractos acuosos.

La fotosintesis es el proceso biosintético mas fundamental que apoya la multiplicacion y el
crecimiento de las algas. La Chl-a son pigmentos fotosintéticos esenciales que sirven para la
captacion de la energia luminica y su posterior transformacion a energia bioquimica (Chen
et al., 2018). Por lo tanto, una disminucion de la Chl-a puede reducir la capacidad de las
cianobacterias de absorber la luz y reducir ain més la eficiencia de la fotosintesis. Como
resultado, la eficiencia fotosintética de las células de las cianobacterias y de la velocidad de
transporte de electrones disminuiria notablemente (Cao et al., 2020). Ademas, la reduccion
de las capacidades fotosintéticas también puede disminuir la acumulacion de carbohidratos,

lo que puede ralentizar el crecimiento celular (Chen et al., 2018).

En este estudio, cuando M. aeruginosa A. cylindrica y Anabaena sp. fueron expuestas a los
extractos de A. mexicana, L. tridentata y A. adstringens, sus contenidos de Chl-a
disminuyeron significativamente, siendo consistentes con su disminucion en la densidad
celular. Se observo también que las respuestas de las cianobacterias a los extractos fueron

diferentes, siendo el extracto de A. adstringens el que provoco el mayor dafio en M.
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aeruginosa. En contratse, A. cylindrica fue mas sensible al extracto de A. mexicana y el
extracto de L. tridentata fue el que causé la mayor diminucién de Chl-a en Anabaena sp. En
estudios anteriores se ha concluido que varias partes del sistema fotosintético son
especialmente susceptibles al ataque de las ROS generadas por un exceso de compuestos
fendlicos. Por lo tanto, lo mas probable es que esta destruccion de los pigmentos
fotosintéticos haya sido provocada por los diferentes compuestos fendélicos encontrados en
estos extractos, lo conllevo a que las cianobacterias no fueran capaces de sintetizar energia
(ATP y NADPH), debido al blogueo de la transferencia de electrones del PSII al PSI. Por lo
tanto, resultar coherente asumir que el dafio a la actividad fotosintética es uno de los
principales mecanismos de accion de estas especies de plantas en contra de M. aeruginosa A.

cylindrica y Anabaena sp.

Li et al. (2020), indicaron que en reportes anteriores se ha demostrado que M. aeruginosa
exhibe una alta sensibilidad a los aleloquimicos polifenolicos, y que los polifenoles con un
grupo hidroxilo en posicion para y meta exhibieron un efecto inhibidor mas fuerte sobre M.
aeruginosa gue aquellos que lo poseian solo en posicion orto. Al mismo tiempo, se descubrio
que los sustituyentes hidroxilo en el anillo de benceno podian mejorar la actividad antialgal
de los polifenoles, mientras que el metoxi la debilitaba. También reportaron que la inhibicion
de los polifenoles en las algas mejoré después de que se oxidaron a quinonas. En esta
investigacion, practicamente todos los acidos fenolicos identificados en los cuatro extractos
que mostraron los mayores efectos alguicidas (A. mexicana, B. spectabilis, L. tridentata y A.
adstringens) poseen al menos un grupo hidroxilo en la posicion meta y/o para. Incluso
algunos compuestos fendlicos que alin no estan reportados como alguicidas como los acidos
3,4-dihidroxifenilacético, P-fenilacético, homovanilico, gentisico, antranilico y 4-
hidroxifenilacético poseen alguna de estas caracteristicas estructurales. Es bien sabido que
los compuestos fenolicos poseen actividad sinérgica en contra de las cianobacterias, por lo
tanto, resulta factible sugerir que estos aleloquimicos no reportados también posean la
capacidad de actuar sinérgicamente junto a los que si han sido reportados. Sin embargo, esta

hipétesis debe ser comprobada en estudios posteriores.
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Particularmente, los compuestos fendlicos poseen una amplia variedad de mecanismos de
accion en contra de las cianobacterias, pueden actuar sobre la membrana celular provocando
la peroxidacion de los lipidos de la membrana, interfiere con el metabolismo de los ésteres e
inhibe la actividad de las esterasas. Como resultado, la integridad de la membrana se reduce
y provoca picnosis celular (Cao et al., 2020). Zhang et al. (2010), encontraron que los &cidos
p-cumarico y vainilico desencadenaron la generacién de radicales O>" ~, disminuyendo el
contenido de Chl-a, induciendo una peroxidacion de lipidos y cambiando la penetrabilidad
de la membrana celular, ocasionando la liberacion de electrolitos, acidos nucleicos y
proteinas, lo que condujo a la muerte de M. aeruginosa. Zhu et al. (2010) encontraron que el
acido pirogalico y el acido géalico inhibian la actividad PSIl y de la cadena de transporte de
electrones de M. aeruginosa. En un informe reciente Liu et al. (2021), indicaron que los
acidos fenolicos benzoico, salicilico y feltrico pueden inhibir completamente el crecimiento
de M. aeruginosa a concentraciones entre 25 y 60 mg/L, causando agrietamiento de las
células, lisis de la membrana plasmaética y una dréstica disminucion del contenido del Chl-a.
Ademas, los &cidos benzoico y felUrico también aumentaron significativamente la actividad
de la SOD, POD y CAT. Asimismo, &cido cinamico puede reducir el consumo de oxigeno

de las algas y, al mismo tiempo, transferir electrones a otras vias (Cao et al., 2020).

La familia de los flavonoides también posee un extenso espectro de accién en contra de las
cianobacterias. Por ejemplo, la catequina identificada en B. spectbilis y A. adstringens puede
actuar de manera sinérgica con algunos acidos fenoélicos como pirogélico, ferulico, elagico,
galico, p-cuméarico, vanilico, p-hidroxibenzoico, encontrados en los cuatro extractos
analizados por CG-MS, causando estrés oxidativo, dafiando irreversiblemente la membrana
y la pared celular al aumentar los contenidos del radical O."" e inhibendo las actividades de
las enzimas fosfatasa alcalina y la esterasa (Svanys et al., 2014; Li et al., 2016). Por lo tanto,
la presencia de este flavonoide podria ser la razon por la que los extractos de B. spectbilis y
A. adstringens fueron los que mostraron los mayores aumentos en el contenido de A.
cylindrica y Anabaena sp., respectivamente. Una degradacion similar del contenido de Chl-
a fue observada por Chen et al. (2019), cuando analizaron los flavonoides quercetina y

luteolina aislados de la cascara de granada sobre M. aeruginosa.
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El MDA es uno de los productos mas importantes de la peroxidacion lipidica de la membrana,
por lo que puede informar de manera indirecta el grado del dafio oxidativo del sistema de
membranas de las cianobacterias inducido por las ROS (Chen et al., 2019; Zhu et al., 2021).
En nuestro estudio, los extractos de las diferentes especies de plantas, de manera similar a lo
ocurrido con el contenido de Chl-a, mostraron variables efectos sobre el contenido de MDA
de las cianobacterias estudiadas. Siendo el extracto de L. tridentata el que causé el mayor
aumento en el contenido de MDA de M. aeruginosa, el extracto de B. spectabilis sobre A.
cylindrica y el de A. adstringens sobre Anabaena sp. En el andlisis por CG-MS de los
extractos de A. mexicana, B. spectabilis, L. tridentata y A. adstringens, se lograron identificar
24, 23, 19 y 27 acidos organicos, respectivamente, siendo el mayor grupo de compuestos
encontrados. Sin duda alguna, la presencia de estos acidos organicos, especialmte la de los
acidos grasos insaturados, tuvo un enorme efecto en la integridad de la membrana celular de
las cianobacterias, provocando lisis celular, lo que condujo a la liberacién de material

intracelular y finalmente a la muerte celular.

Nuestros resultados van acordes con lo reportado por Wu et al., (2006), donde concluyeron
que los acidos grasos pueden ejercen efectos citotoxicos sobre las membranas plasmaticas de
algunas especies de fitoplancton, lo que resulta en una alteracién de la permeabilidad de la
membrana. El dafio a las membranas plasmaticas permitié que el K* se filtrara desde el
interior celular. Los efectos letales de los &cidos grasos pueden ser causados por el efecto
litico sobre las células estresadas a través de la ruptura de las membranas plasmaticas
celulares. Como efecto secundario, los &cidos grasos parecen provocar la disociacién de las
ficobilinas de las membranas de los tilacoides. Por su parte, Nakai et al. (2005) encontraron
que (i) la longitud de la cadena de carbono, (ii) el nimero de enlaces insaturados y (iii) las
posiciones de cualquier doble enlace pueden afectar las actividades anti-cianobacterianas de
los acidos grasos. En este mismo contexto, un analisis comparativo donde se correlaciono el
efecto inhibitorio con la estructura quimica de 17 tipos de acidos grasos sobre el crecimiento
de tres especies de microalgas incluida M. aeruginosa, mostrd que los acidos grasos con un
mayor grado de insaturacion y cadenas de carbono mas cortas poseian un efecto inhibidor
mas fuerte. Ademas, la inhibicidn del crecimiento por acidos grasos con atomos de carbono

impares fue mayor que por los &cidos grasos con carbono par. También observaron que la
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actividad colectiva de los &cidos grasos mostr6 una inhibicion sinérgica del crecimiento en
las tres especies de microalgas (Zhang et al., 2009). Finalmente, los &cidos grasos con una
solubilidad muy limitada en agua pueden ser inhibidores naturales y convertirse en agentes

efectivos de control de algas (Ni et al., 2011).

