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Resumen

La presente investigacion tiene como proposito evaluar el efecto de la suplementacion con glucosa
en el medio de cultivo Swedish Standard (SIS) sobre el crecimiento de Lemna minor bajo
condiciones ambientales. Se desarrolld una revision sistemdtica de literatura en la base de datos
Scopus, con el fin de identificar el impacto de la adicién de nutrientes sobre esta especie acuatica
y establecer protocolos apropiados para la evaluacioén de tasas de crecimiento y produccion de
biomasa. Con base en los hallazgos de la revision, se adaptd un protocolo experimental para la
obtencion y cultivo de una cepa axénica de Lemna minor en condiciones ambientales, utilizando
como base el medio SIS. El crecimiento fue evaluado mediante andlisis morfométricos con el
software ImageJ, empleando imagenes tomadas en el transcurso del experimento para cuantificar
el area foliar total como variable de respuesta. El andlisis de resultados mostré que la adicion de
glucosa favorece el crecimiento de Lemna minor en términos de niimero de frondas y area
proyectada, con un ajuste al modelo logistico superior al 99,99% en tres de los cuatro reactores
(R1, R2 y R4). En estos, el nimero de frondas aumentd entre 2,1 y 2,6 veces respecto al valor
inicial. En contraste, el reactor R3 presenté una caida del 62% en el numero de frondas al tercer
dia, con alta variabilidad (desviacion estandar de 41,96), indicando una sensibilidad a condiciones
desfavorables. Estos resultados permiten establecer tendencias preliminares sobre el efecto de la
suplementacion del medio de cultivo, que pueden orientar futuros ensayos con mayor replicacion
y validacion estadistica. Los hallazgos aportan informacion relevante para el disefio de estrategias

de cultivo mas eficientes y para el aprovechamiento biotecnoldgico de esta especie acudtica.

Palabras clave: Lemna minor, glucosa, medio SIS, crecimiento vegetal, biomasa.
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Abstract

This research aims to evaluate the effect of glucose supplementation in the Swedish Standard (SIS)
culture medium on the growth of Lemna minor under environmental conditions. A systematic
literature review was conducted using the Scopus database to identify the impact of nutrient
addition on this aquatic species and to establish appropriate protocols for assessing growth rates
and biomass production. Based on the findings, an experimental protocol was adapted for the
cultivation of an axenic strain of Lemna minor using the SIS medium. Growth was evaluated
through morphometric analysis using ImagelJ software, with total leaf area quantified from images
taken throughout the experiment as the main response variable. The results showed that glucose
supplementation promoted the growth of Lemna minor in terms of frond number and projected
area, with a logistic model fit exceeding 99.99% in three out of four reactors (R1, R2, and R4). In
these reactors, the frond count increased by 2.1 to 2.6 times relative to the initial value. In contrast,
Reactor R3 showed a 62% decrease in frond number by the third day, with high variability
(standard deviation of 41.96), indicating sensitivity to unfavorable conditions. These findings
provide preliminary insights into the effects of culture medium supplementation, offering a basis
for future experiments with greater replication and statistical validation. The results contribute
valuable information for designing more efficient cultivation strategies and for the biotechnological

utilization of this aquatic species.

Keywords: Lemna minor, glucose, SIS medium, plant growth, biomass.
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Introduccion

Las especies acuaticas del género Lemna, y en particular Lemna minor, han adquirido gran
relevancia en las ultimas décadas debido a su alta tasa de reproduccion vegetativa, su capacidad de
remocion de nutrientes en cuerpos de agua y su potencial como biomasa de interés agroindustrial
y ambiental (Jaramillo Jumbo & Flores Campoverde, 2012). En paises con interés creciente en
procesos de sostenibilidad y bioeconomia circular, como Colombia, su estudio cobra especial
importancia frente a problematicas ambientales derivadas de la contaminacion de fuentes hidricas

y el aumento de la demanda de insumos agricolas alternativos (Caviedes Rubio et al., 2016).

El uso de Lemna minor no solo ha sido explorado en sistemas de biorremediacién (Zambrano
Intriago, 2023), sino también como ingrediente funcional para alimentacion animal y como
material de referencia en bioensayos ecotoxicoldgicos (Intriago et al., 2024). Sin embargo, diversos
autores coinciden en que la productividad de esta planta depende fuertemente de las condiciones
de cultivo, particularmente del medio nutritivo utilizado, el cual debe proporcionar macro y
micronutrientes en proporciones equilibradas para favorecer una alta tasa de multiplicacion y

calidad fisioldgica (Mohan & Hosetti, 1999).

Por esta razon, distintos organismos internacionales han desarrollado lineamientos y métodos
estandarizados para su uso en la evaluacion de contaminantes y condiciones ambientales (Ramirez
Babativa, 2019). Particularmente, la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos
(OECD) recomienda el uso de una variante del medio Swedish Standard (SIS) por su eficacia y
estandarizacion ((SIS), 1995 ; OECD, 2022). Mientras que la norma ISO 20079 sugiere el medio
Steinberg modificado. Sin embargo, la eficiencia del medio SIS puede variar segin factores
ambientales y bioquimicos especificos(ISO, 2005). La eleccion del medio O6ptimo puede estar
influenciada por la procedencia de la cepa, la calidad del agua base, la temperatura, la
disponibilidad de luz y otros factores que varian segun el contexto geografico (Sree & Appenroth,

2022).
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Por lo tanto, estudios como el de Van Dyck, resaltan la necesidad de realizar evaluaciones locales
que permitan identificar cudl medio de cultivo proporciona mejores condiciones para el crecimiento
acelerado y sostenido de Lemna minor (Van Dyck et al., 2021). Antes de cualquier evaluacion
experimental, la seleccion y purificacion de la cepa vegetal constituye un paso fundamental para
evitar contaminaciones y sesgos en los resultados (Ortega-Acosta et al., 2017). La depuracion de
cepas mediante técnicas estandarizadas asegura la homogeneidad del material vegetal y su
adecuada respuesta a los tratamientos propuestos. Por tanto, la estandarizacion de estos procesos

contribuye a obtener resultados replicables y confiables en investigaciones aplicadas.

A partir de lo anterior, se plantea una evaluacion experimental del crecimiento de Lemna minor en
el medio Swedish Standard (SIS), suplementado con glucosa como fuente exdgena de carbono, con
el proposito de analizar su influencia bajo condiciones ambientales (Van Dyck et al., 2023). Esta
iniciativa responde a la necesidad de comprender el efecto de una fuente organica de carbono sobre
la tasa de multiplicacion vegetal, en funcion de mejorar el rendimiento del cultivo. Como lo sefialan
Demmig-Adams et al. (2022), la mejora en la formulacion de los medios nutritivos constituye una
estrategia fundamental para incrementar la eficiencia de los sistemas de produccion vegetal
destinados a aplicaciones agroindustriales, al permitir un uso mas racional de los recursos, acortar
los ciclos de cultivo e impulsar la incorporacion de estas tecnologias en esquemas de sostenibilidad

ambiental.
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Planteamiento del problema

En los ultimos afios, el crecimiento de la poblacion mundial, junto con los efectos del cambio
climatico, han intensificado los desafios relacionados con la seguridad alimentaria y sostenibilidad
ambiental (Graziano da Silva et al., 2021). La creciente demanda de alimentos y forrajes ha ejercido
presion sobre los recursos naturales, provocando la degradacion de ecosistemas, la escasez de
tierras agricolas y la contaminacion de cuerpos de agua. A esto se le suma la malnutricion global,
resultados de patrones alimentarios pobres en proteinas y vitaminas, exacerbados por el consumo
excesivo de azucares simples y a la estigmatizacion de ciertos nutrientes (Rock et al., 2017). Esta
situaciéon plantea la necesidad urgente de encontrar alternativas sostenibles y eficiente que
contribuyan tanto a la produccion de alimentos nutritivos como a la mitigacion de los problemas

ambientales.

En este contexto, las lentejas de agua han surgido como una alternativa prometedora debido a su
versatilidad y capacidad de adaptacion. Estas plantas acuaticas flotantes, pertenecientes a la familia
Lemnaceae, compuesta por macréfitas monocotiledoneas (Igbal et al., 2019; Kellaf & Zardoui,
2010). Esta familia incluye cinco géneros (Spirodela , Landoltia , Lemna , Wolffia , Wolffiella),
con un total de 37 especies identificadas (Appenroth et al., 2013; Van Hoeck et al., 2015). Las
lentejas de agua destacan por su rapido crecimiento en aguas dulces y su composicion nutricional

rica en almidon y proteinas (Ishizawa et al., 2020).

Dentro de este grupo, Lemna minor es la especie mas extendida a nivel mundial, caracterizada por
sus frondas flotantes y su raiz Uinica, que la estabiliza en el agua (Landolt, 1987). El alto contenido
de nutrientes de Lemna minor la convierte en una alternativa prometedora para la alimentacion
humana y animal, asi como en materia prima potencial para la produccion de biocombustibles
(Ishizawa et al., 2020). Ademas, esta planta ha demostrado una notable capacidad para la
fitodepuracion de cuerpos de agua contaminados, absorbiendo metales pesados y otros compuestos

toxicos, mientras libera oxigeno mediante la fotosintesis (Zambrano Intriago, 2023).
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En Colombia, se ha evaluado el uso de Lemna minor en aguas residuales provenientes del
procesamiento de fique y aguas municipales, obteniendo resultados favorables en condiciones
controladas (Arias et al., 2016; Cuello et al., 2016). Estas caracteristicas hacen que su cultivo sea
atractivo desde una perspectiva ambiental, ya que requiere bajos costos de produccion, no compite
con tierras agricolas y se adapta facilmente a diversas condiciones ambientales(Jaimes Prada et al.,

2024).

La necesidad de mejorar el cultivo de Lemna minor ha impulsado investigaciones enfocadas en su
desarrollo en medios de cultivo estandar, reconocidos por proporcionar nutrientes esenciales para
el crecimiento de plantas acuaticas (Khvatkov et al., 2019). Segtin Driever, las condiciones 6ptimas
para el cultivo de Lemna minor incluyen un pH de 6.5 y 7.5, temperaturas de 18°C a 30°C y un
fotoperiodo de 14 horas, pardmetros que favorecen su rapido crecimiento y acumulacion de
biomasa (Driever et al., 2005). Sin embargo, estudios recientes han identificado que la respuesta
de Lemna minor puede variar segun la composicion nutricional del medio y las condiciones
ambientales especificas (Coughlan et al., 2022). Lo que subraya la importancia de ajustar estos

parametros para potenciar su productividad y contenido nutricional.

El presente estudio busca evaluar el crecimiento de Lemna minor, en el medio Swedish Standard
(SIS) con y sin suplementacion de glucosa con el fin de determinar cuél de ellos potencia mejor las
condiciones para su desarrollo. Este enfoque no solo aborda una problematica ambiental, sino que
también explora alternativas sostenibles y econdmicas para la agroindustria al evaluar el potencial
de Lemna minor como recurso agricola. Al mejorar su cultivo en medios estandar, se busca ofrecer
soluciones viables frente a desafios como la escasez de recursos, el cambio climatico y el aumento
de los costos de insumos agricolas, promoviendo asi una agricultura mas eficiente y resiliente

(Zulfigar et al., 2024).

En consecuencia, del problema expuesto surge la siguiente pregunta de investigacion:

(Como varia la biomasa de Lemna minor cultivada bajo condiciones ambientales al comparar el

medio Swedish Standard (SIS) con y sin suplementacién de glucosa?
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar el efecto de suplementar el medio de cultivo Swedish Standard (SIS) con glucosa en el

crecimiento de Lemna minor bajo condiciones ambientales.

Objetivos especificos

Elaborar una revision de literatura para identificar el efecto de adicionar nutrientes al medio

de cultivo inicial y determinar los protocolos de evaluacion de tasas de crecimiento y biomasa.

Adaptar un protocolo experimental para obtencion de una cepa axénica de Lemna minor a

condiciones ambientales.

Determinar el efecto de la glucosa como suplemento del medio de cultivo Swedish

Standard (SIS) estandar para crecimiento de Lemna minor.
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Antecedentes
La especie Lemna minor (lenteja de agua) es una planta acudtica de pequeno tamafio perteneciente
a la familia Lemnaceae. Esta planta ha sido ampliamente utilizada en estudios relacionados con la
calidad del agua, especialmente por su capacidad para absorber metales pesados (Radic et al.,
2010). Actualmente, se considera una de las alternativas mas eficaces para el tratamiento de aguas
residuales domésticas, destacando por su mayor tolerancia a bajas temperaturas en comparacion
con otras especies. Asimismo, presenta ventajas practicas frente a organismos como las algas, ya
que es mas sencilla de recolectar y posee una alta tasa de reproduccién, facilitada por su

propagacion asexual por division celular (Miranda, 2013, p. 5).

Saha, Banerjee y Sarkar sefialan que para que Lemna minor pueda desarrollarse de manera rapida
y eficiente, es fundamental la presencia de una elevada concentracion de nutrientes en su entorno.
Esta necesidad nutricional ha permitido que la especie desarrolle una gran capacidad para absorber
de forma acelerada los minerales esenciales que se encuentran en el agua donde vive. Asi, la lenteja
de agua no solo aprovecha los nutrientes disponibles, sino que también contribuye a depurar el
medio acudtico al reducir la carga organica. Los compuestos absorbidos pasan a formar parte de su
estructura celular, es decir, se convierten en biomasa, lo que refuerza su utilidad en procesos de

fitorremediacion (Saha, Banerjee y Sarkar, 2015, p. 13)

Actualmente, la fitorremediacion se ha consolidado como una alternativa efectiva para disminuir
la contaminacion del medio ambiente y, al mismo tiempo, aprovechar las aguas residuales. Sin
embargo, a pesar de sus multiples ventajas, aun se cuenta con informacion limitada respecto a los
factores que pueden optimizar el rendimiento y la productividad de las macroéfitas utilizadas en

€stos procesos.