Nuestros hallazgos también pueden ser sustentados con estudios anteriores donde se han
utilizados extractos crudos de diferentes especies de plantas. Por jemplo, Li et al., 2016,
observaron que el extracto acuoso de Sagittaria trifolia causo severos dafios en la estructura
de las membranas celulares de M. aeruginosa, aumentando el contenido de MDA 2.7 veces
comparado con el control. Por otra parte, Zhang et al. (2011b), encontraron que el extracto
acuoso de las raices de Thalia dealbata aument6 el contenido de MDA en M. aeruginosa
hasta 5.1 veces mas comparado con el control. En otro estudio, Meng et al. (2015), reportaron
que el contenido de MDA en M. aeruginosa cerca de 2.3 veces debido a la exposicion al
extracto etandlico de Ailanthus altissima durante 5 dias. Ademas, disminuyo
significativamente el contenido de Chl-a, proteinas y la actividad de la SOD. El contenido de
MDA aumento con cuatro extractos organicos de ruibarbo, lo que indica que el extracto de
ruibarbo causé la oxidacion de los lipidos de la membrana celular, lo que resulto en una
disminucion del contenido de proteinas, escision y desbordamiento de materia interna

disuelta, que luego resulto en la inhibicion de las algas (Cao et al., 2020).

Como se describid anteriormente, una consecuencia de la peroxidacion lipidica en las
cianobacterias es la fuga de material intracelular, como proteinas, ADN y ARN, entre otros
(Zhang et al., 2012). En la presente investigacion, observamos un aumento sustancial en la
concentracion de proteinas y nucle6tidos de M. aeruginosa, debido a la exposicion al extracto
de L. tridentata, induciendo aumentos graduales de los valores de DO2go y DO2¢0. EStos
hallazgos permiten proponer que el extracto de L. tridentata dafio de manera irreversible la
membrana celular de M. aeruginosa. Nuestros resultados son similares a los descritos por
Zhang et al. (2012), al reportar que el extracto de Hydrilla. Verticillata provoc6 un aumento
en la concentracidn de proteinas y nucle6tidos en Anabaena flos-aquae, siendo casi el doble

comparado con el control. En otro estudio publicado por Zhang et al. (2010), observaron que
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los &cidos fendlicos acido p-cumérico y &cido vanilico provocaron la liberacion de acidos

nucleicos en M. aeruginosa, aproximadamente 1.6 veces mas comparado con el control.

Las sustancias poliméricas extracelulares de las cianobacterias suelen estar compuestas de
polisacéridos, lipidos, proteinas y ADN en forma de heteropolimeros, como lipopolisacéridos
o glicoproteinas (Singh et al., 2019). Los EPS se encuentran entre los compuestos mas
importantes sintetizados por las cianobacterias y desempefian un papel vital en la
supervivencia de éstas. Los EPS cianobacterianas consisten en sustancias poliméricas de alta
viscosidad con una composicién bioquimica y propiedades biofisicas variables que se
encuentran entre las estructuras bacterianas estructural y funcionalmente mas complejas.
Estos biopolimeros forman una envoltura que rodea a las células denominada vaina,
glucocéliz, capsula o mucosidad, segun su consistencia y localizacion, que protegen a las
células del estrés fisico y biologico (Chamizo et al., 2020). En este trabajo, con base en los
resultados de las pruebas alguicidas en medio liqudo y en el valor de la CEsg, se observo que
las cianobacterias A. cylindrica y Anabaena sp. resultaron ser considerablemente mas
resistentes a los diferentes extractos que su homologa M. aeruginosa. Esta resistencia pudo
deberse a su capacidad de liberar exopolisacaridos (Fig. 39), los cuales actuaron como el su
primer sistema de defensa ante el estrés abidtico causado por las diferentes familias de
aleloguimicos presentes en los extractos. Pese a ello, los aleloquimicos lograron entrar en

contacto directo con estas cianobacterias, inhibiendo su crecimiento.

Nuestros resultados concuerdan con los repotados por Zhang et al. (2011b), cuando
compararon los efectos del extracto de T. dealbata sobre M. aeruginosa y A. flos-aquae,
siendo esta Gltima ligeramente mas resistente a este extracto. De manera similar, Zhang et al.
(2015), observaron que M. aeruginosa resulto ser levemente mas sensible a los extractos de

O. javanica y A. calamus que Anabaena flosaquae y Aphanizomenon flosaquae.
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Los valores de CEso pueden dar una idea del grado de eficacia de un extracto sobre cierta
especie de cianobacteria y puede variar significativamente dependiendo de factores como la
especie de la planta y su origen geografico, la parte de la planta que se utilice y su edad, el
disolvente usado en la extraccion, la concentracion del extracto, el tiempo de exposicion y la
especie de cianobacteria objetivo, en otros. En esta investigacion, no se observé una
diferencia importante entre los valores de CEsode A. mexicana, B. spectabilis y L. tridentata,
de manera similar a lo encontrado por Zhang et al., 2015 (Tabla 22). Sin embargo, en el
estudio de Ye et al. (2014), se observo una importante diferencia entre el extracto de
Artemisia annua y los extractos de Phellodendri chinensis y Scutellaria baicalensis. En otra
investigacion, la eficacia del extracto de acetato de etilo de Conyza canadensis fue muy

superior al extracto etanolico de Artemisia annua (Ni et al., 2011) (Tabla 22).
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Tabla 22. Valores de CEsg de diferentes extractos de plantas sobre cianobacterias.

Planta Disolvente A(Cr;)gn/CLe)n' (risfﬁ) Cianobacteria Referencia

A. mexicana Metanol 10-75 23.04 M. aeruginosa

B. spectabilis Metanol 10-75 16.53 M. aeruginosa

L. tridentata Metanol 10-75 13.39 M. aeruginosa

A. adstringens Metanol 10-75 14.66 M. aeruginosa

A. ludoviciana Metanol 10-75 39.49 M. aeruginosa

J. spicigera Metanol 10-75 65.09 M. aeruginosa

A. mexicana Metanol 50-125 63.19 A. cylindrica

B. spectabilis Metanol 50-125 98.76 A. cylindrica

L. tridentata Metanol 50-125 69.81 A. cylindrica En este estudio

A. adstringens Metanol 50-125 65.89 A. cylindrica

A. ludoviciana Metanol 50-125 97.88 A. cylindrica

J. spicigera Metanol 50-125 111.77 A. cylindrica

A. mexicana Metanol 50-125 61.77 Anabaena sp.

B. spectabilis Metanol 50-125 94.73 Anabaena sp.

L. tridentata Metanol 50-125 47.24 Anabaena sp.

A. adstringens Metanol 50-125 62.47 Anabaena sp.

A. ludoviciana Metanol 50-125 120.87 Anabaena sp.

J. spicigera Metanol 50-125 72.21 Anabaena sp.
Oenanthe javanica Etanol 5-70 9.23 M. aeruginosa Zhang et al., 2015
Oenanthe javanica Etanol 5-70 23.69 A. flosaquae Zhang et al., 2015
Sagittaria sagittifolia Hexano 5-70 13.57 A. flosaquae Zhang et al., 2015
Sagittaria sagittifolia Hexano 5-70 12.38 A. flosaquae Zhang et al., 2015
Acorus calamus Hexano 5-70 13.59 M. aeruginosa Zhang et al., 2015
Acorus calamus Hexano 5-70 14.87 A. flosaquae Zhang et al., 2015
Acorus calamus Hexano 5-70 19.73 A. flosaquae Zhang et al., 2015
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P. chinensis Agua 1600-13000 870 M. aeruginosa Yeetal., 2014
Scutellaria baicalensis Agua 1600-13000 880 M. aeruginosa Yeetal., 2014
Artemisia annua Agua 1600-13000 11160 M. aeruginosa Yeetal., 2014
Citrus reticulate Agua 1600-13000 5270 M. aeruginosa Yeetal., 2014
Conyza canadensis Acetato de etilo 31.5 M. aeruginosa Nietal., 2011
Conyza canadensis Eter de petréleo 111.5 M. aeruginosa Nietal., 2011
Conyza canadensis Etanol 250 M. aeruginosa Nietal., 2011
Erigeron annuus Acetato de etilo 24.3 M. aeruginosa Nietal., 2011
Erigeron annuus Eter de petrdleo 200 M. aeruginosa Ni et al., 2011
Erigeron annuus Etanol 95 M. aeruginosa Nietal., 2011
Artemisia annua Acetato de etilo 121 M. aeruginosa Ni et al., 2011
Artemisia annua Eter de petréleo 143 M. aeruginosa Nietal., 2011
Artemisia annua Etanol - 275 M. aeruginosa Nietal., 2011
Salvia miltiorrhiza Acetato de etilo No especificado 98.9 M. aeruginosa Yietal., 2012
Acorus tatarinowii Cloroformo 102.5 M. aeruginosa Yietal., 2012
Salvia miltiorrhiza Cloroformo 111.5 M. aeruginosa Yietal., 2012
P. cuspidatum Cloroformo 122.9 M. aeruginosa Yietal., 2012
Acorus tatarinowii Eter de petréleo 130 M. aeruginosa Yietal, 2012
P. amurense Eter de petr6leo 157.8 M. aeruginosa Yietal., 2012
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CAPITULO 7:
CONCLUSIONES

Este es el primer estudio en comprobar los efectos alguicidas en medio sélido y liquido de
cuatro especies de plantas usadas comunmente en la medicina tradicional mexicana. Los
extractos metandlicos de A. mexicana y B. spectabilis, L. tridentata y A. adstringens fueron
los que mostraron efectos negativos mas significativos sobre las tres especies de
cianobacterias estudiadas, debido a la presencia de familias de aleloquimicos como los
compuestos polifendlicos, compuestos con N, acidos grasos Y fitoesteroles, de los cuales se
han demostrado sus efectos alguicidas en estudios anteriores y se evidencid su presente en
esta investigacion. En este mismo contexto, mediante las pruebas alguicidas en medio
liquido, se comprobd la hipdtesis planteada al inicio de la investigacion, ya que los diferentes
extractos provocaron en mayor y menor medida la disminucién del nimero de céluas, de la
[Chi-a] y el aumento de la [MDA], por lo que es muy probable que la peroxidacion lipidica
sea y el dafio en la actividad fotosintética sean unos de los principales mecanismos de accién
de estos extrcatos en contra de M. aeruginosa, A. cylindrica y Anabaena sp. Debido a lo
anterior, estas especies pueden ser una fuente de compuestos alguicidas eficaces para mitigar

los florecimientos de cianobacterias toxicas.
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ANEXO 1

Tabla 23. Densidades celulares de M. aeruginosa durante los 12 dias de exposicion a los extractos metanolicos.