Segun Coughlan et al. (2022, p. 6), se realizd un estudio para analizar como las condiciones fisicas
del flujo de agua influyen en el crecimiento de Lemna minor. Se probaron diferentes caudales (0.5,
1.5 y 3.0 litros por minuto) y profundidades de agua (25 mm y 50 mm), evaluando la produccién
de biomasa como indicador de su capacidad para la fitorremediacion. Los resultados mostraron que
el mejor desarrollo de la planta se logroé con un caudal de 1.5 L/min y una profundidad de 50 mm,
lo que representa una velocidad de 0.0012 m/s. Esto indica que Lemna minor crece mejor en flujos
moderados, ya que flujos mas rapidos pueden dafiarla fisicamente. También se sefiald6 que el

crecimiento puede variar segun la cantidad de nutrientes disponibles en el agua residual.
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En un estudio realizado por (Saha, Banerjee y Sarkar, 2015) se investigd la capacidad de
fitorremediacion de la planta Lemna minor en aguas residuales contaminadas con cloruro y sulfato.
El objetivo de esta investigacion fue ver la capacidad de remediacion de Lemna minor 'y evaluar la
calidad del agua a través de la medicion los parametros como pH, DBO, DQO y TDS. Los
resultados revelaron que el pH del agua aumentd, lo que es un indicador de una mejoria en la
calidad del agua. Ademas, se observo que Lemna minor logrd eliminar un 30% de cloruro, un 16%
de sulfato y un 14% de los TDS en un periodo de 21 dias. Estos hallazgos sugieren que Lemna
minor posee la capacidad de eliminar contaminantes y es efectiva para llevar a cabo la

fitorremediacion.

El uso de Lemna minor en procesos de fitorremediacion ofrece varias ventajas importantes frente
a otras técnicas para tratar aguas residuales. En primer lugar, es una alternativa sostenible y
econdmica, ya que no requiere equipos costosos ni genera grandes volumenes de lodos. Ademas,
esta planta tiene la capacidad de remover diversos tipos de contaminantes, como nutrientes, metales
pesados y compuestos organicos persistentes. Finalmente, se ha comprobado que Ila
fitorremediacion con Lemna minor es altamente efectiva en la eliminacion de nutrientes y metales

pesados presentes en aguas servidas (Barboza Herrera, R. M., & Ruiz Campos, B. B. 2023).
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Justificacion

La lenteja de agua (Lemna minor) es una planta acudtica flotante reconocida por ser una de las
especies con el crecimiento mas rapido del mundo. Habita principalmente en cuerpos de agua dulce
con poco movimiento, como humedales, y estd presente en muchas regiones del planeta. Se
caracteriza por su estructura sencilla, sin tallos ni hojas visibles, y por presentar pequefas raices
delgadas que cuelgan desde su parte inferior. Esta simplicidad le permite reproducirse con facilidad
y colonizar grandes superficies de agua en poco tiempo (Jaimes Prada, O., Lora Diaz, O., & Tache

Rocha, K. , 2024)

Una de sus ventajas mas destacadas es que puede cultivarse facilmente y a bajo costo, incluso sin
utilizar medios de crecimiento ni fertilizantes. Esto se debe a su alta tasa relativa de crecimiento
(TRC), lo que significa que puede generar grandes cantidades de biomasa en periodos cortos,
utilizando espacios pequefios y con poca profundidad de agua (entre 30 y 50 centimetros). Aunque
puede desarrollarse en condiciones variadas, su productividad mejora cuando se respetan ciertos
factores ecologicos, como una temperatura moderadamente calida, buena luz solar y disponibilidad
de nutrientes. Estas condiciones, aunque amplias, pueden variar ligeramente dependiendo de la

especie (Jaimes Prada, O., Lora Diaz, O., & Tache Rocha, K. , 2024).

Ademas de su valor como planta de rapido crecimiento, Lemna minor ha despertado el interés de
la comunidad cientifica por su capacidad de responder a diferentes sustancias presentes en el agua.
En particular, se ha utilizado en pruebas de toxicidad ambiental, ya que puede mostrar como ciertos
contaminantes afectan a organismos mas complejos, incluidos los seres humanos. Su uso en este
tipo de estudios ha aumentado debido a la necesidad de encontrar métodos sencillos y economicos

para identificar niveles de toxicidad en ambientes acuaticos (Arroyave, M. D. P. 2004)

En Colombia existe una notable biodiversidad de plantas acuéticas, y los estudios sobre este grupo
vegetal han cobrado relevancia en los tltimos afios, especialmente en regiones como la Andina, la
Caribe y la Orinoquia. Segun el catdlogo de Plantas y Liquenes de Colombia, se han registrado 168
especies de macrofitas acuaticas (Atuesta-Ibargiien, 2019), entre ellas Lemna minor. Esta planta,
ademas de su uso en el tratamiento de aguas, también ha demostrado ser 1til en aplicaciones

agroindustriales, gracias al alto contenido de proteinas en su biomasa. De hecho, ya se ha utilizado
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en la alimentacion de animales como peces, aves y cerdos, e incluso se ha explorado su uso para
consumo humano (Tache Rocha, 2021). Estas cualidades la convierten en un recurso valioso para

promover sistemas de produccion sostenibles, alineados con los principios de la economia circular.

En este contexto, el presente proyecto tiene como objetivo evaluar el crecimiento de Lemna minor
en el medio Swedish Standard (SIS), comparando las condiciones con y sin la adicidon de glucosa
como fuente externa de carbono. Esta investigacion busca analizar si la suplementacion con glucosa
mejora el desarrollo de la planta en condiciones ambientales. Dado su potencial como alimento y
como herramienta para el tratamiento de aguas residuales, los resultados del estudio podrian aportar
a nuevas estrategias que reduzcan el impacto ambiental y favorezcan el uso sostenible de los

recursos naturales.
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Marco teorico

Lenteja de agua (Lemma Minor)

Lemma Minor, también conocida como lenteja de agua, pertenecientes a la familia Araceas, son
plantas acuaticas, consideradas como un tipo de algas, tienen una distribucidon universal y se
encuentran principalmente en la superficie de cuerpos de agua dulce como charcos, ciénagas, lagos
y rios de aguas calmadas, poseen una notable capacidad de reproduccion y crecimiento acelerado.
Tradicionalmente, Lemna minor ha sido utilizada como un agente de biorremediacion debido a su
habilidad para absorber minerales, sales, compuestos nitrogenados y metales pesados presentes en

los cuerpos de agua(Jaimes Prada et al., 2024).

La clasificacion de la planta acuatica Lemna minor, segun el Servicio de Conservacion de Recursos

Naturales del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1 Clasificacion de la planta acudtica Lemna minor

Reino Plantae — Plantas

Subreino Tracheobionta — Plantas vasculares
Superdivision  Spermatophyta — Plantas con semilla

Division Magnoliophyta — Plantas con flores

Clasificacion Liliopsida — Monocotiledoneas

Subclase Arecidae

Orden Arales

Familia Lemnaceae Martinov — Familia de lenteja agua
Género Lemna L. — Lenteja de agua

Especie Lemna minor L. — lenteja de agua comun

Fuente. Tabla adaptada del catdlogo de perfiles de plantas (USDA, 2023)


https://plants.usda.gov/home/classification/16453
https://plants.usda.gov/home/classification/16458
https://plants.usda.gov/home/classification/16464
https://uniminuto0-my.sharepoint.com/personal/isabella_narvaez_uniminuto_edu_co/Documents/ISA/EL%20%C3%9ALTIMO%20X%20!!!!!/TESIS/Formato%20Nata/Evaluaci%C3%B3n%20del%20potencial%20bioestimulante%20de%20extractos%20de%20lenteja%20de%20agua%20(Lemna%20minor)%20cultivada%20en%20vinaza%20sobre%20el%20cultivo%20de%20ca%C3%B1a%20de%20az%C3%BAcar%20-%20%20Natalia%20-copia.docx#_ENREF_78
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En un estudio realizado por Zayed, se evalu¢ la capacidad de Lemna minor para acumular diversos
metales pesados como cadmio, cromo, cobre, niquel, plomo y selenio. Los resultados indicaron
que esta planta es un acumulador eficaz de cadmio, selenio y cobre, mientras que tiene una
capacidad moderada para acumular cromo y una capacidad limitada para niquel y plomo. Estos
hallazgos resaltan el potencial de Lemna minor para la remocion de metales pesados en aguas
residuales contaminadas, gracias a su capacidad para almacenar altas concentraciones de estos
metales y su rapida tasa de propagacion, lo que la convierte en una opcion prometedora para la

fitorremediacion (Zayed et al., 1998).

Medios de Cultivo estandar

Los medios de cultivo estdndar son soluciones nutritivas especificamente formuladas para
proporcionar los elementos esenciales que requieren las plantas acudticas para su Optimo
crecimiento y desarrollo (Ceschin et al., 2019). En el caso de Lemna minor, estos medios contienen
macronutrientes (nitrégeno, fosforo, potasio, calcio, magnesio y azufre) y micronutrientes (hierro,
manganeso, zinc, cobre, molibdeno y boro) en concentraciones controladas (Li et al., 2020). Los
medios mas utilizados para el cultivo de Lemna minor son Murashige & Skoog (MS), desarrollado
por (Classic Murashige & Skoog, 1962); Gamborg (B5), formulado por (Gamborg et al., 1968);
Schenk & Hildebrandt (SH), disefiado por (Schenk & Hildebrandt, 1972); BOi2Y, propuesto por
(Blaydes, 1966); Knop (Kn), creado por (Knop, 1865); Hoagland & Arnon (HA), establecido por
(Hoagland & Arnon, 1938); Gorham (Go), elaborado por (Gorham, 1950), Steinberg (St),
formulado por (Steinberg, 1946) y Swedish Standard SIS (Swedish Institute for Standards, SIS,
1922). Estos medios permiten estudiar el comportamiento de la planta bajo condiciones controladas
y estandarizadas, facilitando la comparacion de resultados entre diferentes investigaciones y la

evaluacion de parametros especificos de crecimiento (Ziegler et al., 2016).
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Factores de crecimiento de plantas acuaticas

Los factores que determinan el crecimiento de las plantas acudticas, especialmente macrofitas y
macroalgas enraizadas, han sido ampliamente estudiados mediante modelos que simulan su
produccion en ambientes acuaticos. Estos modelos no solo ayudan a formular hipétesis sobre los
mecanismos de retroalimentacién que afectan su desarrollo, sino que también permiten predecir
como responderan estas plantas a cambios en la calidad y manejo del agua. Entre los factores
ambientales mas influyentes se encuentran la intensidad de la luz solar, la temperatura del agua, la
velocidad del flujo hidrico y las concentraciones de nutrientes disueltos, particularmente fosforo,
nitrégeno y carbono inorganico. Estos elementos impactan directamente procesos fisiologicos
esenciales como la fotosintesis, la respiracion, la pérdida de biomasa por arrastre (lavado) y la

descomposicion natural de las plantas (Carr, G. M., Duthie, H. C., & Taylor, W. D. 1997)

Fisiologia vegetal

Las macroéfitas acudticas sumergidas representan un grupo heterogéneo de organismos
fotosintéticos que incluye tanto plantas no vasculares (como algas y briofitas) como vasculares
(helechos y angiospermas). Estos organismos muestran una notable diversidad en sus mecanismos
de fijacion de carbono. A diferencia del ambiente terrestre, en los sistemas acuaticos la
disponibilidad de carbono inorganico es limitada debido a la lenta difusion del CO: en el agua, lo
que afecta directamente la fotosintesis. En estos medios, el bicarbonato (HCOs") es la forma
predominante de carbono disponible, aunque su concentracion puede variar espacial y
temporalmente. Ante estas limitaciones y ante los efectos negativos de la fotorrespiracion
provocada por altas concentraciones de oxigeno, las macréfitas han desarrollado mecanismos
especializados de concentraciéon de CO: (CCM) para optimizar su eficiencia fotosintética en

ambientes acuaticos (Madsen et al., 1996)
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Analisis bibliométrico

Con el objetivo de establecer la relevancia y el estado actual de las tematicas estudiadas, asi como
analizar las tendencias de publicacion relacionadas con Lemna minor y medios de cultivo, se
realiz6 una busqueda sistematica en la base de datos Scopus. Esta plataforma fue seleccionada por
su amplia cobertura de literatura cientifica revisada por pares y su capacidad para proporcionar

analisis bibliométricos detallados.

La metodologia empleada consistié en la busqueda individual de cada término clave, permitiendo
identificar no solo el volumen de publicaciones sino también su evolucion temporal, las principales
areas de investigacion, los paises mas productivos y las instituciones lideres en cada campo. Este
analisis exhaustivo proporciona una vision integral del panorama cientifico actual y las tendencias

emergentes en estas areas de estudio interconectadas.