Densidad celular (x10° células/mL)

Especie Con. (mg/L) Dia 0 Dia2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Diacl0 Dia 12
0 0.950+0.14 1.500+0.14 2.555+0.39 4.076+0.40 5.607+0.38 6.641+0.46 8.412+0.47
10 1.029+0.20 1.644+0.22 1.599+0.26 3.079+0.45 3.660+0.32 6.101+0.43 6.965+0.44
A. mexicana 25 1.041+0.16 1.114+0.19 1.419+0.30 2.771+0.49 3.476+£0.37 3.535+0.40 3.943+0.33
50 1.070+0.26 1.343+0.23 1.882+0.43 1.843+0.30 1.620+0.25 1.442+0.32 1.214+0.37
75 1.019+0.36 1.223+0.34 1.429+0.31 1.620+0.40 1.487+0.40 1.201+0.33 1.066+0.27
0 0.981+0.21 1.468+0.26 2.473+0.26 4.350+0.34 5.693+0.39 7.514+0.54 8.890+0.46
10 1.020+0.17 1.415+0.18 0.905+0.23 3.379+0.40 3.981+0.30 4.503+0.43 5.367+0.49
B. spectabilis 25 1.183+0.35 1.724+0.43 1.629+0.61 2.376+0.38 4.071+0.55 4.573+0.97 4.071+1.18
50 1.145+0.21 1.527+0.28 1.520+0.60 2.100+0.33 2.444+0.37 2.212+0.78 1.854+0.33
75 1.035+0.23 1.484+0.41 1.607+0.37 1.661+0.38 0.927+0.34 1.053+0.38 1.097+0.40
0 1.030£0.12 1.625+0.17 2.722+0.20 3.968+0.25 5.619+0.32 7.410+0.27 9.086+0.35
10 1.082+0.26 1.352+0.34 2.170+0.28 3.035+0.59 3.093+0.38 5.210+0.62 5.411+0.54
L. tridentata 25 1.028+0.16 1.197+0.22 1.671+0.26 1.605+0.26 2.482+0.29 2.802+0.31 2.656+0.36
50 1.091+0.22 1.570+0.19 1.648+0.20 1.811+0.46 1.761+0.48 1.743+0.48 1.509+0.33
75 1.0274£0.16 1.090+0.17 1.236+0.26 1.519+0.48 1.062+0.46 0.925+0.40 0.563+0.33
0 1.116+£0.20 1.700+0.14 2.755+0.39 4.243+0.44 5.774+0.41 6.808+0.40 8.579+0.51
10 1.196+0.21 2.144+0.30 2.732+0.53 3.812+0.55 4.627+0.41 7.034+0.45 7.898+0.41
T. zebrina 25 1.012+0.32 2.279+0.48 3.106+0.43 3.696+0.63 5.291+0.63 6.574+0.73 7.699+0.68
50 1.031+0.17 1.709+0.26 2.570+0.24 3.881+0.23 4.935+0.37 5.536+0.31 7.064+0.63
75 0.950+0.15 2.003+0.32 2.535+0.53 3.874+0.49 4.681+0.52 5.964+0.50 6.783+0.42
0 0.965+0.14 1.515+0.14 2.570+0.39 4.091+0.40 5.622+0.38 6.656+0.46 8.427+0.47
10 1.137+0.20 1.944+0.30 2.732+0.53 4.179+0.63 5.427+0.51 6.334+0.45 8.132+0.42
T. spathacea 25 1.0974£0.32 1.679+0.48 2.573+0.43 3.229+0.83 4.691+0.63 5.974+0.73 7.166+0.59
50 1.001+0.17 1.409+0.26 2.270+0.24 3.414+0.48 4.535+0.51 5.236+0.31 6.564+0.63
75 0.950+0.15 1.536+0.42 2.401+0.75 3.774+0.72 4.981+0.85 5.264+0.50 6.283+0.42
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Tabla 23. Continuacion...

Densidad celular (x10° células/mL)

Especie Con. (mg/L) Dia 0 Dia2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Diacl0 Dia 12

0 0.977+0.13 1.676+£0.23 2.393+0.31 3.508+0.29 4.777+0.34 6.719+0.31 8.384+0.32

10 1.031+0.17 1.709+0.26 2.170+0.24 2.481+0.23 4.268+0.36 4.003+0.36 4.664+0.63

A. adstringens 25 0.963+0.12 1.061+0.20 1.996+0.40 2.564+0.38 3.711+0.63 3.230+0.47 3.691+0.45
50 1.040+0.15 1.418+0.31 1.766+0.33 1.973+0.31 2.044+0.39 2.099+0.44 1.548+0.46

75 1.088+0.23 1.180+0.32 1.139+0.29 1.602+0.36 1.277+0.38 0.912+0.32 0.807+0.40

0 1.17240.22 2.019+0.25 2.531+0.32 3.751+0.41 5.413+0.50 7.519+0.33 9.168+0.45

10 1.012+0.32 2.479+0.48 2.906+0.43 3.596+0.63 4.224+1.05 6.307+1.21 7.666+1.04

A. ludoviciana 25 1.044+0.16 1.918+0.37 2.536+0.35 3.093+0.36 4.183+0.77 3.777+0.70 5.941+0.93
50 1.074+£0.20 1.716+0.24 2.301+0.27 2.135+0.27 3.050+0.27 3.073+0.47 3.509+0.45

75 1.113+0.20 1.580+0.28 2.203+0.39 3.390+0.67 3.035+0.69 3.369+0.54 3.109+1.15

0 1.066+0.17 1.990+0.34 2.852+0.42 4.598+0.32 6.125+0.54 7.389+0.33 9.288+0.42

10 1.110+0.20 1.848+0.30 2.521+0.34 3.296+0.48 3.390+0.49 5.102+0.44 6.304+0.86

J. spicigera 25 1.0894+0.23 2.079+0.38 2.346+0.55 2.748+0.77 5.043+0.59 5.535+0.32 7.012+0.67
50 1.040+0.20 1.336+0.36 2.157+0.48 2.797+0.51 3.562+0.33 3.316+0.48 4.655+0.44

75 0.950+0.15 1.203+0.32 1.268+0.32 1.574+0.49 2.114+0.47 3.364+0.50 3.916+0.36
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Tabla 24. Porcentajes de inhibicion de crecimiento de M. aeruginosa durante los 12 dias de exposicion a los extractos metandlicos.

Tasa de inhibicion % (promedio+DE)

Especie Con. (mg/L) Dia2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12

10 958+14.63 37.41+10.28 24.46+11.04 34.72¢568  8.14+6.48  17.2045.18

. 25 25.75+12.74  44.45+11.88 32.02+11.95 38.01%6.58  46.77+6.07  53.13+3.94

A. mexicana 50 10.49+15.35 26.33+16.91 54.78+7.25  71.11+4.47  78.29+4.89  8557+4.37
75 18.48422.38  44.06+11.94  60.2649.72  73.48+7.20  81.924501  87.33+3.16

10 3.63£12.44  63.4049.22  22.32#9.16  30.0745.22  40.0745.75  39.63+5.50
B. spectabilis 25 -17.39420.22 341242475 4538+8.64  28.49+9.61  39.13+12.97 54.20+13.30
: 50 -4.02+419.06  38.55424.20 51714750  57.0646.50  70.56+10.45  79.14%3.70
75 -1.07428.01 35.02+14.94 61.81+8.77  83.724¢591  85.99+5.07  87.66+4.52

10 16.82421.13 20.28+10.17 23.51+14.92 44.9626.75  29.69+8.41  40.45%5.89

 tridentata 25 26.35+13.39  38.61+9.40  59.55+6.62  55.83x5.11  62.19+4.20  70.77+3.94
: 50 3.40+11.82  39.46+7.23 54.36+11.64 68.6628.45  76.48+6.49  83.39+3.64
75 32.94+10.26  54.59+9.42  61.72+#12.19  81.10+8.24  87.52+¢5.43  93.80+3.60

10 -26.00+17.47 0.82+19.37 10.14+13.07 19.87+7.06  -3.32#6.56  7.93+4.82

T sebrina 25 -34.03+28.28 -12.74+15.73 12.88+14.91 8.37+10.88  3.44+10.71  10.25+7.92
: 50 -0.51+15.17  6.72+8.66 8524533  14.53+6.35  18.68+4.60  17.66+7.29
75 -17.80+19.06  8.00+19.09  8.69+11.48  18.93+8.99  12.40+7.27  20.94+4.85

10 28.29+19.60 -6.33%20.76 -2.15+15.49  3.47+9.03 4.84+6.71 3.50+5.01

T, spathacea 25 -10.80+31.73  -0.12+16.56 21.06420.34 16.57+11.17 10.26210.95  14.96+6.95
: 50 7.02¢17.02  11.6629.28  16.54+11.66  19.34+9.11  21.33+4.71  22.11+7.42
75 -1.39427.68  6.55228.99  7.75#17.56  11.41+15.10 20.92+7.44  25.45+4.94

10 -1.97+15.39  9.3249.97  29.28+6.45  10.65+7.57  40.42+538  44.37+7.46

A, adstringens 25 36.69+11.85 16.59+16.65 26.92+10.84 22.31+13.17 51.9247.04  55.9845.42
: 50 15.39+18.34  26.20+13.75  43.76+8.95  57.21+823  68.76+6.55  81.54+5.49
75 20.50+18.85 52.40+12.10 54.34+10.20 73.27+7.91  86.43+4.69  90.37+4.73
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Tabla 24. Continuacion...

Tasa de inhibicion % (promedio+DE)

Especie Con. (mg/L) Dia2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12
10 -22.78+23.82 -14.82+17.12 4.13+16.86 21.97+19.36 16.12+16.08  16.38+11.34
A ludoviciana 25 500+18.43  -0.20+13.80 17.54+9.63 22.72+14.27 49.7749.30  35.20+10.19
: 50 15.01+11.96  9.09+10.55 43.08+7.30 43.65+4.94 59.13+6.23 61.73+4.88
75 21.74+13.64 12.96+1559 9.62+17.80 43.93+12.84 5519+7.22  66.09+12.51
10 7.14+1531 11.61+11.96 28.32+10.52 44.65+7.99 30.95+5.91 32.13+9.22
. 25 4.47+19.34  17.74+19.25 40.23+16.81 17.67+9.65 25.09+4.35 24.50+7.23
J. spicigera 50 32.86+18.10 24.37+16.88 39.17+11.00 41.84+543 55.12+6.54 49.88+4.78
75 30.55+16.29 55.54+11.36 65.77+10.59 65.49+7.61 54.47+6.70 57.84+3.88
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Tabla 25. Valores de crecimiento celular de M. aeruginosa expresados como DO después de los 12 dias de exposicion a los extractos
metanolicos.

DOego (promedio£DE)

Especie Con. (mg/L) Dia 0 Dia 4 Dia 8 Dia 12
10 0.084+0.01 0.113+0.04 0.343+0.09 0.784+0.06
A mex 25 0.042£0.01 0.069+0.01 0.178+0.03  0.487+0.09
- Mexicana 50 0.06520.01 0.07620.02 0.14020.02 0.222+0.04
75 0.087£0.01 0.088x0.01 0.099+0.03  0.092+0.03
10 0.082£0.01 0.192+0.03 0.422+0.08 0.917+0.07
B. spectabilis 25 0.03740.01 0.127+0.02 0.378+0.02  0.564+0.06
: 50 0.052£0.01 0.097+0.01 0.231+0.03  0.388+0.06
75 0.064+0.01 0.058+0.01 0.076+0.02 0.067+0.03
10 0.038£0.02 0.290£0.04 0.381+0.05 0.610+0.07
L tridentata 25 0.031+0.01 0.15020.04 0.412+0.10 0.536+0.08
: 50 0.066£0.02 0.098£0.04 0.072+0.03  0.088+0.03
75 0.089+0.02 0.082+0.02 0.107+0.03  0.094+0.05
10 0.050+0.02 0.122+0.02 0.317+0.03 0.475+0.03
. 25 0.041#0.02 0.09820.03 0.171+0.02  0.359+0.02
A. adstringens 50 0.082+0.01 0.05620.01 0.060+0.01  0.050+0.02
75 0.060£0.02 0.034+0.01 0.033+0.01  0.034+0.01
10 0.056£0.00 0.175x0.03 0.462+0.06 0.840+0.08
A ludoviciana 25 0.030+0.01 0.144+0.04 0.218+0.03 0.493+0.03
: 50 0.035£0.01 0.119+0.02 0.252+0.02  0.360+0.06
75 0.028+0.00 0.04620.01 0.084+0.02  0.147+0.04
10 0.048£0.00 0.15020.03 0.396+0.05 0.720+0.07
1 spicigera 25 0.02640.01 0.124+0.03 0.329+0.03  0.479+0.03
- Spicig 50 0.02940.01 0.10120.02 0.159+0.02  0.365+0.05
75 0.024+0.00 0.039£0.01 0.073+0.02  0.183+0.04
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Tabla 26. Contenido de Chl-a en M. aeruginosa durante los 12 dias de exposicién a los extractos metanolicos.

Chl-a mg/L (promedio+DE)

Especie Con. (mg/L) Dia0 Dia2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12

10 0.325+0.04 0.482+0.11 0.748+0.15 1.228+0.11 1.492+0.11 2.011+0.12 2.522+0.11

A mexicana 25 0.328+0.03 0.516+0.05 0.735+0.08 0.955+0.06 1.188+0.11 1.302+0.07  1.443+0.06
' 50 0.315+0.04 0.412+0.06 0.607+0.08 0.764+0.11 0.923+0.08 0.945+0.07 1.018+0.11
75 0.332+0.04 0.445+0.05 0.560+0.05 0.692+0.06 0.794+0.05 0.852+0.06 0.871+0.10

10 0.330+0.04 0.415+0.07 0.643+0.07 0.926+0.13 1.563+0.09 1.661+0.10 2.292+0.08

B. spectabilis 25 0.352+0.05 0.442+0.07 0.501+0.08 0.682+0.09 0.924+0.14 1.342+0.09 1.637+0.11
' 50 0.330+0.04 0.418+0.07 0.464+0.11 0.568+0.13 0.743+0.08 0.699+0.09 0.706+0.08
75 0.348+0.06  0.379+0.08 0.426+0.09 0.533+0.06 0.516+0.06 0.489+0.06  0.449+0.08

10 0.327+0.04 0.548+0.06 0.908+0.05 1.188+0.09 1.508+0.06 1.881+0.08 2.120+0.08

L tridentata 25 0.324+0.05 0.452+0.05 0.558+0.12 0.712+0.13 0.865+0.14 1.079+0.12 1.203+0.11
' 50 0.306+£0.06  0.349+0.06 0.383+0.06 0.449+0.06 0.510+0.07 0.620+0.07 0.544+0.11
75 0.329+0.04 0.352+0.04 0.388+0.03 0.367+0.03 0.322+0.05 0.293+0.05 0.257+0.04

10 0.317+0.05 0.401+0.11 0.423+0.11 0.525+0.16 0.705+0.16 1.121+0.17 1.305+0.12

A. adstringens 25 0.366+0.05 0.324+0.07 0.436+0.04 0.549+0.17 0.600+0.17 0.816+0.16 0.994+0.16
' 50 0.351+0.04 0.365+0.04 0.402+0.04 0.336:£0.04 0.272+0.05 0.217+0.05 0.173+0.05
75 0.351+0.06  0.298+0.07 0.226+0.04 0.165+0.06 0.144+0.05 0.122+0.03  0.093+0.03

10 0.357+0.05 0.545+0.07 0.732+0.11 1.152+0.06 1.504+0.12 2.072+0.09 2.684+0.17

A ludoviciana 25 0.312+0.04 0.508+0.05 0.751+0.13 0.976+0.12 1.148+0.09 1.440+0.12 1.857+0.14
' 50 0.364+0.05 0.533+0.08 0.650+0.10 0.764+0.09 1.031+0.09 1.186+0.11  1.553+0.09
75 0.325+0.06 0.627+0.10 0.842+0.09 0.858+0.09 0.961+0.11 1.122+0.10 1.237+0.10

10 0.349+0.08 0.737+0.08 1.011+0.11 1.407+0.10 1.742+0.11 1.802+0.13  2.293+0.17

3. spicigera 25 0.317+0.06 0.433+0.12 0.800+0.07 0.969+0.13 1.389+0.15 1.774+0.19 1.923+0.11
- SpIciY 50 0.357+0.07 0.531+0.10 0.825+0.10 0.857+0.12 1.098+0.16 1.539+0.09 1.612+0.16
75 0.380+0.11 0.545+0.08 0.654+0.13 0.824+0.11 0.958+0.13 1.012+0.19  1.395+0.15
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Tabla 27. Contenido de MDA en M. aeruginosa durante los 12 dias de exposicion a los extractos metandlicos.

Contenido de MDA en pmol/g de proteina (promedio+DE)

Especie Con. (mg/L) Dia0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8 Dia 10 Dia 12
10 0.94+011 1074022  1.14+024  1.29+027  1.17+0.23 1084021  1.16+0.27
. 25 0.90£0.13 1.26+0.26  159+0.21  1.62+0.22 1914026 154023  1.36+0.25
A. mexicana 50 0.9540.09 1.63+0.22  1.95x0.24  2.10+#0.27 2324019  2.95+0.20  3.24%0.27
75 0.89+0.16 1.85+0.26  2.40+0.25  2.89+0.24  354+0.26 4524023  5.29+0.23
10 0.90£0.17 1.41+0.43  1.39+0.34 205042 1264039 1264042  1.62+0.42
5. spectabilis 25 0.90+0.15 1.26+0.26  2.3240.39  2.3520.39  2.61+0.46  2.24+0.33  2.30+0.32
: 50 0.9620.17 1504021  2.13+0.27  2.66+0.28  2.89+0.28  2.87+0.43  3.48+0.39
75 0.89+0.16 1.62+0.26  2.99+0.35  3.41+0.38  4.22+0.38  3.77#0.35  3.93+0.36
10 0.95+0.17 1.63+0.23  1.53+0.23  1.82+0.37  2.22+0.26  1.74+0.43  2.02+0.27
L i 25 0.89+0.16 1.42+40.19  2.49+0.34  3.11+0.32 4424028 4764032  4.42+0.28
- tridentata 50 0.89+0.14 1.80+0.26  3.10+0.35  511+0.38 525+0.21  544+033  5.82+0.24
75 0.89+0.16 1.98+0.22  3.46+0.33 4574036  539+0.23  6.08+0.36  6.51+0.28
10 0.95+0.17 1314026  1.50+#0.24  1.37+0.37  1.83+0.26  2.40+0.43  2.60+0.27
A adstri 25 0.89+0.16 1.43+0.24  1.83+025  248+027 333024  3.13+0.40  3.28+0.27
- adstringens 50 0.89+0.08 1.64+0.26  1.93+0.25  2.22+40.22  2.95+0.26  3.94+0.33  4.21+0.28
75 0.93+0.17 1.83+0.23 2314026  3.76#0.26  3.63+0.28 5044031  6.09+0.29
10 0.90£0.12 1174021  124+024  1.49+#028  1.79+025 159+0.28  1.89+0.28
udovic 25 0.96+0.17 1.16#0.20  1.2540.25  1.63+0.22  1.83+0.28  1.63+0.28  1.73+0.28
A. ludoviciana 50 0.93+0.09 1.41+021  1.76+0.26  2.43x0.24  2.43+026  2.70£0.26  2.59+0.23
75 0.9620.16 1.50+#0.19  1.91#0.26  2.73+0.26  2.68+0.24  3.32#0.60  3.09+0.23
10 0.90+0.17 1374026  1.64+0.34 2.11+0.42  1.70+0.36  1.66+0.34  1.57+0.37
1 spic 25 0.90£0.15 1474022  173+0.24 2124028  2.09+0.28  2.78+0.48  2.36+0.33
- Spicigera 50 0.96+0.17 1504021  2.0240.26  2.53+0.23  2.70+0.28  3.19+0.60  3.86+0.39
75 0.89+0.16 1.73+0.26  2.46+0.40  4.00+#0.38  4.95+0.32  4.15+0.33  4.82+0.28
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Tabla 28. Contenido de Chl-a en A. cylindrica durante los 8 dias de exposicion a los extractos metandlicos.