Analisis bibliométrico palabra clave “Lemma minor”

Se observa un crecimiento sostenido en la produccion cientifica, con un total de 176 documentos
desde 2008. Sin embargo, el aumento mas notable ha ocurrido en los ultimos afios, especialmente
a partir de 2020, cuando las publicaciones comenzaron a superar los 10 documentos anuales. El
mayor pico se presentd en 2022, con cerca de 20 documentos, mientras que en 2023 y 2024 la
produccion se mantuvo constante, con aproximadamente 16 publicaciones por afio. Esto sugiere
una creciente relevancia de Lemna minor en estudios ambientales, biotecnoldgicos y de

fitorremediacion, como se observa en la Figura 1.

El andlisis bibliométrico de Lemna minor por pais en Scopus revela que Estados Unidos lidera la
produccion cientifica con 56 documentos, seguido de China (24) y Canad4 (18). En Europa,
Alemania (17) y Polonia (14) destacan por su contribucion. En América Latina, Colombia registra
10 documentos, ubicandose por encima de paises como Israel y la Federacion Rusa. Aunque la

produccion cientifica colombiana es menor en comparacion con potencias como Estados Unidos o
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China, su presencia en el andlisis demuestra un interés creciente en el estudio de Lemna minor,
posiblemente en el contexto de la biotecnologia y la remediacion ambiental, representado en la

Figura 2.

Segun la Figura 3, los principales campos de interés en los estudios sobre Lemna minor son las

ciencias ambientales, la agricultura y la bioquimica.

Figura 1
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Fuente. Elsevier (2025). Grafico elaborado con la herramienta de analisis de datos de Scopus.



EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE LENTEJA DE AGUA (LEMNA MINOR) ... 28

Figura 2

Documentos por pais — palabra clave Lemna minor.
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Fuente. Elsevier (2025). Grafico elaborado con la herramienta de analisis de datos de Scopus.
Figura 3

Documentos por drea — palabra clave Lemna minor
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Fuente. Elsevier (2025). Grafico elaborado con la herramienta de analisis de datos de Scopus.
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Analisis bibliométrico palabra clave “duckweed AND standard AND media”

La busqueda en Scopus con los términos duckweed AND standard AND media arrojéo 12
documentos publicados entre 2008 y 2024. La produccidn cientifica en este tema es limitada y no
muestra un crecimiento sostenido. En la mayoria de los afios recientes, solo se ha registrado un
articulo, con excepcion de 2023, cuando se publicaron dos. La escasa cantidad de estudios sugiere
que, aunque hay interés en el uso de duckweed en medios estandar, el tema ain no ha sido

ampliamente explorado en la literatura cientifica, la informacion se presenta en la Figura 4.

Figura 4
Documentos por ario - palabra clave “duckweed AND standard AND media”
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Fuente. Elsevier (2025). Grafico elaborado con la herramienta de analisis de datos de Scopus.

La distribucion geografica de publicaciones demuestra que la mayor produccion cientifica proviene
de Estados Unidos,China e India con dos documetos, mientras que Canada, Alemania, India, Japon,
los Paises Bajos cuentan con un documento cada uno. La distribucion geografica de los estudios
sugiere que el tema ha sido explorado principalmente en paises con tradicion en investigacion
biotecnoldgica y ambiental, aunque con un alcance limitado a nivel global de acuerdo con lo

representado en la Figura 5.
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Figura 5
Documentos por pais — palabra clave “duckweed AND standard AND media”
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Fuente. Elsevier (2025). Grafico elaborado con la herramienta de andlisis de datos de Scopus.

Al revisar la produccion cientifica por disciplinas la mayoria de los estudios se concentran en las
Ciencias Agricolas y Bioldgicas (9 documentos) y en Ciencias Ambientales (8 documentos). Otras
areas con menor representacion incluyen Bioquimica, Genética y Biologia Molecular (4
documentos), Ingenieria (2 documentos) y Quimica (1 documento). Ademas, disciplinas como
Ciencias de la Computacion, Ciencias de la Tierra, Inmunologia, Ciencia de Materiales y Ciencias
Sociales cuentan con una tnica publicacion cada una. Estos datos reflejan un enfoque predominante
en la aplicacion de duckweed en el ambito agroambiental, con menor presencia en areas

tecnologicas y sociales, tal como se aprecia en la Figura 5.
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Figura 6
Documentos por area — palabra clave “duckweed AND standard AND media”
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Fuente. Elsevier (2025). Grafico elaborado con la herramienta de analisis de datos de Scopus.
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Estado del arte

El estudio de especies acuaticas como Lemna minor ha cobrado una creciente importancia por su
versatilidad fisioloégica y su potencial en la generacion de biomasa 1util para aplicaciones
agroindustriales y ambientales (Chévez et al., 2024). Su uso se ha extendido en diversos campos,
desde estudios fisiologicos hasta aplicaciones agroindustriales y ecologicas, dado su rapido
desarrollo vegetativo, capacidad de absorcion de compuestos organicos € inorganicos, y su

eficiencia en la produccion de biomasa en tiempos cortos (Herrera Salazar, 2021).

El medio Swedish Standard (SIS) se ha consolidado como una herramienta experimental
estandarizada para el cultivo de Lemna minor en condiciones controladas, permitiendo evaluar su
comportamiento fisiolégico frente a diversas variables externas (Horemans et al., 2016).
(Benghaffour et al., 2023), emplearon este medio para analizar la toxicidad de soluciones de
pesticidas ozonizados en presencia de montmorillonita intercambiada con cationes, evidenciando
que la composicion del medio modula significativamente la respuesta fisioldgica de L. minor. Por
su parte, (Moody & Miller, 2005) establecen que, para garantizar la validez de ensayos
toxicologicos, el medio SIS debe permitir un incremento de al menos ocho veces en el nimero de
frondas de L. minor durante el periodo de exposicién experimental, reflejando condiciones

adecuadas para su crecimiento.

En cuanto a la suplementacion con fuentes de carbono exdgeno, investigaciones han demostrado
que la adicion de glucosa puede influir en la acumulacion de biomasa en L. minor (Rodriguez et
al., 2025). En particular, se ha reportado que la adicion de glucosa al medio de cultivo incrementa
la actividad de enzimas clave vinculadas al crecimiento vegetal, como la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, lo cual favorece procesos metabolicos esenciales para la produccion de biomasa
(Hesse et al., 2003). Por otra parte, (Tilaki, 2010), evalud el efecto de estos carbohidratos como la
glucosa y la lactosa sobre la absorcion de fenol por L. minor en condiciones de agua dulce natural
contaminada, observando que su presencia reduce significativamente la captacion de dicho
compuesto. Asimismo, se determin6 que la eficiencia de absorcion de fenol depende de la densidad

de la biomasa, disminuyendo cuando la planta cubre completamente la superficie del agua.
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La glucosa ha sido asociada con la inhibicion de la floracién en L. minor, lo cual sugiere un papel
regulador en el desarrollo reproductivo de la especie (Posner, 1971). Destacando que la
suplementacion con azucares exdgenos no solo impacta la acumulacion de biomasa, sino también
la fisiologia y el ciclo de vida de la planta, aspectos que requieren ser investigados con mayor

profundidad en condiciones ambientales.

En América Latina, la investigacion sobre Lemna minor ha avanzado hacia aplicaciones practicas,
especialmente en sistemas acuaponicos y como fuente alimentaria alternativa (Palacios-Morales et
al., 2018). En Colombia (Feo, 2013), demostr6 la viabilidad de L. minor como fuente local de
proteina vegetal para el uso de humedales construidos como una solucion eficiente y de bajo costo
para tratar aguas residuales y generar biomasa utilizable, especialmente en zonas rurales sin acceso
a servicios basicos. (Herawati et al., 2020), evidenciaron en Indonesia que la harina fermentada de
L. minor puede reemplazar parcialmente a la costosa harina de soja en la alimentacion de tilapia
(Oreochromis niloticus), alcanzando los mejores resultados de crecimiento y eficiencia con un 2,5
% de inclusion. Por lo que, la pertinencia de esta especie en escenarios agroecologicos diversos,

contribuyendo a la seguridad alimentaria y al manejo sostenible de recursos.

En este sentido, resulta fundamental profundizar en la evaluacion del crecimiento de Lemna minor
en el medio SIS, con y sin suplementacion de glucosa, bajo condiciones ambientales propias de
Colombia. La generacion de informacion sobre la eficacia de este medio en climas tropicales y el
efecto de la glucosa como suplemento podria aportar elementos clave para optimizar la produccion
de biomasa de L. minor, fortaleciendo su potencial aplicacién en sistemas sostenibles de

produccion vegetal y biorremediacion en la region.
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Aspectos metodologicos

Esta investigacion se clasifico como un estudio experimental con enfoque cuantitativo, ya que
busco analizar de forma precisa y objetiva el comportamiento de Lemna minor al ser expuesta al
medio de cultivo Swedish Standard (SIS). A través de la aplicacion de tratamientos definidos en
condiciones ambientales, fue posible medir con exactitud los efectos del medio en el desarrollo de
la planta, lo que permitié establecer comparaciones entre los resultados y obtener conclusiones
basadas en datos verificables. Este tipo de enfoque es util en estudios bioldgicos porque permite

aislar variables especificas y evaluar su influencia en el organismo de interés.

El trabajo experimental se realizo en el laboratorio de la Universidad Nacional de Colombia, sede
Palmira, donde se utilizaron condiciones ambientales propias del entorno natural del lugar. Durante
el periodo de desarrollo del experimento, se registré una temperatura promedio cercana a los 26
°C. Las unidades experimentales se mantuvieron en frascos de vidrio, lo que facilito la observacion
del crecimiento de Lemna minor en cada uno de los tratamientos. Estas condiciones permitieron el
monitoreo constante de los ejemplares sin alterar significativamente su entorno, lo que asegurd una

mayor fidelidad en los resultados.

En cuanto a los recursos humanos, el equipo de investigacion estuvo conformado por dos
ingenieros y dos profesionales en formacion de la Corporacion Universitaria Minuto de Dios
(UNIMINUTO), quienes participaron activamente en el disefio experimental, recoleccion de datos
y analisis de resultados. Para complementar la revision tedrica y contextual del proyecto, se
consultaron bases de datos cientificas institucionales proporcionadas por UNIMINUTO.
Asimismo, se contd con el apoyo técnico del laboratorio de la Universidad Nacional de Colombia,
sede Palmira, donde se utilizaron equipos que permitieron realizar mediciones precisas y garantizar

la adecuada recoleccion de datos, como se presenta a continuacion:
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Equipos
Tabla 2 Equipos
Equipos
Termometro digital
Autoclave
Balanza analitica
Ph — Metro

THERMO-HYGRO

Fuente. Elaboracion propia

Materiales y reactivos

Tabla 3 Materiales y Reactivos

Material / Instrumental Reactivo Quimico Formula Quimica

Copas de vidrio Nitrato de sodio NaNOs

Pinzas Fosfato monopotasico KH:>PO4

Pipetas Sulfato de magnesio heptahidratado MgSO4-7H20
Cloruro de calcio dihidratado CaCl.-2H-0
Carbonato de sodio Na2COs
Acido bérico H:BOs
Cloruro de manganeso (II) tetrahidratado MnCl.-4H.0O
Molibdato de sodio dihidrato Na:MoOs4-2H>0
Sulfato de zinc ZnSO4-7H0
Sulfato de cobre (II) pentahidratado CuS0s4-5H20
Nitrato de cobalto Co(NO:s)26H-0
Cloruro férrico hexahidratado FeCls-6H-0
EDTA (solucién de sal disodica) Na.-EDTA-2H20

MOPS (buffer)

Fuente. Elaboracion Propia
La articulacion entre ambas instituciones permitié contar con los recursos fisicos, humanos y
académicos necesarios para el desarrollo riguroso del estudio.

Capitulo 1

Revision de literatura
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Metodologia

En este apartado se describe la metodologia utilizada para la elaboracién de una revision
sistematica de la literatura, con el objetivo de identificar el efecto de la adicion de nutrientes al
medio de cultivo inicial de Lemna minor, asi como de establecer los protocolos empleados para
evaluar la tasa de crecimiento y la produccion de biomasa. Para ello, se aplicaron procedimientos
rigurosos de busqueda, seleccion y andlisis de informacion, utilizando la base de datos Scopus

como fuente principal para la obtencién de indicadores descriptivos.

La metodologia incluy¢ la elaboracion de graficos que permitieron visualizar aspectos clave, tales
como la evolucion temporal de las publicaciones, los paises con mayor productividad cientifica y
los autores con mayor nimero de contribuciones en los afios 2010 al 2024. Ademas, se emple¢ el
software VOSviewer para complementar el andlisis mediante una representacion de la red
bibliografica, destacando los términos mas frecuentemente asociados a los estudios sobre Lemna

minor.

También se identificaron palabras clave presentes en articulos, tesis y documentos académicos
disponibles en Google Scholar que mostraban un grado de similitud temética con el presente
trabajo. Para la busqueda de informacion, se utilizaron los términos Lemna minor, biomasa y

glucosa como palabras clave principales.
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Ecuacion de busqueda
“Lemna minor” AND “Biomass” OR “Glucose”
Figura 7

Documentos por ario

Documents by year

45

40

Documents

2010 201 2012 2013 2004 2015 2016 2017 2018 2019 2020 201 2022 2023 2024
Year

Fuente. Elsevier (2025). Grafico elaborado con la herramienta de analisis de datos de Scopus.