Chl-a mg/L (promedio+DE)

Especie Con. (mg/L) Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
50 0.307+0.12  0.525+0.11 0.763+0.07 0.854+0.14 1.267+0.10
A mexicana 75 0.374+0.10 0.443+0.08 0.674+0.15 0.607+0.10 0.677+0.16
100 0.320+0.08 0.385+0.05 0.356+0.05 0.316+0.07 0.260+0.06
125 0.369+0.11  0.392+0.11 0.320+0.11 0.202+0.10  0.098+0.04
50 0.356+0.12 0.546+£0.09  0.901+0.15 1.192+0.14 1.601+0.12
B. spectabilis 75 0.237+£0.06  0.495+0.09 0.643+0.10 1.028+0.07 1.294+0.13
100 0.307+0.06  0.439+0.06 0.582+0.10 0.871+011  0.802+0.09
125 0.298+0.11  0.403+0.08 0.628+0.07 0.695+0.09 0.656+0.10
50 0.315+0.09 0.571+0.11 0.535+0.09 0.840+0.08 1.360+0.14
L tridentata 75 0.232+0.08 0.591+0.09 0.707+0.11 0.879+0.11 0.833+0.10
100 0.356+0.06 0.425+0.12 0.507+0.16 0.463+0.14 0.438+0.14
125 0.332+0.08  0.404+0.10 0.358+0.08 0.297+0.08 0.181+0.06
50 0.334+0.10 0.623+0.11 0.858+0.11 0.953+0.13 1.357+0.10
A. adstringens 75 0.311+0.07 0.520+0.08 0.654+0.11 0.880+0.12 0.755%0.11
100 0.402+0.10 0.548+0.08 0.521+0.08 0.316+0.11 0.218+0.05
125 0.318+0.07 0.458+0.07 0.337+0.08 0.222+0.10 0.139+0.06
50 0.372+0.08 0.613+0.10 0.857+0.12 0.920+0.17 1.552+0.13
A ludoviciana 75 0.327+0.06  0.546+0.11 0.517+0.10 1.043+0.07 1.233%0.11
100 0.372+0.06  0.496+0.07 0.657+0.11 0.623+0.11 0.946+0.13
125 0.357+0.06  0.440+0.08 0.562+0.11 0.652+0.11 0.573+0.08
50 0.368+0.08 0.574+0.11 0.859+0.11 1.141+0.12 1.571+0.13
3. spicigera 75 0.391+0.05 0.540+0.11 0.686+0.13 0.646+0.13 1.351+0.13
' 100 0.344+0.05 0.439+0.07 0.716+£0.11 0.769+0.13 1.126+0.11
125 0.385+0.06 0.517+0.11 0.672+0.11 0.763+0.15 0.712+0.13
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Tabla 29. Porcentajes de inhibicion de crecimiento de A. cylindrica durante los 8 dias de exposicion a los extractos metandlicos.

Tasa de inhibicion % (promedioDE)

Especie Con. (mg/L) Dia 2 Dia4 Dia 6 Dia 8
50 24.40£16.07 22.60+£7.56 35.02+10.54 30.73%£5.45
A mexicana 75 36.17+11.67 31.56+15.68 53.79+7.96 63.02+8.82
100 44 48+7.61 63.87+4.67 75.95+5.17 85.79+3.07
125 435241556 67.52+11.49 84.60+7.75 94.64+2.22
50 21.28412.39 8.59+14.92 9.26+10.54 12.48+6.68
B. spectabilis 75 28.72+12.35 34.74+9.81 21.77+#5.59 29.26+7.05
100 36.70£8.67 40.97+£9.79 33.67+8.74 56.19+4.88
125 41.88+10.96 36.23+6.82 47.12+6.62 64.13+5.62
50 17.68+£16.18 45.67+£9.56 36.03£6.18 25.69+7.77
L tridentata 75 14.89+13.13 28.28411.08 33.0948.13 54.49+5.70
100 38.76x17.00 48.55+16.55 64.76+10.91 76.06%7.80
125 41.83+14.23 63.6748.32 77.39+6.18 90.11+3.42
50 10.28+15.96 12.96+11.08 27.48+9.90 25.83+5.39
A. adstringens 75 25.02+12.11 33.63+10.91 33.01+8.96 58.72+5.93
100 21.04+11.65 47.09+8.07 75.97+8.41 88.09+2.63
125 34.01+10.02 65.76+£8.28 83.10+7.43 92.40+3.24
50 11.67+13.89 12.99+12.37 29.94+12.62 15.19+7.17
A ludoviciana 75 21.33+15.66 47.53+10.55 20.60+5.45 32.59+5.80
100 28.58410.30 33.32+11.60 52.60+8.25 48.28+7.06
125 36.55+12.03 42.96+10.93 50.39+8.09 68.66+4.30
50 17.34+1556 12.86+10.86 13.12+9.42 14.14+7.15
3. spicigera 75 22.19415.83 30.35+12.71 50.85+9.72 26.16%6.92
' 100 36.70+£10.52 27.30+11.62 41.44+10.06 38.48+6.05
125 25.46+16.44 31.77+11.14 41.92+11.07 61.09+7.04
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Tabla 30. Valores de crecimiento celular de A. cylindrica expresados como DO después de los 8 dias de exposicion a los extractos
metanolicos.

DOz7s0 (promediozDE)

Especie Con. (mg/L) Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
50 0.022+0.01 0.112+0.04 0.210+0.06 0.293+0.07 0.429+0.04
A mexicana 75 0.026+0.01 0.066+0.01 0.084+0.02 0.132+0.04 0.260+0.04
: 100 0.042+0.01 0.074+0.01 0.086+0.01 0.073+0.01 0.063+0.01
125 0.040£0.01 0.054+0.01 0.055+0.01 0.060£0.01  0.046+0.01
50 0.054+0.01 0.090+0.01 0.258+0.03 0.398+0.03 0.391+0.04
- 75 0.039+0.01 0.074+0.02 0.156+0.03 0.180+0.03 0.275+0.04
B. spectabilis 100 0.047+0.02  0.100+0.01 0.107+0.02  0.134+0.03  0.195+0.02
125 0.057+0.02 0.105+0.04 0.127+0.03 0.182+0.03 0.174+0.01
50 0.054+0.01 0.134+0.04 0.178+0.02 0.275+0.03 0.357+0.05
| tridentata 75 0.036£0.02 0.111+0.02 0.166+0.04 0.224+0.03 0.283+0.06
: 100 0.048+0.01 0.102+0.02 0.114+0.02 0.131+0.02  0.148+0.02
125 0.039+0.02 0.062+0.01 0.065+0.01 0.074+0.01  0.046+0.03
50 0.049+0.01 0.090+0.01 0.193+0.03 0.278+0.03 0.357+0.04
A, adstringens 75 0.036£0.01 0.106+0.02 0.147+0.02 0.182+0.02  0.246+0.04
: 100 0.053+0.01 0.074+0.02 0.070+0.02 0.066+0.01  0.048+0.00
125 0.039+0.01 0.053+0.01 0.049+0.01 0.043x0.01  0.040+0.01
50 0.043+0.01 0.125+0.01 0.255+0.01 0.323x0.02 0.425+0.04
A ludoviciana 75 0.042+0.01 0.094+0.02 0.133+0.02 0.259+0.03 0.326+0.04
: 100 0.043+0.01 0.095:0.03 0.152+0.03 0.209+0.03  0.255+0.03
125 0.053+0.01 0.063+0.02 0.081+0.01 0.118+0.01 0.165+0.02
50 0.044+0.02 0.095+0.02 0.242+0.02 0.306+0.03 0.457+0.03
1. spicigera 75 0.050£0.02 0.068+0.02 0.135+0.03 0.227+0.03  0.346+0.03
- Spicig 100 0.054+0.01 0.053+0.01 0.085+0.01 0.184+0.02 0.225+0.02
125 0.045£0.02 0.050£0.02 0.104+0.02 0.131£0.02  0.146+0.02
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Tabla 31. Contenido de MDA en A. cylindrica durante los 12 dias de exposicion a los extractos metandlicos.

DO7so (promedio+DE)

Especie Con. (mg/L) Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
50 0.86+0.18 1.35+0.12 1.67+0.15 1.56+0.12 1.50+0.12

A mexicana 75 1.02+0.22 1.35+0.20 1.90+0.13 1.94+0.14  2.4040.19
' 100 0.89+0.18 1.69+0.14  2.24+0.21  3.19+0.14  3.06%0.17
125 1.00£0.25  2.43+0.18  3.34+0.23  3.93+0.12  4.33+0.17

50 0.88+0.26 1.00£0.25 1.21+0.16 1.05+0.13 1.30+0.18

B. spectabilis 75 1.04+0.23 1.17+0.17 1.39+0.15 1.84+0.16 2.13+£0.24
' 100 0.90+0.20 1.58+0.23  2.94+0.25 2.8740.25  3.18+0.24
125 0.98+0.18 1.82+0.28  2.81+0.44  4.21+0.36  4.98+0.18

50 0.79+0.18  0.98+0.14 1.04+0.13 1.48+0.16 1.57+0.17

L tridentata 75 0.98+0.18 1.13+0.20 1.73+0.20  2.37+0.23  2.29+0.23
' 100 0.80+0.15 1.46+0.24  3.55+0.23  3.66+0.28  3.52+0.27
125 0.97+0.11  2.68+0.22 3.85+0.21  3.77+0.29  4.59+0.12

50 1.05+0.25 1.22+0.24 1.68+0.26 1.51+0.23 1.58+0.28

A. adstringens 75 0.88+0.15 1.82+0.15  3.66+0.19  3.73+0.18  3.95+0.23
' 100 0.87+0.12 1.67+0.16  3.18+0.30  3.79+0.17  4.13+0.21
125 0.94+0.12 2.23+0.32 2.53+0.34  4.01+0.33  4.19+0.25

50 0.80+0.13 1.15+0.25 1.78+0.26 1.48+0.29 1.83+0.26

A ludoviciana 75 1.04+0.25 1.22+0.17 2.09+0.18  3.43+0.29  2.59+0.28
' 100 0.83+0.12 1.49+0.14  3.73+0.18  3.22+0.29  3.26+0.31
125 0.91+0.16  2.08+0.22 3.85+0.21  4.10+0.13  4.05%0.11

50 1.03+0.21 1.12+0.16 1.30+0.16 1.23+0.12 1.20+0.13

3. spicigera 75 0.79+0.17 1.07+0.24 1.15+0.27 1.87£0.14  2.19+0.24
- SPICig 100 0.90+0.21 1.24+0.11  3.02+0.16 2.37+0.14  2.94+0.19
125 1.03+0.27 1.68+0.15  2.70+0.26  3.20+0.23  3.57+0.23
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Tabla 32. Contenido de Chl-a en Anabaena sp. durante los 8 dias de exposicion a los extractos metandlicos.

Chl-a mg/L (promedio+DE)

Especie Con. (mg/L) Dia0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
50 0.185+0.04 0.281+0.07 0.843+0.11 0.898+0.07 1.596+0.15
A mexicana 75 0.259+0.05 0.347+0.07 1.005+0.21 0.864+0.07 0.930+0.11
100 0.166+0.03 0.354+0.05 0.411+0.06 0.336+0.05 0.308+0.04
125 0.184+0.02 0.351+0.06 0.273+0.09 0.246+0.09 0.191+0.05
50 0.188+0.04 0.337+0.07 0.480+0.14 1.480+0.19 2.018+0.15
B. spectabilis 75 0.255+0.05 0.272+0.06 0.721+0.08 1.107+0.15 1.443+0.11
100 0.182+0.02 0.390+0.08 0.621+0.12 0.983+0.11 1.118+0.14
125 0.247+0.06 0.319+0.08 0.773+0.10 0.717+0.09 0.832+0.11
50 0.175+0.02 0.313+0.06 0.604+0.08 1.110+0.14 1.373+0.14
L tridentata 75 0.184+0.02 0.258+0.05 0.305+0.10 0.785+0.17 0.215+0.07
100 0.232+0.04 0.325+0.10 0.400+0.09 0.326+£0.08 0.181+0.05
125 0.222+0.06 0.314+0.11 0.271+0.10 0.245+0.06 0.161+0.05
50 0.177+0.03 0.346+0.08 0.781+0.13 0.628+0.13 1.563+0.16
A. adstringens 75 0.277+0.11 0.410+0.10 0.827+0.20 0.883+0.25 1.001+0.32
100 0.234+0.09 0.297+0.07 0.457+0.05 0.313+0.10 0.286+0.08
125 0.246+0.08 0.330+0.11 0.299+0.11 0.259+0.09 0.226+0.09
50 0.253+0.05 0.362+0.08 0.917+0.17 1.309+0.15 2.023+0.16
A ludoviciana 75 0.200+0.04 0.309+0.09 0.716+0.13 1.449+0.13 1.773+0.11
100 0.218+0.07 0.366+0.06 0.609+0.15 0.779+0.12 1.372+0.13
125 0.214+0.04 0.318+0.10 0.426+0.11 0.758+0.13 1.170+0.14
50 0.246+0.05 0.380+0.08 0.815+0.13 1.430+0.10 1.564+0.13
3. spicigera 75 0.164+0.04 0.402+0.10 0.674+0.10 0.747+0.16 1.188+0.15
' 100 0.184+0.03 0.364+0.06 0.386+0.07 0.851+0.11 0.816+0.11
125 0.229+0.06 0.277+0.07 0.662+0.10 0.635+0.10 0.609+0.10
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Tabla 33. Porcentajes de inhibicidn de crecimiento de Anabaena sp. durante los 8 dias de exposicion a los extractos metandlicos.

Tasa de inhibicion % (promedioDE)

Especie Con. (mg/L) Dia 2 Dia4 Dia 6 Dia 8
50 38.38+0.07 28.00+0.11 51.53+0.07 33.12+0.15
A mexicana 75 23.83+0.07 14.16+0.21 53.35+0.07 61.05+0.11
100 22.44+0.05 64.85+0.06 81.86+0.05 90.02+0.04
125 23.03+0.06 76.67+0.09 86.72+0.09 91.98+0.05
50 26.02+£0.07 58.99+0.14 20.13+0.19 15.44+0.15
B. spectabilis 75 40.42+0.06  38.37+0.08 40.25+0.15 39.55+0.11
100 14.40+0.08 46.91+0.12 46.94+0.11 53.18+0.14
125 30.04+0.08 33.95+0.10 61.28+0.09 65.13+0.11
50 31.3620.06 48.42+0.08 40.10+0.14 42.48%0.14
L tridentata 75 43.49+0.05 73.94+0.10 57.65+0.17 91.01+0.07
100 28.80+0.10 65.85+0.09 82.40+0.08 92.43+0.05
125 31.07+0.11 76.87+0.10 86.76+0.06 93.26+0.05
50 24.12+0.08 33.24+0.13 66.10+0.13 34.52+0.16
A. adstringens 75 17.32+£0.07 29.3440.20 52.34+0.25 58.08+0.32
100 34.87+0.07 60.92+0.05 83.12+0.10 88.02+0.08
125 27.63+0.11 74.48+0.11 86.02+0.09 90.52+0.09
50 20.61+0.08 21.65+0.17 29.35+0.15 15.25+0.16
A ludoviciana 75 32.31+0.09 38.85+0.13 21.77+0.13 25.72+0.11
100 19.81+0.06 47.99+0.15 57.95+0.12 42.51+0.13
125 30.26+0.10 63.63+0.11 59.10+0.13 51.00+0.14
50 16.74+0.08 30.36+0.13 22.83+0.10 34.46%0.13
3. spicigera 75 11.77+40.10 42.41+0.10 59.70+0.16 50.23%+0.15
' 100 20.10+0.06  66.99+0.07 54.05+0.11 65.81+0.11
125 39.33+£0.07 43.41+0.10 65.73+0.10 74.47+0.10

171



Tabla 34. Valores de crecimiento celular de Anabaena sp. expresados como DO después de la exposicion a los extractos metandlicos.

DO7so (promedio+DE)

Especie Con. (mg/L) Dia0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8
50 0.024+0.010  0.164+0.035 0.303+0.046 0.357+0.048 0.473+0.043
. 75 0.016£0.009  0.163+0.051 0.198+0.041 0.223+0.048  0.256+0.032
A. mexicana 100 0.016+0.006  0.099+0.024 0.105+0.030 0.094+0.021  0.036+0.016
125 0.021£0.012 0.026+0.011 0.029+0.011  0.025+0.010  0.020+0.009
50 0.102#0.021 0.209+0.027 0.279+0.025 0.370+0.053  0.531+0.049
5. spectabilis 75 0.021+0.008  0.174+0.030 0.223+0.055 0.279+0.039  0.314+0.044
: 100 0.041£0.007 0.124+0.032 0.132+#0.031 0.206+0.039  0.256+0.031
125 0.064+0.009  0.095+0.017 0.115+0.029 0.124+0.028  0.182+0.028
50 0.01740.006 0.070+0.025 0.158+0.023 0.179+0.021  0.262+0.029
| tridentata 75 0.018+0.003  0.013+0.005 0.018+0.005 0.015+0.003  0.015+0.002
: 100 0.021+0.003  0.030+0.008 0.015+0.003 0.016+0.003  0.012:+0.003
125 0.026+£0.006  0.023+0.005 0.019+0.004 0.018+0.006  0.014%0.004
50 0.01740.004 0.120+0.026 0.232+0.061 0.256+0.056  0.290+0.041
A, adstringens 75 0.013£0.006  0.075+0.017 0.117+0.023 0.170+0.016  0.206+0.034
: 100 0.015+0.003 0.034+0.010 0.040£0.012 0.015+0.004  0.013+0.006
125 0.012+#0.004 0.011+0.002 0.018+0.005 0.015+0.007  0.016+0.003
50 0.018#0.007 0.124+0.033 0.222+#0.031 0.387+0.063  0.476+0.049
A ludoviciana 75 0.013+0.004 0.139+0.037 0.234+0.029 0.311+0.053  0.350+0.043
: 100 0.022#0.009  0.099+0.013 0.195+0.030 0.210+0.030  0.277+0.030
125 0.01740.005 0.079+0.024  0.148+0.032 0.184+0.019  0.219+0.024
50 0.014+0.005 0.110£0.023 0.152+0.038 0.260+0.052  0.442+0.065
1. spicigera 75 0.0174#0.012 0.065+0.018 0.142+0.026  0.237+0.070  0.330+0.040
- Spicig 100 0.018+0.006  0.075+0.024  0.130£0.025 0.151+0.034  0.231+0.037
125 0.014+0.004 0.055+0.017 0.062+0.015 0.078+0.009  0.122+0.019
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Tabla 35. Contenido de MDA en Anabaena sp. durante los 8 dias de exposicion a los extractos metandlicos.