Enla Figura 7, se logra evidenciar una evolucion ascendente en la produccion cientifica relacionada
con el tema entre los afios 2010 y 2024. Durante el periodo inicial (2010-2013), la cantidad de
publicaciones se mantuvo en niveles moderados, con registros que se situaban entre 12 y 18
documentos por afio. A partir de 2014, se observa un incremento gradual en la actividad
investigativa, alcanzando un primer punto maximo en 2015 con cerca de 23 publicaciones, seguido
por una disminucién pronunciada en 2017, aflo que presenta el menor nimero de documentos

registrados.

A partir de 2018, se percibe una recuperacion progresiva, con una tendencia de crecimiento
sostenido desde 2019 en adelante. Este comportamiento se intensifica particularmente en el periodo

2022-2024, alcanzando su punto mas alto en 2024 con cerca de 43 documentos. Esta evolucion
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refleja un interés creciente por la tematica, posiblemente motivado por su aplicacion en campos

emergentes como la biotecnologia, la fitorremediacion y la produccion de bioenergia.

Figura 8
Documentos por autor.
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Fuente. Elsevier (2025). Grafico elaborado con la herramienta de analisis de datos de Scopus.

Se destaca a los principales investigadores en la tematica analizada, siendo Jansen, M. A.K. el autor
con mayor numero de publicaciones (15 documentos), lo que sugiere una amplia trayectoria y
contribucion en el area. Le siguen Del Buono, D. y Morikawa, M., con 8 y 7 publicaciones
respectivamente, posiciondndose también como referentes relevantes. Los demas autores incluidos
presentan una producciéon maés equilibrada, con 5 documentos cada uno, lo cual refleja una

participacion constante en el desarrollo del conocimiento sobre el tema.

Analisis de VOSviewer
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VOSviewer es una herramienta utilizada para generar y representar graficamente redes de
informacion cientifica, como relaciones entre autores, publicaciones o términos clave. Mediante el
uso de clusters, el programa permite agrupar elementos relacionados, facilitando la identificacion
de lineas de investigacion, temas recurrentes y la estructura interna de un campo de estudio

(VOSviewer, Visualizing scientific landscapes).

Figura 9
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Fuente. (Van Eck, 2022). Gréfico elaborado con la herramienta de andlisis bibliométrico
VOSviewer.

Tabla 4Autores mas relevantes

Cluster 1 Bokhari (2016)
ROJO Sallah- ud- din (2017) La investigacion trata sobre el
Zuverza- mena (2015 comportamiento fisiologico de
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Lemna minor en medios

enriquecidos.
Cluster 2 Rozman(2022) El uso de Lemna en la produccion
MORADO Zhang (2014) de biomasa y tratamientos de aguas
Goswami (2014) residuales.
Cluster 3 Przystas (2012) El analisis  toxicologicos y
AZUL Muradov (2010) bioacumulacion de contaminantes.
Kotoula (2020)
Cluster 4 Ge (2012) Temas de crecimiento acelerado y
VERDE Ishizawa (2017) nutricion  vegetal en sistemas
Zhao (2014) acuaticos.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 10
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Fuente. (Van Eck, 2022). Gréfico elaborado con la herramienta de andlisis bibliométrico
VOSviewer.
El andlisis del efecto de la adicion de nutrientes al medio de cultivo inicial de Lemna minor se

centra en distintos conceptos claves que se presentaran en la siguiente tabla 5.
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Tabla 5Conceptos Claves

Lemna minor Es una planta angiosperma acuatica de flotacion
libre, reconocida por su rapido crecimiento y
alta capacidad de reproduccion. Se desarrolla
principalmente en cuerpos de agua dulce con
escasa movilidad, lo que le permite colonizar
extensas superficies en periodos cortos. (Jaimes
Prada, O., Lora Diaz, O., & Tache Rocha, K. ,
2024).

Biomasa Corresponde a la materia orgdnica generada a
lo largo del proceso de crecimiento y desarrollo
de esta especie acuatica (Biller ,2018)

Biorremediacion Es un proceso biotecnoldgico que emplea
organismos vivos para la descontaminacion y
restauracion de entornos afectados, como el
agua, suelos o la atmdsfera (Kensa, VM ,2011)

Plantas acuaticas Las plantas acuaticas, también denominadas
hidrofitas, macroéfitas o higréfilas, son especies
que habitan en medios acudticos, ya sea de
forma parcial o completamente sumergidas. Se
adaptan a una amplia variedad de ecosistemas
acuaticos, como lagos, rios, lagunas, deltas,
estanques, pantanos e incluso charcas (Jaimes
Prada, O., Lora Diaz, O., & Tache Rocha, K. ,
2024).

Glucosa Es wuna fuente energética ampliamente
empleada en medios de cultivo, particularmente
en el ambito de la microbiologia, donde facilita
el desarrollo de microorganismos y contribuye
a la diferenciacion e identificacion de distintas
especies (EdulLabc, 2021)

Aguas residuales Son aquellos liquidos contaminados que
resultan de descargas de origen doméstico e
industrial. Estas aguas suelen contener una
variedad de compuestos contaminantes
derivados de actividades urbanas o procesos
productivos, lo que representa un riesgo
potencial para el medio ambiente y la salud si
no son tratadas adecuadamente. (Ramalho, R.
S.,2021)

Bioacumulacion La bioacumulacion es un proceso mediante el
cual los organismos vivos incorporan de forma
progresiva y continua sustancias toxicas en su
organismo. Estos compuestos pueden incluir
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productos quimicos industriales, metales
pesados o particulas solidas como plésticos, y
su ingreso al organismo ocurre a través de
medios como el aire, el agua o el suelo (Mare
Nostrum, 2025)

Fuente: Elaboracion propia

Figura 11
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La Figura 11, representa las relaciones entre términos clave en publicaciones cientificas
relacionadas con Lemna minor. Esta red permite identificar no solo los conceptos mas
frecuentemente abordados en la literatura, sino también su evolucion temporal. El color de los
nodos indica el promedio de aparicion de cada término en el tiempo: los tonos azules corresponden
a conceptos que fueron prominentes en afios anteriores (2016 o antes), los verdes representan una
transicion intermedia (2017-2018), mientras que los tonos amarillos reflejan términos de interés

mas reciente (a partir de 2019). En el centro de la red destacan palabras como “Lemna minor”,



EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE LENTEJA DE AGUA (LEMNA MINOR) ... 43

“biomasa” y “plantas acudticas”, las cuales actuan como ejes tematicos fundamentales en este

campo de estudio.

Resultados y discusion

El anélisis en Scopus reveld una evolucion en las tematicas investigadas sobre Lemna minor. Entre
2010 y 2016, los estudios se concentraban en la toxicidad y respuestas fisiologicas de la planta
frente a diferentes compuestos, mientras que a partir de 2018 se observa un cambio hacia
investigaciones enfocadas en mejorar su crecimiento. En particular, se destaca el aumento en la
frecuencia de términos como glucosa, tasa de crecimiento y produccion de biomasa, lo cual refleja
un interés por fortalecer su cultivo y productividad con fines ambientales y biotecnologicos. Esta
tendencia se alinea con el objetivo del presente estudio, que evalu¢ el crecimiento de Lemna minor
al adicionar glucosa en el medio de cultivo. Los resultados obtenidos mostraron que la adicion de
glucosa incrementd notablemente la tasa de crecimiento y la biomasa fresca respecto a los

tratamientos sin glucosa, confirmando asi lo reportado en la literatura reciente.

Por otro lado, el andlisis de palabras clave y autores mediante VOSviewer permitio identificar
cuatro lineas principales de investigacion. El primer grupo aborda los aspectos fisioldgicos y
morfoldgicos de Lemna minor; el segundo, su uso en fitorremediacion y recuperacion de aguas
contaminadas; el tercero se enfoca en los efectos toxicos de distintos compuestos sobre su
desarrollo; y el cuarto trata sobre estrategias para mejorar su rendimiento, incluyendo el uso de
nutrientes. Las palabras clave méas comunes respaldan la importancia de seguir investigando
métodos que optimicen su crecimiento. De este modo, los hallazgos del presente estudio no solo
coinciden con estas lineas actuales, sino que aportan evidencia concreta sobre el efecto positivo de
la glucosa en el cultivo de Lemna minor, lo cual podria potenciar su aplicacion en procesos

sostenibles.
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Capitulo 2

Adaptar un protocolo experimental para obtencion de una cepa axénica de Lemna minor a

condiciones ambientales.

Metodologia

El estudio se llevo a cabo en el campus de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Palmira.
Esta sede dispone de areas especializadas para la investigacion agricola y ambiental, asi como de
laboratorios equipados adecuadamente para el desarrollo de ensayos microbiologicos. Estas
instalaciones proporcionan un entorno controlado y propicio para trabajos experimentales con
organismos acuaticos y microorganismos. La region presenta un clima tropical hiimedo, con
temperaturas promedio que oscilan entre los 24 °C y 30 °C, y una humedad relativa entre el 70 %
y 80 % (Del Cauca, 2015). La radiacion solar promedio anual en Palmira es de aproximadamente
5,2 kWh/m?/dia, con un fotoperiodo cercano a las 12 horas de luz diaria durante todo el afio, lo que
favorece notablemente los procesos fotosintéticos (IDEAM 2020). Estas condiciones son ideales
para el crecimiento de plantas acuaticas como Lemna minor, facilitando su cultivo y estudio en

ambientes semicontrolados.

La purificacion de cepas microbianas es un proceso fundamental en estudios biotecnoldgicos, ya
que garantiza la obtencion de cultivos axénicos y estables para ensayos posteriores (Hernandez
Paredes, 2011). En esta seccion se adapt6 un protocolo experimental para la purificacion preliminar
de una cepa axénica de Lemna minor, proveniente de una cepa comercial obtenida de una fuente
natural ubicada en el municipio de Roldanillo, Valle del Cauca. La pureza y estabilidad de la cepa
fueron evaluadas mediante observacion morfologica directa, estableciéndose asi un marco
metodoldgico para posteriores analisis de estabilidad estructural y funcional bajo diferentes

condiciones de cultivo.
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Obtencion y caracteristicas de la cepa de Lemna minor

Figura 12

Cepa Lemna minor-Roldanillo

Fuente. Elaboracion Propia.

La cepa de Lemna minor utilizada en este estudio corresponde a una cepa comercial, obtenida
originalmente de una fuente natural ubicada en el municipio de Roldanillo, al norte del
departamento del Valle del Cauca, Colombia. Este municipio se encuentra aproximadamente a una
altitud de 966 metros sobre el nivel del mar, en las coordenadas geograficas 4°24'00"N y
76°09'00"0. Roldanillo presenta un clima calido y hiimedo, con una temperatura media anual
cercana a los 24 °C, una humedad relativa promedio entre el 75 % y el 80 %, y precipitaciones
anuales que oscilan entre 1.200 y 1.800 mm (Melo Franco & Ruiz Murcia, 2025). Los cultivos se
desarrollaron bajo condiciones ambientales que reproducen parcialmente el entorno natural de la
region, en lo que respecta a temperatura, iluminacion y humedad. Para los ensayos experimentales
se seleccionaron frondas sanas, vigorosas y morfologicamente homogéneas, asegurando la calidad

y uniformidad de la poblacion utilizada.
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Protocolo de purificacion de la cepa

Una cepa axénica se refiere a un cultivo vegetal libre de contaminacion microbiana como bacterias,
hongos u otros organismos, lo cual es esencial para estudios que requieren una alta rigurosidad
experimental (Albertd, 1995). El uso de cepas axénicas garantiza que los efectos observados se
deben exclusivamente a las respuestas fisiologicas de la planta, eliminando las posibles
interferencias de microorganismos externos (Moronta et al., 2006). En este estudio, se adaptd un
protocolo experimental para la purificacion preliminar de una cepa axénica de Lemna minor, el
cual consistiéo en modificar el medio de cultivo mediante la adicién de glucosa como fuente de
carbono, lo que permiti6 mantener la viabilidad de las frondas durante la fase preliminar de

purificacion.

El protocolo de purificacion tiene como objetivo estandarizar el proceso de obtencion de una cepa
axénica de Lemna minor para su uso en condiciones experimentales. Este procedimiento se basa
en las metodologias propuestas por (Hillman, 1961) y los lineamientos del Grupo de Procesos
Quimicos y Bioquimicos de la Universidad Nacional de Colombia, adaptados al contexto local
(Godoy Silva, 2025). Para ello, se emplearon frondas sanas y homogéneas, provenientes de cultivos

establecidos en Roldanillo, Valle del Cauca.
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Figura 13
Flujograma- Método de Purificacion y Propagacion Aséptica de Lenteja de Agua
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Fuente. Adaptado (Godoy Silva, 2025).
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Durante el cultivo se monitorearon variables como temperatura y humedad relativa, garantizando
un entorno estable para el crecimiento. La poblacion experimental estd compuesta por frondas
seleccionadas bajo criterios de uniformidad morfologica. Previo a su utilizacion, las frondas seran
sometidas a un proceso de desinfeccion superficial mediante lavado con agua estéril y posterior
inmersion en agentes descontaminantes como soluciones diluidas de hipoclorito, permitiendo la
obtencion de ejemplares viables y libres de contaminantes. A partir de una fronda viable y aséptica,
se estableceran subcultivos en condiciones estériles que aseguren la propagacion clonal continua
de la biomasa requerida para los ensayos experimentales como se observa en la Figura 8. Este
procedimiento busca obtener cultivos axénicos de Lemna minor mediante una secuencia

estructurada de seleccion, descontaminacion, cultivo, monitoreo y evaluacion microbiologica.