DO7so (promedio+DE)

Especie Con. (mg/L) Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia 6 Dia 8

50 0.78£0.14  0.98+0.23 1.50+0.23 1.06+0.26  1.26+0.26

A mexicana 75 0.89+0.16 1.31£0.28  2.49+0.33 2.67+0.17  2.78+0.16
' 100 0.80+0.19 1.18+0.16  2.76+0.19  3.38+0.34  3.67£0.25
125 0.98+0.14  2.13+0.24  3.31+0.25  3.70+0.25  4.3610.34

50 0.76+£0.13  0.97+0.15 1.15+0.19 1.47£0.16  1.50+0.15

B. spectabilis 75 0.81+0.13 1.33+0.19 1.93+0.20 1.87+0.19  2.21+0.24
' 100 0.88+0.09 1.58+0.24  2.17+0.32  3.48+0.19  4.22+0.38
125 0.79+0.15 1.50+0.24  2.63+0.20  5.11+0.22  5.15+0.22

50 0.93+0.11 1.33+0.19 1.25+0.19 1.46+0.23  1.57+0.27

L tridentata 75 0.97+0.12 1.75+0.21 1.78+0.22 1.86£0.26  2.29+0.24
' 100 0.91+0.10 1.49+0.26  2.25+0.21  3.05+0.17  3.39%0.26
125 0.80+0.14  2.31+0.24  2.55+0.25  3.39+0.28  4.90+0.31

50 0.67+£0.14 1.01+0.21 1.18+0.27 1.55+0.19 1.74+0.22

A. adstringens 75 0.83+0.12 1.14+0.20 1.73+£0.21 2.74+0.19  2.42+0.16
' 100 0.68+0.10 1.35+0.22 2.40+0.35  3.59+0.30  4.23+0.34
125 0.79+0.13 1.60+0.24  4.45+0.33  4.32+0.29  5.34+0.23

50 0.79+0.15 1.02+0.17 1.11+0.22  0.90+0.14  0.98+0.19

A ludoviciana 75 0.85+0.12  0.96+0.16 1.27+0.26 1.35+0.22  1.52+0.19
' 100 0.75+0.17 1.39+0.28 1.99+0.14 1.83£0.19  2.97+0.23
125 0.79+0.13 1.79+0.25 1.92+0.33 2.00+0.34  3.43+0.37

50 0.86+0.12 1.20+0.20 1.41+0.26 1.20+0.19 1.17+0.18

3. spicigera 75 0.79+0.14 1.45+0.27 1.62+0.35 1.76£0.28  2.08+0.26
- Spicig 100 0.83+0.11 1.13+0.19 1.76+0.19 2.72+0.26  2.82+0.15
125 0.94+0.17 1.81+0.17 2.85+0.18  3.10+0.15  3.16+0.17
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ANEXO 2
Tabla 36. Lista completa de los compuestos presentes en el extracto de A. mexicana.

Aleloguimico Tiempo de retencion % de éarea total
3-piridinol 6.258 0.16087981
2,3-butanodiol 6.33 0.04517504
Acido lactico 6.553 0.11738124
2-etilmalonato de metilo 6.596 0.00816529
Acido hexanoico 6.661 0.055376
Acido glicélico 6.73 0.08241906
Alanina 7.107 1.39738381
Acido oxalico 7.473 0.02973653
3-piridinol 7.533 0.03519955
Acido 3-hidroxipropionico 7.636 0.01990249
Acido heptanoico 7.919 0.03446081
Acido fosférico 8.125 0.02771284
Valina 8.666 0.98804231
Acido 4-hidroxibutirico 8.866 0.03233822
Urea 8.981 0.26978956
Acido benzoico 9.024 0.01301761
Acido octanoico 9.21 0.08181481
Pipecolinato de etilo 9.255 0.02941585
Monoetanolamina 9.341 0.43799395
Leucina 9.419 0.93836432
Acido fosférico 9.507 0.55925457
Glicerol 9.522 1.35214704
Acido nicotinico 9.648 0.02432142
Isoleucina 9.777 1.01097863
Glicina 9.903 0.07958353
Acido succinico 9.949 1.48704574
Acido glicérico 10.292 3.2354037
Uracilo 10.318 0.01465952
Acido maleico 10.364 0.00153939
Acido 2,3-dihidroxibutanoico 10.45 0.06358884
Acido pirrol-2-carboxilico 10.536 0.01134881
Serina 10.642 0.84140295
Acido pipecolinico 10.662 0.29726584
3,4-dihidroxitetrahidro 2-furanona 10.809 0.03292053
Treonina 10.998 0.30661746
Acido glutarico 11.104 0.04724124
Acido gama-aminobutirico 11.247 0.01323407
Acido 3-desoxitetronico 11.296 0.05642143
Prolina 11.31 0.01170532
Beta-alanina 11.451 0.06069983
Acido decanoico 11.732 0.02030445
Homoserina 11.772 0.03955783
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Tabla 36. Continuacion...

Acido malico 12.311 2.16491653
Acido aspartico 12.698 0.17809806
Acido piroglutamico 12.736 3.67261331
Acido gama-aminobutirico 12.788 1.13664454
Acido pipecolinico 12.945 0.41176211
Acido trednico 13.029 0.27176331
Acido trednico 13.238 1.30079647
Acido alfa-hidroxiglutarico 13.302 0.05136549
Ornitina 13.761 0.03110844
Acido glutamico 13.824 0.1695491

Acido 4-hidroxibenzoico 13.853 0.03127729
Fenilalanina 13.908 0.11905951
2-Amino-4,6-dihidroxipirimidina 13.96 0.19725147
Asparagina 14.439 0.56661649
Acido subérico 14.632 0.05137504
Acido vanilico 15.403 0.00786692
Fosfato de glicerol 15.53 0.07053303
Glutamina 15.547 0.21188818
Acido shikimico 15.967 0.13193025
Acido protocatequiico 16.019 0.00193643
Acido citrico 16.123 0.26597384
Acido tetradecanoico 16.198 0.08867783
Pinitol 16.35 0.02865901
Adenina 16.512 0.02440305
Tirosina 17.326 0.15308496
Acido galico 17.479 0.02135766
Acido palmitoleico 17.958 0.02255826
Acido glucénico 18.038 0.04321008
Acido palmitico 18.18 1.27203801
N-acetil glucosamina 18.82 0.14777775
Mio-inositol 18.924 1.38676459
Acido heptadecanoico 19.051 0.02816404
Acido cafeico 19.095 0.02164331
Fitol 19.36 0.24908308
Acido linoleico 19.716 1.09043854
Acido estearico 19.959 0.60675294
Uridina 21.87 0.16252839
Acido 2-aminoadipico 22.144 0.26511031
Acido docosanoico 23.107 0.03147147
Adenosina 23.313 0.30741319
Sacarosa 23.596 5.6812558

Acido tetracosanoico 24.548 0.03095227
1-Heneicosanol 26.094 0.81276617
Estigmasterol 27.698 0.0319869

Beta-sitosterol 28.083 0.06949286
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Tabla 37. Lista completa de los compuestos presentes en el extracto de B. spectabilis.

Aleloguimico Tiempo de retencion % de area total
Acido lactico 6.547 0.00122945
2-etilmalonato de metilo 6.604 0.77488473
Acido hexanoico 6.664 0.03502634
Acido glicdlico 6.73 0.10018148
Acido 2-oxo-propanoico 6.905 0.0189224
Alanina 7.105 0.89790982
Acido 2-hexenoico 7.287 0.03092545
Acido oxalico 7.473 0.0963316
3-piridinol 7.533 0.03254857
Acido 3-hidroxiisobutirico 7.868 0.06624253
Acido heptanoico 7.919 0.03130058
Acido fosférico 8.122 0.07262646
Acido malénico 8.46 0.10680876
Valina 8.658 0.92773154
Acido octanoico 9.213 0.04683845
Acido pipecolinico 9.264 0.01165358
Etanolamina 9.344 0.77782781
Leucina 9.416 0.56741497
Glicerol 9.488 1.25323219
Acido fosférico 9.508 0.44918722
Acido nicotinico 9.642 0.21051147
Prolina 9.674 0.22706986
Isoleucina 9.737 0.425707
Acido levunilico 9.783 1.923025
Acido maleico 9.826 0.04472196
Glicina 9.892 0.05849446
Acido succinico 9.932 0.51462942
Acido glicérico 10.235 0.13999127
Uracilo 10.301 0.02433432
Acido fumarico 10.35 0.17765262
Serina 10.625 0.2785509
Acido pipecolinico 10.645 0.39068358
3,4-dihidroxitetrahidro 2-furanona 10.794 0.06249891
Treonina 10.989 0.46452598
Acido 3-desoxitetronico 11.29 0.00922087
Prolina 11.304 0.00914045
Beta-alanina 11.448 0.04630194
Acido decanoico 11.732 0.02291628
Homoserina 11.769 0.02295939
Trigonelina 12.001 0.01596055
Acido malico 12.288 0.28558577
Acido aspartico 12.673 0.135837
Acido piroglutamico 12.701 2.084087789
Acido pipecolinico 12.701 0.012950794
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Tabla 37. Continuacion...

4-hidroxiprolina 12.744 0.0029084
Acido gama-aminobutirico 12.759 1.111554
Acido treénico 13.233 0.49355345
Ornitina 13.764 0.04083487
Acido glutamico 13.825 0.11014605
Acido 4-hidroxibenzoico 13.856 0.0228994
Fenilalanina 13.908 0.36801341
Acido laurico 14.069 0.01641111
Asparagina 14.431 0.21853427
Acido subérico 14.635 0.05820795
Glutamina 15.553 0.12882088
Fosfato de glicerol 15.579 0.03630457
Acido ribonico 15.666 0.34301865
Acido cumaérico 15.671 0.08160184
Acido 3,4-dihidroxifenilacético  16.15 0.14000911
Histidina 17.197 0.08850091
Tirosina 17.333 0.23970139
Glicina 17.619 0.0074913
3,4-dimetoxifeniltilamina 17.723 0.05850366
Acido pantoténico 17.838 0.00812484
Pinitol 18.037 0.35567291
Acido glucénico 18.046 0.02498101
Acido palmitico 18.176 0.75525834
3-metoxitirosina 18.424 0.02424822
Dopamina 18.641 0.07137687
Mio-inositol 18.921 0.00358217
Acido Urico 18.95 0.00253038
Mio-inositol 18.956 0.32813711
Acido heptadecanoico 19.068 0.01934587
Acido cafeico 19.114 0.02835622
Fitol 19.377 1.15841457
Acido linoleico 19.681 0.14400759
Fosfato de glicerol 19.808 0.02964713
Tript6fano 19.938 0.56090719
Acido esteérico 19.955 0.64326303
Acido eicosanoico 21.577 0.02517741
Adenosina 23.313 0.05215598
Tetracosanol 23.911 0.0129021
Sacarosa 24.03 0.037871
Trehalosa 24.357 0.114891
Catequina 25.097 0.06519109
Gama-tocoferol 25.759 0.0452557

Acido 3-aminopropilfosfénico 26.768 0.45057954
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Tabla 38. Lista completa de los compuestos presentes en el extracto de L. tridentata.

Aleloguimico Tiempo de retencion % de area total
Acido pentanoico 5.601 0.039589667
1,2 etanodiol 5.67 0.39233878
Monoetanolamina 6.152 0.198098613
3-piridinol 6.25 0.218395185
Acido oxalico 6.541 0.020323095
2-etilmalonato de metilo 6.581 0.648517439
Acido hexanoico 6.647 0.084314696
Acido glicolico 6.715 0.055794216
Acido 2-etil-hexanoico 6.81 0.087413408
2-0X0-propanoato 6.89 0.047127143
Alanina 7.087 0.277930172
Acido oxalico 7.461 0.06812634
Acido heptanoico 7.907 0.057027225
Acido fosférico 8.116 0.038147537
Prolina 8.144 0.164316152
Urea 8.196 0.011898659
Acido maldnico 8.45 0.094115339
Acido nonanoico 8.553 0.014930357
Valina 8.642 0.125273237
Acido benzoico 9.014 0.015074219
Monoetanolamina 9.331 0.047368667
Glicerol 9.48 1.124150315
Acido fosférico 9.489 0.423919712
Acido nicotinico 9.635 0.054512646
2-pirrolidinona 9.663 0.203298836
Acido succinico 9.918 0.126921549
Acido glicérico 10.23 0.077114715
Uracilo 10.293 0.024080172
Acido pipecolinico 10.568 0.149318532
Serina 10.617 0.05729291
Acido pipecolinico 10.637 0.292447496
Treonina 10.978 0.09531645
Hidroquinona 11.084 0.001174736
Prolina 11.301 0.014144992
Acido decanoico 11.728 0.034269051
Acido cinamico 12.109 0.031476317
Acido 4-hidroxi-benzoico 12.241 0.209196684
Acido malico 12.261 0.520396885
Hidantoina 12.611 0.013277851
Acido piroglutamico 12.651 1.272699629
4-hidroxiprolina 12.726 0.02218326
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Tabla 38. Continuacion...

Acido gama-aminobutirico 12.734 0.075298306
Acido eritrénico 13.23 0.112736209
Acido beta-fenilactico 13.408 0.017257694
Acido 4-hidroxibenzoico 13.847 0.11671448
Fenilalanina 13.902 0.058811163
Ester metilico de 4-hidroxi- 13.968 1.700269907
bencenopropanoico

Acido laurico 14.063 0.11165855
Vainillato de metilo 14.129 0.017111329
Ribitol 14.246 0.120056605
Asparagina 14.424 0.177973884
Acido subérico 14.625 0.05484581
Acido isovainilico 15.389 0.168060924
Fosfato de glicerol 15.522 0.054609701
Acido gentisico 15.568 0.015732278
Acido antranilico 15.588 0.017330269
Acido azelaico 15.697 0.091047997
Acido protocatequiico 16.025 0.035706919
Dopamina 16.085 0.946001273
Pinitol 16.362 3.136576582
Adenina 16.546 0.023014137
Fructosa 16.774 0.609933463
Acido cumérico 17.189 0.152856271
Galactosa 17.223 0.028582323
Manitol 17.362 0.200926916
Mio-inositol 17.607 0.350123353
Acido palmitico 18.16 1.075775355
Acido isoferdlico 18.661 0.052814314
Acido esteérico 18.874 0.428902811
Mio-inositol 18.891 0.344158089
Acido cafeico 19.084 0.080782042
Fitol 19.349 0.070477771
Acido linoleico 19.669 0.163694701
Acido alfa-linoleico 19.735 0.176922492
Triptéfano 19.917 0.075739825
Sacarosa 23.614 2.547458962
Tetracosanol 23.906 0.076028878
Esculetina 25.597 0.038302064
Beta-sitosterol 28.075 0.022830108
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Tabla 39. Lista completa de los compuestos presentes en el extracto de A. adstringens.

Aleloquimico Tiempo de retencion % de area total
Acido pentanoico 5.598 0.03835263
1,2 etanodiol 5.67 0.343708
Propilenglicol 5.833 0.04192469
3-piridinol 6.25 0.13492553
Acido 4-metoxibutanoico 6.581 0.0439507
Acido hexanoico 6.65 0.06855502
Acido glicélico 6.718 0.02115383
Acido 2-oxo-propanoico 6.892 0.03293
Acido oxalico 7.464 0.10197781
Acido 3-hidroxibutanoico 7.855 0.01830845
Acido heptanoico 7.91 0.05033856
Acido fosférico 8.118 0.02319257
Acido maldnico 8.453 0.06130373
Acido nonanoico 8.556 0.01214174
Linalol 8.864 0.06638052
Urea 8.876 0.0418021
Acido octanoico 90.204 0.08312263
Acido fosférico 9.45 0.01008935
Glicerol 9.485 2.50382863
Prolina 9.745 0.03274384
Acido succinico 9.917 0.21493876
Alfa-terpineol 10.071 0.15114084
Acido itaconico 10.338 0.04479161
Acido fumarico 10.34 0.02544627
Geraniol 10.572 0.0345018
Hidroquinona 11.085 0.07585353
Acido decanoico 11.732 0.01403274
Acido maélico 12.262 0.28645038
Eritritol 12.577 0.27438273
Acido piroglutamico 12.646 0.08033527
Terpinol 12.657 0.0420988
Acido gama-aminobutirico 12.732 0.01415295
4-hidroxifeniletanol 13.196 0.16150526
Acido azelaico 13.242 0.01962328
Uracilo 13.331 0.09046988
Acido pimélico 13.54 0.04114086
Acido 4-hidroxibenzoico 13.844 0.05711483
Acido 4-hidroxifenilacético 13.979 0.17282944
Acido laurico 14.062 0.04904733
Floroglucinol 14.076 0.00967802
Ester metilico del 4cido 4- 14.231 0.083951494
hidroxibencenopropanoico
Alcohol homovanililico 14.802 0.03828002
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Tabla 39. Continuacion...

3,4-dihidroxibenzoato de etilo 14.949 0.02484561
Xilitol 15.127 0.01110183
Acido vanilico 15.391 0.02105924
Acido shikimico 15.983 3.14195044
Acido protocatequiico 16.024 0.12012518
Acido citrico 16.124 0.38352395
Acido tetradecanoico 16.199 0.05066182
Pinitol 16.346 0.26170291
Galactosa 16.441 0.06746401
Manosa 16.515 0.11069763
Fructosa 16.8 4.63420704
Acido pentadecanoico 17.207 0.01370288
1-hexadecanol 17.322 0.02950949
Manitol 17.374 0.8258844

Acido galico 17.507 1.63280963
Acido 2,6-dihidroxibenzoico 18.053 0.0600572

Acido glucénico 18.082 0.14433308
Acido palmitico 18.16 1.0947444

Mio-inositol 18.908 1.13643537
Acido heptadecanoico 19.046 0.05848234
Fitol 19.351 0.07068674
Acido esteérico 19.947 1.12450092
Acido eicosanoico 21.57 0.04059882
Arbutina 22.984 0.07252917
Sacarosa 23.137 0.04842349
Sacarosa 23.64 2.13638893
Trehalosa 24.356 0.60780237
Aucubina 24.659 0.09513422
Catequina 24.942 0.24703567
Naringenina 24.962 0.00910948
Campesterol 27.514 0.01609276
Estigmasterol 27.705 0.03597541
Beta-sitosterol 28.085 0.04780161
Beta-amirina 28.244 0.26608788
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ANEXO 3

Fig. 40. Espectro de GC-MS del extracto metanolico de A. mexicana.
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Fig. 41. Espectro de GC-MS del extracto metandlico de B. spectabilis.
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Fig. 42. Espectro de GC-MS del extraxcto metandlico de L. tridentata.
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Fig. 43. Espectro de GC-MS del extracto metandlico de A. adstringens.
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