Establecimiento de una cepa axénica de Lemna minor

El primer paso consistio en la seleccion de muestras iniciales, donde se escogieron frondas con
apariencia saludable, sin signos visibles de dafio, necrosis ni contaminacion superficial. Estas
frondas fueron seleccionadas bajo criterios de uniformidad morfoldgica y vitalidad, lo cual asegur6
una base adecuada para el proceso de purificacion. Posteriormente, se realizé un lavado preliminar

utilizando agua potable directamente de la llave.

Figura 14

Seleccion morfologica y lavado de frondas

Fuente. Elaboracion Propia.
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Nota: Muestra de referencia, acondicionada. Se distribuyen muestras.

Las frondas se colocaron en un colador de poro fino y se enjuagaron de forma vigorosa para
remover residuos de algas, restos vegetales y pequefios invertebrados. Se evité el uso de recipientes
cerrados para la agitacion, priorizando el lavado abierto que permitié una limpieza mas eficiente y

controlada.

Incubacion en medio mineral con glucosa

Figura 15

Frondas en medio con glucosa

Fuente. Elaboracion Propia.

Las frondas vegetales, previamente lavadas, fueron transferidas a un medio mineral no estéril,
suplementado con glucosa 3 g/L. Este medio tuvo como objetivo promover la proliferacion de los
microorganismos asociados, estimulando su paso a formas vegetativas més susceptibles a los
desinfectantes. La incubacion se mantuvo durante varios dias, observandose turbidez en el medio

como indicador del crecimiento microbiano.
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Observaciones morfologicas

Previo a esta etapa, se llevo a cabo un registro fotografico sistematico de las muestras de Lemna
minor en su fase de lavado preliminar. Este procedimiento tuvo como objetivo documentar el
estado morfologico y sanitario de las frondas antes del tratamiento quimico. En la Tablas se
presentan las observaciones correspondientes a los dias 8, 12 y 15 de mayo de 2025, en donde se
evaluaron aspectos como homogeneidad, coloracion, presencia de dafios visibles, variabilidad
morfoldgica y respuesta al flujo de aire. Las muestras se mantuvieron en agua clara, y en general,
se evidenciaron frondas verdes y sanas.

Tabla 6 Lavado Preliminar de Lemna minor — Registro Fotografico (08/05/2025)

Registro de Muestras de Lentejas de Agua (Lemna minor)

Fotografia Descripcion de 1a muestra
Contenedor CAJA 3
Hora de la toma 4:40 pm
Observaciones Muestra de  referencia
acondicionada. Frondas

distribuidas hacia las demas
cajas para asegurar

homogeneidad
experimental.

Analisis visual Frondas verdes de tamafo
uniforme, flotacion

adecuada, sin evidencia de
necrosis. Agua clara.

Contenedor CAJA 2
Hora de la toma 4:40 pm
Observaciones Se identifican diferencias

morfoldgicas entre frondas
individuales  (forma y

numero). Leve
heterogeneidad en el
tamailo.

Analisis visual Frondas verdes, sin lesiones
visibles. Agua clara, sin
residuos.

Contenedor CAJA 1
Hora de la toma 4:40 pm
Observaciones Condiciones homogéneas

tras lavado. Ausencia de
dafios fisicos. Buen estado

general.

Analisis visual Frondas saludables, verdes,
distribucion uniforme.
Agua clara.

Fuente. Elaboracion Propia
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En la Tabla 6, las frondas mostraron un aspecto saludable y uniforme. Las condiciones eran
estables: frondas verdes, agua clara y sin sefiales de dafio o deterioro, temperatura ambiente 27°C.
Esta etapa marco el punto de partida del experimento, donde las muestras fueron distribuidas

equitativamente desde la caja de referencia Caja 3, hacia las otras unidades experimentales.

Tabla 7Lavado Preliminar de Lemna minor — Registro Fotografico (12/05/2025)

Registro de Muestras de Lentejas de Agua (Lemna minor)
Fotografia Descripcion de la muestra

Contenedor

CAJA 3

Hora de la toma

2:30 pm

Observaciones

Muestra de referencia en
condiciones estables. No se
evidencian alteraciones
morfoldgicas.

Analisis visual

Frondas  completamente
verdes, sin signos de
deterioro. Agua clara.

Contenedor CAJA 2

Hora de la toma 2:29 pm
Observaciones Persisten diferencias
morfologicas leves.

Presencia de margenes
palidos en algunas frondas.

Analisis visual

Frondas verdes con ligeras
decoloraciones marginales.
Agua clara.

Contenedor CAJA 1
Hora de la toma 2:29 pm
Observaciones Se observan hojas

blanquecinas 'y nuevas
frondas. Flujo de aire
aumentado a 6 L. Respuesta
positiva.

Analisis visual

Frondas verdes, desarrollo
visible. Agua clara, sin
residuos flotantes.

Fuente. Elaboracion Propia
Los datos presentados en la Tabla 7, evidencian cambios fisiologicos sutiles en las unidades
experimentales, observadas bajo una temperatura ambiente constante de 30 °C. En particular, Caja
2, algunas frondas presentaron bordes palidos, un indicio temprano de variacion fisioldgica que

puede deberse a la disponibilidad de nutrientes o condiciones internas de la planta. Caja 1 mostrd
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un fendmeno interesante: aparicion de nuevas frondas y respuesta positiva al aumento de flujo de
aire, lo que sugiere una buena oxigenacidn y un posible estimulo al crecimiento vegetativo. A pesar
de estos cambios, la mayoria de las frondas continuaban verdes y el agua se mantenia clara, lo que

indica un entorno controlado.

Tabla 8 Lavado Preliminar de Lemna minor — Registro Fotografico (15/05/2025)

Registro de Muestras de Lentejas de Agua (Lemna minor)

Fotografia

Descripcion de la muestra

Contenedor

CAJA 3

Hora de la toma

3:30 pm

Observaciones

Muestra de  referencia
estable. Ligero
amarillamiento en frondas
mas antiguas, posiblemente
por agotamiento de
nutrientes.

Analisis visual

Frondas mayormente
verdes, algunas con bordes
amarillos. Agua clara con
leve presencia de residuos.

Contenedor CAJA 2
Hora de la toma 3:27 pm
Observaciones Variabilidad morfologica

entre frondas individuales y
multiples. Algunas hojas
con margenes palidos.

Analisis visual

Frondas con areas
amarillentas en los bordes,
pero sin dafo estructural
aparente. Agua clara

Contenedor CAJA 1
Hora de la toma 3:27 pm
Observaciones Incremento notable en el

crecimiento de nuevas
frondas. Se  observan
frondas  jovenes  con
coloracion verde intensa.

Analisis visual

Frondas nuevas y sanas,
mostrando vigor.

Fuente. Elaboracion Propia
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Finalmente, en la Tabla 8, se evidenciaron transformaciones mds marcadas, registradas a una
temperatura ambiente de 28°C. Caja 3, la muestra de referencia comenzo6 a mostrar signos leves de
envejecimiento, con algunas frondas mas antiguas adquiriendo bordes amarillentos, probablemente
debido a una disminucion en la disponibilidad de nutrientes disueltos en el agua. Caja 2 mantuvo
su patron de variabilidad, reafirmando la necesidad de monitorear la estabilidad morfologica entre
frondas. Por su parte, Caja 1 registrd un crecimiento acelerado, con frondas jovenes y vigorosas,
lo cual podria estar asociado al flujo de aire constante y a condiciones internas favorables. El
sistema de lavado y mantenimiento de las frondas fue, en términos generales, exitoso para

conservar la viabilidad morfologica de Lemna minor antes del tratamiento quimico.

Tratamiento desinfectante

Una vez alcanzado este punto, se procedid con la preparacion de la solucion desinfectante, la cual
consistié en una diluciéon 1:10 de hipoclorito de sodio comercial, obteniendo una concentracion
final del 0,5%. Esta solucion fue utilizada en el tratamiento escalonado de las frondas. Con ayuda
de pinzas estériles, se tomd una fronda previamente enjuagada con agua destilada estéril. Se
elimin6 cuidadosamente la raiz con el fin de reducir la carga microbiana, tras lo cual se sumergio
la fronda en la solucidn de hipoclorito durante un intervalo inicial de 30 segundos. Este proceso se
repitid aumentando el tiempo en incrementos de 30 segundos, hasta alcanzar un méaximo de 5
minutos. Luego del tratamiento, cada fronda fue enjuagada nuevamente con agua estéril para

remover los restos de desinfectante.
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Figura 16

Tratamiento desinfectante de Lemna minor

Fuente. Elaboracion Propia

Las frondas tratadas fueron transferidas a un medio mineral estéril, que contenia la misma
suplementacion de glucosa como se observa en la Figura 16. Los recipientes estériles utilizados se
etiquetaron cuidadosamente con la informacién correspondiente al tiempo de inmersion aplicado,

permitiendo asi el rastreo detallado de cada lote experimental.

Figura 17

Periodo de latencia

Fuente. Elaboracion Propia
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Durante las etapas siguientes se observé un periodo de latencia, caracterizado por una elevada
mortalidad de las frondas tratadas. Aproximadamente el 90 % de las frondas murieron durante los
primeros dias posteriores a la desinfeccion, lo que evidencio el impacto del tratamiento quimico
sobre los tejidos vegetales. Sin embargo, cerca del 10 % logrd sobrevivir, recuperando su
flotabilidad y mostrando signos de crecimiento vegetativo activo. Estas frondas sobrevivientes se
consideraron como potencialmente axénicas, dado que lograban desarrollarse en condiciones

estériles, sin evidencia visible de contaminacion.

Figura 18

Cultivo axénico Lemna minor

Fuente. Elaboracion Propia

En lugar de siembra en medios de cultivo con agar, se optd por una evaluacion indirecta de la
presencia microbiana mediante observacion directa y andlisis visual. Para ello, se utilizd
herramientas de analisis de imagenes como ImageJ (Schneider et al., 2012), con las cuales se
monitorearon las caracteristicas morfoldgicas y de crecimiento de las frondas. Este andlisis incluyo
la evaluacion de parametros como el tamano, la forma, el color y la simetria de las frondas,
indicadores indirectos del estado de salud vegetal y de la posible presencia de contaminantes.
Durante este monitoreo, no se evidenciaron alteraciones atribuibles a infecciones fingicas o

bacterianas, lo cual reforzé la hipoétesis de un cultivo axénico. Finalmente, el protocolo concluyo
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con la obtencién de un cultivo axénico de Lemna minor, listo para ser utilizado en ensayos
experimentales bajo condiciones estériles. Este procedimiento permitié establecer una base
biologica confiable, garantizando la reproducibilidad y validez de los resultados posteriores en el

estudio del efecto de la glucosa sobre el crecimiento de esta especie.

Analisis de resultados

En estudios que involucran organismos vegetales acuaticos, la evaluacion morfométrica resulta
fundamental para entender su dinamica de crecimiento y adaptacion a diferentes
tratamientos(Caicedo Tapia, 2024). Segun (MERCURY), el analisis del tamafo y la forma foliar
permite establecer criterios de seleccion y calidad fisiologica en especies como Lemna minor,
ampliamente utilizadas en sistemas de biorremediacion y pruebas toxicologicas. En esta
investigacion, se aplico un andlisis de imagenes mediante el software ImagelJ, el cual ha demostrado
ser una herramienta eficaz y estandarizada en estudios morfolégicos de plantas acuaticas(Gonzalez,
2018). Las frondas fueron evaluadas en su fase post-lavado, y se midieron pardmetros como area,

tamafio promedio, longitud y orientacion angular.
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Evaluacion morfométrica de Lemna minor mediante analisis digital

Figura 19

Evaluacion morfométrica Lemna minor

Fuente. (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012).Imagen tratada con software ImageJ.
La eficacia de Lemna minor como organismo modelo en investigaciones ambientales y fisiologicas
ha sido ampliamente documentada, atribuida a su ciclo de vida breve, facilidad de manipulacion y
elevada sensibilidad a factores exogenos (GONZALEZ, 2024). Estos atributos permiten evaluar de
manera precisa los efectos de distintos tratamientos, siempre y cuando se garantice la
homogeneidad inicial de las frondas utilizadas. Tal como sefial (Dimas, 2025), el rango ideal de

tamafio para asegurar uniformidad experimental debe mantenerse entre los 3 y 5 mm de diametro.

Siguiendo esta recomendacion, este trabajo realizd una evaluacidn morfométrica previa a la
aplicacion de tratamientos, con el fin de verificar la consistencia en el tamafio y la salud de las
frondas seleccionadas. A través del uso de la herramienta Imagel] recomendada por (Gallardo,
2017) y (Botero-Alvarez et al., 2020) por su capacidad para generar mediciones objetivas y
replicables se obtuvieron dimensiones detalladas de 10 frondas, cuyos resultados se presentan en

la Tabla 4.
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Tabla 9 Medicion morfométrica de frondas de Lemna minor

Label Area  Mean Min Max Angle  Length

1 38.000 135.763 80.081 189.000 -130.601 36.878
2 34.000 138.885 103.246 181.107 52.431 32.802
3 45.000 135.062 104.256 190.669 -165.651 44.385
4 39.000 137.423 115.868 194.370 -25.201 37.577
5 38.000 144.279 115.245 183.227 -40.601 36.878
6 40.000 137.394 94.000 189.374 53.427 38.601
7 37.000 135.386 110.778 189.000 -19.440 36.056
8 37.000 142.392 110.259 193.500 37.185 36.401
9 37.000 139.875 109.500 178.095 65.556 36.249
10 42.000 136.267 109.521 205.981 105.376 41.485
11 Mean 387 138.57 107.08 189.83 -6.15 37.63
12 SD 2.93 3.27 10.42 7.46 79.55 3.32

13 Min 34.0 13506 80.08 178.10 -165.65 32.80
14 Max 45.0 14428 115.87 20598 10538 44.39
Fuente. (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012). Tabla tratada con software Imaged.

Los datos obtenidos muestran una homogeneidad morfométrica adecuada entre las frondas
seleccionadas, con areas comprendidas entre 34.0 y 45.0 mm?, y longitudes entre 32.80 y 44.39
mm. Estos valores permiten suponer una poblacién vegetal con caracteristicas estructurales
similares. La longitud media fue de 37.63 mm, con una desviacion estandar de 3.32 mm, lo que

sugiere variabilidad baja en el tamafio.

Las frondas evaluadas superan el umbral de 3 a 5 mm establecido en literatura para frondas jovenes,
lo cual es esperable dada la seleccion de frondas desarrolladas, propias de ensayos de respuesta a
agentes quimicos o ambientales. Este criterio coincide con la recomendacion de(Osorio et al.,
2007), quienes destacan la necesidad de partir de material vegetal estandarizado para garantizar la

reproducibilidad de los resultados.

Por otra parte, el uso de ImageJ permitio realizar un andlisis digital preciso, minimizando la
subjetividad asociada a métodos visuales tradicionales. En consonancia con (Silveira et al., 2018),
esta metodologia facilita la replicabilidad entre ensayos y contribuye a la calidad del disefio
experimental, aspectos fundamentales en estudios de fitorremediacion, toxicologia vegetal o estrés

ambiental en Lemna minor.
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Segmentacion de color

La segmentacion de color es una técnica de analisis digital que permite identificar patrones
cromaticos en imagenes mediante la agrupacion de pixeles con caracteristicas similares (Rojas
Medina, 2024). se utiliz6 el software Imagel para realizar el procesamiento de imagenes, el cual
consistid en tres etapas principales. Primero, se aplico la reduccion de distorsiones visuales es decir
ajuste de contraste, iluminacion y eliminacion de ruido. Posteriormente, se realizé la segmentacion
de plantas mediante algoritmos de clusteres basados en los valores RGB “Red, B&W”, y la
reconstruccion de la imagen para evaluar cuantitativamente la proporcion de tejido vegetal vivo,
muerto o sin sefial. Este analisis fue aplicado tanto a frondas tratadas durante el periodo de latencia
como a frondas axénicas, con el fin de comparar su respuesta fisiologica a través de los patrones
de color.

Evaluacion de frondas tratadas durante el periodo de latencia
Figura 20

Segmentacion de color - Periodo de latencia

Fuente.  (Schneider, Rasband, & FEliceiri, 2012). Imagen tratada con software ImagelJ.
Procesamiento de images para obtencion de datos de segmetacion de color; a) reduccion de

distroiones visuales, b) segmentacion de plantas y c¢) reconstruccion de la imagen.

Las frondas tratadas evidenciaron cuatro clisteres cromaticos definidos, cuyos valores promedio

de color (RGB), desviacion estdndar (sigma) y area relativa se muestran en la Tabla 3.
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Figura 21

Cluster Identification Periodo de latencia

Cluster ldentification
R G B o Area

EIEI 108 |28 X|7.69 | Reset|0.30%
uﬂd- 123 |74 0| 4.89 | Reset [1.20%
u‘Id-EI 122 |92 + (527 | Reset|2.11%
mﬂ ] 0 X000 | Reset|96.39%

Fuente. (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012). Imagen tratada con software ImageJ.

Estos clusteres reflejan la presencia de tejidos diferenciados en funcidn de su estado fisioldgico. El
area viva total (suma de “dark live” y “light live”) fue de 1,5%, mientras que el area correspondiente

a tejido muerto y sin sefial fue del 98,5%, con predominancia del cluster negro (96,39%).

Tabla 10 Frondas tratadas

Frondas Tratadas en el periodo de latencia
Fond color %Area Total, live percent Total, dead percent

Dark live 0,3 41,5512465 58,4487535
Light Live 1,2 Pixel Live Pixel Dead

Dead 2,11 59833795 84166205
Black 96,39

Total pixeles 1440000
Fuente. (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012). Tabla tratada con software ImageJ.

La distribucion de estos clusteres se detalla en la Tabla 10, que integra el analisis porcentual por

color y los valores totales de pixeles clasificados como vivos 0 muertos.

Evaluacion de frondas axénicas
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Figura 22

Segmentacion de color Frondas axénicas

Fuente.  (Schneider, Rasband, & FEliceiri, 2012). Imagen tratada con software ImageJ.
Procesamiento de images para obtencion de datos de segmetacion de color; d) reduccion de

distroiones visuales, €) segmentacion de plantas y f) reconstruccion de la imagen.

En contraste, las frondas axénicas presentaron una composicion cromatica mas diversa, como se

muestra en la Figura 23.

Figura 23

Cluster Identification Frondas axénicas
Cluster ldentification

R G B o Area

118 149 |5 X |6.89 | Reset|1.29%
B 160 |183 |44 0| 15.26 | Reset [1.70%
£ 180 |171 (96 +(3.894 | Reset |4.45%

0 0 ] X |0.00 | Reset|9256%
Fuente. (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012). Imagen tratada con software ImageJ.
Se identificaron también cuatro clisteres, incluyendo dos 4reas oscuras con distinta intensidad (C
y D), ademds de zonas vivas y muertas mas definidas. A diferencia de las frondas tratadas, las

axénicas presentaron una mayor proporcion de area viva total 2,99%.

La distribucion de colores y condiciones de las frondas axénicas se detalla en la Tabla 6:
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Tabla 11 Frondas axénicas

Frondas axénicas
Fond color %Area Total live percent Total dead percent

Dark live 1,29 40,188172 59,811828
Light Live 1,7 Pixel Live Pixel Dead
Dead 4,45 447781435 66643056,5
Black 92,56

1114212

Fuente. (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012). Tabla tratada con software ImageJ.

El menor porcentaje de area negra y mayor presencia de clisteres pigmentados en las axénicas
sugiere una mayor integridad tisular. Ademas, los valores RGB mas elevados como, por ejemplo,
R: 160-180 en clusteres vivos) indican una mejor reflectancia, posiblemente asociada a mayor

retencion de pigmentos como clorofila o carotenoides.

Comparando ambos tratamientos, la adaptacion del medio de cultivo mediante la suplementacion
con glucosa como fuente de carbono busco ofrecer un entorno mas favorable para la estabilidad
estructural y funcional de la cepa en condiciones ambientales. Al comparar las frondas tratadas
durante el periodo de latencia con las frondas axénicas, se evidencia una mayor susceptibilidad al
deterioro en las primeras, reflejada en un aumento del area negra (96,39%) y una reduccion de
tejidos vivos (1,5%), en contraste con las frondas axénicas, que mostraron un 92,56% de area negra
y un 2,99% de area viva. Esta diferencia sugiere que el tratamiento aplicado durante la latencia
pudo inducir un estrés fisioldgico significativo, posiblemente derivado de desequilibrios
metabolicos asociados a la disponibilidad de glucosa o a la transicion de condiciones ambientales.
Este estrés podria haber comprometido procesos clave como la fotosintesis o la integridad celular,
acelerando la senescencia o la muerte celular programada. Lo anterior concuerda con (Zaro, 2014),
quienes explican que condiciones desfavorables incluyendo fluctuaciones térmicas o exposicion a
compuestos bioactivos afectan negativamente la estabilidad estructural de los tejidos vegetales. La
aplicacion de segmentacion de color en imagenes digitales permiti6 cuantificar con precision estas

diferencias, aportando una herramienta no invasiva de alto valor para el monitoreo fisiologico.
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Capitulo 3

Determinar el efecto de la glucosa como suplemento en el medio de cultivo Swedish

Standard (SIS) estandar.

Metodologia

Determinar el efecto de la glucosa como suplemento en el medio de cultivo Swedish Standard (SIS)
estandar, asi como evaluar el comportamiento de Lemna minor bajo condiciones ambientales, con
y sin fuente de nitrégeno adicional. La evaluacion del crecimiento de lenteja de agua (Lemna
minor) Se trabajaron dos fases experimentales, en la primera, se realizé un cultivo preliminar para
adaptar el protocolo de crecimiento de Lemna minor al medio Swedish Standard (SIS)
suplementado unicamente con glucosa. En la segunda fase, se establecido un cultivo definitivo
empleando el mismo medio SIS con suplementacion combinada de glucosa y una fuente de

nitréogeno.
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Disefio Experimental

Fases del estudio Experimental

El estudio se desarrolld en dos fases:

Fase 1, Cultivo Preliminar
Adaptacion del protocolo de crecimiento de Lemna minor en el medio SIS suplementado
unicamente con glucosa. Se busco estandarizar las condiciones del cultivo y verificar la viabilidad

del medio.

Fase 2, Cultivo Reactores
Evaluacion del crecimiento de Lemna minor en el medio SIS suplementado con glucosa y

nitrégeno.

Preparacion del Medio de cultivo SIS

Composicion del Medio SIS (Basado en OECD 221, Anexo 4)

Para el cultivo de Lemna minor, se han sugerido distintos tipos de medios nutritivos. Uno de los
recomendados por la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémico(OECD, 2022)
es una variante del medio Swedish Standard ((SIS), 1995), cuya formulacion detallada se
encuentra en la Tabla 12. Por otro lado, la norma ISO 20079 (((ISO), 2005) , sugiere el uso del
medio Steinberg modificado. Ambos medios deben prepararse utilizando agua desionizada y

reactivos de grado analitico para asegurar su pureza y eficacia.

Tabla 12 Medio de crecimiento Swedish Standard (SIS) para Lemna minor

Solucion Concentraci | Concentracion Medio preparado
Patrén Sustancia on en en el medio Elemento Concentracio
No. solucion preparado n [mg/L]
patron [g/L] [mg/L]
| NaNOs 8,50 85 Na; N 32; 14
KH,PO,4 1,34 13,4 K; P 6,0; 2,4




EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE LENTEJA DE AGUA (LEMNA MINOR) ... 65

11 MgS0..7H,O 15 75 Mg; S 7,4; 9.8

111 CaCl,.2H,O 7,2 36 Ca; Cl 9,8; 17,5

10Y% Na,COs 4,0 20 C 2,3
H;BO; 1,0 1,00 B 0,17
MnCl,.4H,O 0,20 0,20 Mn 0,056

Vv Na,Mo004.2H,O | 0,010 0,010 Mo 0,0040
ZnS04.7H,O 0,050 0,050 /n 0,0011
CuS04.5H,0O 0,0050 0,0050 Cu 0,0013
Co(NO3),.6H,O | 0,010 0,010 Co 0,0020

VI FeCls.6H,O 0,17 0,84 Fe 0,17
Na,- 0,28 1,4 - -
EDTA.2H,O

VII MOPS (buffer) 490 490 - -

Fuente. Adaptado de ((SIS), 1995).

Este medio se compone de varias soluciones patron (denominadas de I a VII), cada una conteniendo
elementos especificos esenciales para el crecimiento de la planta. A continuacion, se describe la
concentracion de cada componente tanto en las soluciones patrén como en el medio final. Las
soluciones I a V incluyen compuestos como nitrato de sodio, fosfato monopotésico, sulfato de
magnesio heptahidratado, cloruro de calcio dihidratado y carbonato de sodio. Estas soluciones
proporcionan elementos clave como nitrégeno, fosforo, potasio, magnesio, calcio y carbono.

La solucién VI aporta hierro en forma de cloruro férrico y un agente quelante (EDTA disdédico)
para mejorar su disponibilidad. La solucion VII contiene MOPS, un agente tamponador que

estabiliza el pH del medio, y su uso es opcional.

Esterilizacion y conservacion

Las soluciones I a V pueden esterilizarse mediante autoclave (a 120 °C durante 15 minutos) o
mediante filtraciéon con membranas de poro de 0,2 pm. Sin embargo, las soluciones VI 'y VII solo
deben esterilizarse por filtracion, ya que el calor puede degradar sus componentes. Todas las
soluciones deben almacenarse protegidas de la luz (por ejemplo, en botellas ambar o envueltas en
papel aluminio) y mantenerse refrigeradas. Es importante tener en cuenta que las soluciones I-V se

deben usar antes de seis meses, mientras que VI y VII deben ser reemplazadas tras un mes.
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Preparacion del medio

Para elaborar un litro del medio SIS, se deben mezclar en 900 mL de agua desionizada las
siguientes proporciones de cada solucion patron:

10 mL de la solucion I

5 mL de la solucion 11

5 mL de la solucién 11

5 mL de la soluciéon IV

1 mL de la soluciéon V

5 mL de la soluciéon VI

1 mL de la solucion VII (opcional)

Luego, se ajusta el pH a 6,5 + 0,2 utilizando soluciones de HCl o NaOH de concentracion 0,1 o 1,0

M, segun sea necesario. Finalmente, se completa el volumen a 1 L con agua desionizada Godoy

Silva, 2025).

Suplementacion con Glucosa y Nitrogeno

Preparacion del medio suplementado

El medio fue suplementado con una concentracion fija de glucosa 3 g/L y una fuente de nitrogeno
concentrada en 38,1 g/L. El protocolo experimental establece que la concentracion requerida de
nitrogeno en el medio de cultivo es de 600 mg/L es decir el 0,6 g/L. Para alcanzar este nivel, se

prepar6 una solucion madre con 38,1 g/L de nitrégeno, equivalente a:

38,1g

Cfuente = ———
1000 mL

_ 9
=0,0381-% (1)

Con base en esta concentracion, el volumen necesario V para obtener 0,6 g de nitrégeno por litro

de medio se calcula como:
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0,6 g/L

v=—212""
0,0381 g/mL

mL

En la practica, se realizaron pruebas de suplementacion progresiva utilizando volumenes de la
soluciéon madre de nitrégeno en el siguiente orden: primero 5 mL/L, luego 2,5 mL/L, y
finalmente 1,25 mL/L, que fue la concentracion seleccionada para el tratamiento definitivo. Por
lo tanto, el medio utilizado contenia 1,25 mL/L de la soluciéon madre como fuente de nitrogeno.
Este volumen corresponde a:
Volumen usado = 1,25mL/L (3)
Fuente. Ecuaciones (1) y (3) Adaptado de (De Las Heras, 2001).

Cultivo preliminar

Disefio Experimental

Con el fin de evaluar el efecto de la suplementacion con glucosa en el crecimiento de Lemna minor,
se implement6 un disefio experimental factorial de tipo multinivel. Este disefio consider6 como
variable de respuesta el numero de frondas desarrolladas bajo diferentes condiciones de cultivo. Se
estableci6 un Unico factor experimental correspondiente a la composicion del medio de cultivo en
cuanto a la presencia o ausencia de glucosa, definido en dos niveles: nivel bajo (0, sin glucosa) y
nivel alto (1, con glucosa). Adicionalmente, se considerd el numero inicial de frondas como
segundo factor con dos niveles: bajo (5 frondas) y alto (10 frondas). Por tanto, se trabajé con dos
variables medidas: la cantidad de glucosa en gramos por litro (g/L) y el nimero de frondas,
estableciendo un nivel de significancia estadistica del 95 %. Para el andlisis estadistico de los

resultados y la interpretacion de los efectos principales e interacciones entre factores, se utilizé el
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software Statgraphics Centurion 19, el cual permitié aplicar las pruebas adecuadas y generar los

graficos correspondientes.

Establecimiento del cultivo

A partir de una fronda viable y axénica, se establecieron subcultivos en condiciones estériles,
utilizando medios de cultivo estandarizados. El objetivo principal fue asegurar la propagacion

clonal de biomasa libre de contaminantes, suficiente para los ensayos experimentales posteriores.

Para estructurar el experimento, se disefio una distribucion preliminar de muestras con base en dos
variables: la concentracion de glucosa (g/L) y el nimero inicial de frondas. Esta disposicion
permitio establecer las condiciones iniciales necesarias para evaluar el efecto de la suplementacion
de glucosa en el desarrollo del cultivo. La distribucion de las muestras se detalla en la siguiente

tabla:

Tabla 13 Distribucion de las muestras cultivo preliminar

Muestra Glucosa  N° Frondas

Inicial
g/L N° Frondas
1 1 5
2 0 5
3 0 10
4 1 10
5 0 5
6 1 5
7 1 10
8 0 10

Fuente. (StatPoint Technologies, 2023). Tabla tratada con software Statgraphics
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Figura 24

Cultivo preliminar

Fuente. Elaboracion Propia
Esta etapa permitio generar condiciones controladas para la evaluacion del crecimiento de Lemna
minor, contribuyendo a la confiabilidad de los resultados obtenidos en el disefio experimental

posterior como se observa en la distribucion de las muestras en la Figura 24.

Evaluacion del crecimiento

Para llevar a cabo la evaluacion del crecimiento, se empled la herramienta digital Imagel,
ampliamente utilizada en analisis de imagenes cientificas. Esta permiti6 registrar el niimero de
frondas en cada tratamiento y facilitar la comparacion cuantitativa entre las diferentes condiciones

experimentales.
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Figura 25

Evaluacion del Crecimiento

Fuente. (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012). Imagen tratada con software ImageJ.

El conjunto de estas actividades permitio establecer las condiciones iniciales del experimento
definitivo, asegurando la validez del protocolo y la fiabilidad de los resultados obtenidos en fases

posteriores del estudio.

Cultivo Reactores

Disefio experimental

Con el objetivo de analizar el impacto de nutrientes clave en el desarrollo del cultivo, se disefi6 un
experimento factorial multinivel. La variable de respuesta fue el crecimiento de la planta en funcion
de dos factores experimentales: la suplementacion con glucosa y la suplementacion con nitrogeno.
El primer factor correspondi6 a la glucosa, aplicada en dos niveles, bajo 0 g/L y alto 3 g/L. El
segundo factor fue el nitrégeno, también aplicado en dos niveles, bajo 0 g/L y alto 5 g/L.
Estableciendo un nivel de significancia estadistica del 95 %.Esta configuracion experimental
permitio evaluar los efectos individuales y combinados de ambos factores sobre el comportamiento

del cultivo. Para llevar a cabo el anélisis estadistico de los resultados e interpretar tanto los efectos
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principales como las interacciones entre factores, se empleo el software Statgraphics Centurion 19,

que facilité la aplicacion de las pruebas pertinentes y la elaboracion de los graficos respectivos.

Establecimiento cultivo Reactores

Para la etapa de cultivo en reactores, se definieron condiciones especificas de suplementacion con
el objetivo de evaluar el crecimiento de Lemna minor bajo diferentes concentraciones de nutrientes.
Cada reactor fue inoculado con 70 frondas de lenteja de agua, garantizando homogeneidad en la
biomasa inicial utilizada en todos los tratamientos. La distribucion experimental se basdé en un
disefio factorial con dos factores: suplementacion con glucosa y suplementacién con nitrogeno,
cada uno con dos niveles (bajo: 0 g/L, alto: glucosa 3 g/L y nitrégeno 5 g/L). La disposicion de las

muestras se resume en la siguiente tabla:

Tabla 14 Distribucion de las muestras reactores

Suplementacion Suplementacion

con glucosa con nitréogeno
Reactor g/L g/L
1 0 5
2 0 0
3 3 5
4 3 0

Fuente. (StatPoint Technologies, 2023). Tabla tratada con software Statgraphics
La Figura 26 presenta la disposicion de los reactores utilizados para el cultivo y seguimiento del
experimento.
Figura 26

Reactores

Fuente. Elaboracion Propia
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Este enfoque experimental permitié observar de manera controlada el efecto de ambos nutrientes
en la tasa de crecimiento y duplicacion de Lemna minor, bajo condiciones reproducibles y

estandarizadas.

Evaluacion del crecimiento

Para la evaluacion del crecimiento, se utilizd nuevamente el software ImagelJ, herramienta que

permitio cuantificar el nimero de frondas en cada reactor durante el transcurso del experimento.

Figura 27

Evaluacion del crecimiento de Reactores

size: |
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Fuente. (Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012). Imagen tratada con software Image.J.

A través de esta metodologia se obtuvo informacion precisa sobre el tiempo de duplicacion y la
tasa de crecimiento de la lenteja de agua, datos fundamentales para interpretar la influencia de las

condiciones nutricionales sobre la biomasa generada.
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Resultados y discusion

Cultivo preliminar para estandarizacion del protocolo

Analisis estadistico

Tabla 15 Analisis de Varianza para N° Frondas Final

Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
A:Glucosa 0,125 1 (0,125 0,27 0,6376
B:N° Frondas Inicial (595,125 1 (595,125 1298,45 10,0000
AB 1,125 1 (1,125 2,45 0,2152
bloques 1,125 1 (1,125 2,45 0,2152
Error total 1,375 3 10,458333

Total (corr.) 598,875 7

Fuente. (StatPoint Technologies, 2023). Tabla tratada con software Statgraphics

Nota: Nivel de significancia del 5%.

R?=299,77%, R?ajustado = 99,46% , R? predicho = 98,37%
Error estandar = 0,6770, Durbin-Watson = 2,045 (p = 0,4245)

Las muestras con 10 frondas iniciales Muestras 3, 4, 7 y 8, generaron un crecimiento

significativamente mayor, con un F-valor muy elevado (1298,45) y un p < 0,001, lo que confirma

un efecto directo y fuerte del nimero inicial de frondas sobre el crecimiento final. La

suplementacion con glucosa presentes en muestras 1, 4, 6 y 7)no mostr6 un efecto significativo (p

=0,6376), lo que indica que, bajo las condiciones de cultivo usadas, la glucosa no aportd ventajas

en la propagacion. La interaccion entre ambos factores no fue significativa (p = 0,2152), lo que

sugiere que el efecto del numero de frondas iniciales es independiente de la presencia de glucosa.
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Figura 28

Pareto

Diagrama de Pareto Estandarizada para N° Frondas Final

I

B:N° Frondas Inicial

AB

A:Glucosa

|—l|—,

10 20 30 40
Efecto estandarizado

o

Fuente. (StatPoint Technologies, 2023). Figura tratada con software Statgraphics

El diagrama de Pareto estandarizado evidencia que, entre los factores evaluados, inicamente el
numero de frondas iniciales presenta un efecto estadisticamente significativo sobre el numero de
frondas final, al superar el umbral correspondiente al 95 % de confianza. Este resultado indica que
dicho factor influye de manera considerable en la variable de respuesta. En contraste, ni la
concentracion de glucosa ni la interaccion entre ambos factores (glucosa y frondas iniciales)
mostraron efectos significativos, lo que sugiere que su influencia en el crecimiento final de frondas

es nula dentro de las condiciones experimentales evaluadas.
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Figura 29
Superficie de Respuesta Estimada

Superficie de Respuesta Estimada

N° Frondas Final

Glucosa

Fuente. (StatPoint Technologies, 2023). Figura tratada con software Statgraphics

La superficie de respuesta en tres dimensiones representa como varia el numero final de frondas
en funcion de la concentracion de glucosa y el niimero inicial de frondas. En este grafico, el eje
vertical muestra el valor estimado del nimero final, mientras que los ejes horizontales
corresponden a las dos variables independientes mencionadas. La malla azul permite visualizar
claramente la interaccion entre estas variables y su impacto en el resultado. Se observa que a mayor
concentracion de glucosa y un mayor nimero inicial de frondas, el nimero final tiende a aumentar,

lo que indica un efecto positivo combinado de ambos factores sobre el crecimiento de las frondas.

En conjunto, los resultados obtenidos permiten concluir que el nimero inicial de frondas constituye
el factor mas influyente en la determinacion del crecimiento final de Lemna minor, por lo que debe
ser considerado como una variable clave en cualquier estrategia de manejo o evaluacion del
desarrollo de esta especie. Aunque la concentracion de glucosa mostrd un efecto positivo sobre la
variable dependiente, dicho efecto no resultd estadisticamente significativo bajo las condiciones

experimentales establecidas, lo que indica que, por si sola, no ejerce una influencia determinante
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en el namero final de frondas. Por otra parte, la interaccion entre la glucosa y el nimero inicial de
frondas presentd un coeficiente negativo, lo cual sugiere que el efecto combinado de ambos
factores no es simplemente aditivo. Esto implica que, cuando ambos niveles son elevados, el
crecimiento observado puede verse atenuado, posiblemente por una saturacion o interferencia en
los mecanismos fisioldgicos de la planta. Por lo tanto, estos hallazgos subrayan la importancia de
considerar no solo los efectos individuales de las variables, sino también sus posibles interacciones,
con el fin de comprender de manera mas precisa las dindmicas que rigen el crecimiento vegetal en

sistemas experimentales controlados.

Por lo tanto, estos resultados concuerdan con estudios previos que sefialan que el tamafio inicial de
inéculo vegetal impacta fuertemente en el rendimiento final del cultivo. Por ejemplo (Capriotti &
Silvina, 2018), encontraron que el nimero inicial de frondas en Lemna sp. estd directamente
relacionado con la eficiencia fotosintética y el aprovechamiento del espacio superficial, lo que
acelera la biomasa en sistemas densos. Este efecto puede atribuirse a una mayor densidad de tejido

fotosintético disponible y a una mayor superficie expuesta para absorcion de nutrientes.
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Resultados y discusion
Cultivo Reactores
Analisis estadistico
Tabla 16 Analisis de Varianza para suplementos de glucosa y nitrogeno
Fuente Suma de Cuadrados Gl |Cuadrado Medio  |Razon-F |Valor-P
A: Suplemento de glucosa 2601,0 1 [2601,0
B: Suplemento nitrégeno 1681,0 1 |1681,0
AB 7056,0 1 |7056,0
Error total 0,0 0
Total (corr.) 11338,0 3

Fuente. (StatPoint Technologies, 2023). Tabla tratada con software Statgraphics

Nota:

R-cuadrada = 100,0 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 0,0 porciento
R-cuadrado (predicho) = 100,0 porciento (PRESS = 0,0)

El disefio del modelo tuvo un enfoque exploratorio, con el fin de evaluar preliminarmente los

efectos de la suplementacion con glucosa y nitrogeno sobre el crecimiento del cultivo en

condiciones controladas. Se priorizd observar tendencias de comportamiento mas que realizar

inferencias estadisticas concluyentes, dado que era la primera fase del cultivo en reactores. La

disponibilidad limitada de reactores y recursos materiales restringio el nimero de tratamientos y

repeticiones posibles. Por esta razon, se optd por un disefio factorial 22 sin replicaciones,

permitiendo al menos observar los efectos combinados de los factores evaluados. Se eligieron los

factores glucosa y nitrogeno por su relevancia directa en el metabolismo y crecimiento celular, con

base en literatura cientifica y observaciones del cultivo preliminar. Se aplicaron en niveles

extremos (0 g/L y niveles altos) para maximizar el contraste y detectar posibles interacciones

fuertes.
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Aunque el modelo presenta una R-cuadrada del 100 %, lo cual refleja un ajuste perfecto de los
datos observados, esto se debe a la ausencia de variabilidad residual (error). En este contexto, los
resultados obtenidos no permiten establecer conclusiones estadisticas definitivas, pero si ofrecen
una primera aproximacion del comportamiento del sistema ante la combinacion de factores

evaluados.

Tabla 17 Pareto Reactores

Diagrama de Pareto para N° Final de Frondas

AB

A:Suplemento de glucosa

B:Suplemento nitrogeno

o
N
o
B
o

60 80 100
Efecto

Fuente. (StatPoint Technologies, 2023). Figura tratada con software Statgraphics

El diagrama de Pareto presenta visualmente los efectos principales y la interaccion entre los
factores evaluados (glucosa y nitrégeno), ordenados segun su magnitud. Aunque en este caso no
se dispone de grados de libertad para el error, lo que impide aplicar pruebas de significancia
valores-p, el grafico permite observar tendencias relevantes para el sistema en estudio. En
particular, el efecto de la interaccion entre la glucosa y el nitrogeno (AB) se muestra como el mas
destacado, seguido por los efectos individuales de la glucosa (A) y el nitrogeno (B). Esta
disposicion sugiere que el efecto combinado de ambos nutrientes podria tener un papel sinérgico o
modulador sobre el crecimiento final de frondas, lo cual es coherente con principios fisiologicos

de la planta, donde el carbono glucosa y el nitrogeno actian de forma coordinada en procesos
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biosintéticos (Pérez-Alonso & Jiménez, 2011). Se observa que la ausencia de error experimental
impide establecer una linea de corte para significancia estadistica en el grafico, pero la
representacion visual sigue siendo util como herramienta exploratoria.

El grafico de superficie de respuesta muestra como varia la respuesta namero final de frondas en
funcion de los niveles de los factores evaluados: suplemento de glucosa y suplemento de nitrogeno.
A través de la altura de la superficie, se identifica un gradiente positivo, donde los valores mas

altos de frondas se asocian con la presencia simultanea de ambos nutrientes.

Figura 30

Superficie de respuesta estimada
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Fuente. (StatPoint Technologies, 2023). Tabla tratada con software Statgraphics

Esta representacion tridimensional permite visualizar posibles interacciones no lineales entre los
factores. Aunque no es posible confirmar estadisticamente estos efectos, la forma de la superficie
sugiere que la combinacion de glucosa alta (3 g/L) y nitrogeno alto (5 g/L) podria inducir un
crecimiento superior al observado cuando se aplican estos nutrientes por separado (Flotats Ripoll,

2021).
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Analisis del Ajuste del Modelo para los Reactores

En esta sesion, se analiza el ajuste del modelo matematico aplicado a los datos de produccion de
frondas de cuatro reactores experimentales. Se presentan los resultados del modelo para cada
reactor, se comparan los valores predichos con los datos observados y se evalua la calidad del ajuste

mediante el calculo del error cuadratico.

Modelo logistico

Se empledé un modelo logistico de crecimiento microbiano, cuya expresion matematica es la
siguiente:

_ K N,
- (k - No) e_rt + NO

N

N(t): Numero de frondas en el tiempo.
K Capacidad de carga

NO : Numero inicial de frondas.

r. Tasa de crecimiento intrinseca.

t. Tiempo en dias

e—rt. Termino exponencial que determina cdmo cambia el crecimiento con el tiempo.

Se construyeron tablas individuales para los cuatro reactores, registrando el numero de frondas
observado (N), los valores estimados por el modelo, el margen de error y la desviacion estandar.
Ademas, para cada reactor se determinaron los parametros caracteristicos del modelo logistico de
crecimiento: la capacidad de carga (K), la tasa de crecimiento intrinseco (r) y el numero inicial de
frondas (No). A partir de esta informacion, se elabor6 una grafica que representa la evolucion del
crecimiento de Lemna minor a lo largo del tiempo, bajo condiciones ambientales controladas, con
el objetivo de analizar y comparar el patron de desarrollo de la especie en cada sistema

experimental.
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Resultados y analisis por reactor

Reactor 1

El crecimiento observado en el reactor 1 se mantuvo de forma constante durante el periodo de
evaluacion, iniciando con 70 frondas y alcanzando un total de 190 al finalizar el experimento. Este
comportamiento es indicativo de un desarrollo estable y predecible de Lemna minor bajo las

condiciones controladas de este reactor.

Tabla 18 Reactor 1

Reactor 1
N° Frondas N predicho Error Desviacion Estandar
19 de Mayo 70 70 0 0
20 de Mayo 168 168.0002326 5.41033E-08 0.000164474
21 de Mayo 183 182.9996207 1.43837E-07 0.000268176
22 de Mayo 190 70 14400 84.85281374
Suma error cuadratico 14400 21.2133116

Fuente.(Corporation, 2021). Tabla tratada con Microsoft Excel
0.123

Al aplicar el modelo logistico, se estimaron los parametros caracteristicos que describen el

comportamiento de crecimiento en este reactor:

Tabla 19 Estimado Reactor 1

K 189.347815
R 1.29828684
NO 70

Fuente.(Corporation, 2021). Tabla tratada con Microsoft Excel

La capacidad de carga (K) estimada cercana a 189 indica el limite méximo teorico de frondas que

el reactor puede soportar bajo las condiciones dadas, mostrando un tope natural para el crecimiento.
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La tasa de crecimiento intrinseco (r) de aproximadamente 1.30 sugiere un crecimiento moderado
y constante durante el periodo de observacion.

Sin embargo, es importante destacar que en el ultimo dia se present6 una desviacion significativa
en los resultados: aunque el nimero de frondas observado (190) coincidié con el valor esperado
por el modelo, el célculo del error cuadratico fue extremadamente alto. Esta anomalia puede
deberse a una posible inconsistencia en la medicion o un dato atipico que afectd la precision del

ajuste en esa fecha especifica.

Esta situacion se refleja en la grafica del ajuste al modelo logistico Figura 31, donde se observa
que la curva del modelo sigue adecuadamente la tendencia general, pero presenta discrepancias

puntuales en el Gltimo punto evaluado.

Figura 31
Ajuste al modelo logistico R1
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Fuente.(Corporation, 2021). Figura tratada con Microsoft Excel



EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE LENTEJA DE AGUA (LEMNA MINOR) ... 83

Reactor 2

El crecimiento en el Reactor 2 comenzd también con 70 frondas y alcanzé un méaximo de 147

frondas al final del periodo evaluado.

Tabla 20 Reactor 2
Reactor 2
N° Frondas N predicho Error Desviacion Estandar
19 de Mayo 70 70 0 0
20 de Mayo 145 145.000316 1.00057E-07 0.000223671
21 de Mayo 147 146.987132 0.000165586 0.009099072
22 de Mayo 147 147.012545 0.000157377 0.008870645

Suma error cuadratico 0.000323063 0.004548347
Fuente.(Corporation, 2021). Tabla tratada con Microsoft Excel

La estimacion mediante el modelo logistico arrojé una capacidad de carga (K) de 147.01,
representando el médximo numero de frondas que el sistema puede sostener bajo las condiciones

experimentales.

Tabla 21 Estimado Reactor 2

K 147.01287
r 4.37280895
NO 70

Fuente.(Corporation, 2021). Tabla tratada con Microsoft Excel

Por otro lado, la tasa de crecimiento natural (r) fue estimada en 4.37, un valor notablemente mayor
que en el Reactor 1, lo que indica un crecimiento mucho mas acelerado en esta configuracion. Este
comportamiento sugiere que el Reactor 2 ofrece condiciones més favorables para el desarrollo

rapido de las frondas.
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El ajuste del modelo logistico fue altamente preciso, como lo demuestran los errores practicamente
nulos y una desviacion estandar muy baja, lo que confirma que el patrén de crecimiento fue estable
y predecible durante todo el periodo de evaluacion. Esta precision también se refleja en la grafica
de ajuste (Figura 32), donde la curva teodrica se superpone casi perfectamente a los datos

experimentales.

Figura 32
Ajuste al modelo logistico R2
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Fuente. (Corporation, 2021). Figura tratada con Microsoft Excel

Reactor 3

En el Reactor 3, el nimero de frondas también inici6 con 70, y alcanz6é un maximo de 147 durante
el periodo de analisis. Sin embargo, se observd un comportamiento irregular en el crecimiento.
Especificamente, el 22 de mayo se registr6 una caida abrupta en la cantidad de frondas,

descendiendo a 55, lo cual no se corresponde con la tendencia esperada bajo el modelo logistico.
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Tabla 22 Reactor 3
Reactor 3
N° Frondas N predicho Error Desviacion Estandar
19 de Mayo 70 70 0 0
20 de Mayo 141 114.333333  711.111111 18.85618083
21 de Mayo 147 114.333333  1067.11111 23.09882152
22 de Mayo 55 114.333333  3520.44444 41.95500235

Suma error cuadratico 5298.66667 20.97750118
Fuente.(Corporation, 2021). Tabla tratada con Microsoft Excel

Debido a esta anomalia atribuida a un factor externo una contaminacion en la muestra que provocéd
la muerte de los microorganismos, el valor del 22 de mayo fue omitido en el célculo de las
constantes del modelo. Por lo tanto, la estimaciéon de la capacidad de carga (K) y la tasa de
crecimiento (r) se realizd utilizando Unicamente los datos hasta el 21 de mayo, cuando el

comportamiento de crecimiento ain era coherente.

Tabla 23 Estimado Reactor 3

K 114.333333
r 31.3106669
NO 70

Fuente.(Corporation, 2021). Tabla tratada con Microsoft Excel

El modelo logistico ajustado bajo estas condiciones estimo una capacidad de carga (K) de 114.33
frondas y una tasa de crecimiento natural (r) de 31.31. Aunque estas cifras reflejan un
crecimiento acelerado, el alto valor de r y los errores acumulados indican que el sistema ya
presentaba signos de inestabilidad, incluso antes de la falla total observada el ultimo dia. Este caso
subraya la importancia de mantener condiciones controladas y estables durante experimentos con
organismos vivos, ya que factores externos pueden alterar significativamente los resultados y la

validez del modelo predictivo demostrado en la Figura 33.
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Figura 33
Ajuste al modelo logistico R3
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Fuente. (Corporation, 2021). Figura tratada con Microsoft Excel

Reactor 4

En el Reactor 4, el crecimiento observado se desarrollé de manera consistente, partiendo de una

poblacion inicial de 70 frondas y alcanzando un total de 180 al finalizar el periodo de anélisis.

Tabla 24 Reactor 4
Reactor 4
N° Frondas N predicho Error Desviacion
Estandar
19 de Mayo 70 70 0 0
20 de Mayo 159 158.486261 0.26392767 0.363268266
21 de Mayo 173 175.954344 8.72814976 2.089036831
22 de Mayo 180 177.490717 6.29649901 1.774330721
Suma error cuadratico 15.2885764 1.056658954

Fuente.(Corporation, 2021). Tabla tratada con Microsoft Excel
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La capacidad de carga (K) representa el limite superior de frondas que el sistema puede sostener
en equilibrio bajo las condiciones ambientales y de recursos impuestas experimentalmente. Un
valor de K =177.62 sugiere una alta eficiencia del reactor en sostener biomasa antes de alcanzar

la fase estacionaria.

Tabla 25 Estimado Reactor 5

K 177.622903
R 2.54420122
NO 70

Fuente.(Corporation, 2021). Tabla tratada con Microsoft Excel

La tasa de crecimiento intrinseca (r = 2.54 d™') indica una velocidad de crecimiento rapida durante
la fase exponencial. Este valor esta dentro de un rango moderado-alto comparado con los otros
sistemas evaluados, lo que implica una favorable disponibilidad de recursos y ausencia de factores

limitantes significativos durante la fase de crecimiento activo.

El modelo mostr6 un ajuste preciso a los datos observados, con un error cuadratico total de 15.29
y una desviacion estandar promedio de 1.06, reflejando una baja variabilidad entre los valores

observados y predichos. Esto respalda la validez del modelo logistico para describir el crecimiento.
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Figura 34

Ajuste al modelo logistico para Reactor
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Fuente. (Corporation, 2021). Figura tratada con Microsoft Excel

Al comparar el desempefio de los cuatro reactores, el Reactor 2 destacd por su comportamiento
mas estable y predecible, con el mejor ajuste al modelo logistico, una tasa de crecimiento elevada
(r=4.37 d—1) y una capacidad de carga moderada (K=147), reflejando condiciones experimentales
optimas. El Reactor 4 también mostrd un crecimiento sostenido y bien modelado, con una tasa de
crecimiento de r=2.54 d—1 y una capacidad de carga de K=177.62, evidenciando un sistema
controlado y eficiente.

En contraste, el Reactor 1 alcanzé la mayor capacidad de carga estimada (K=189.35), aunque con
una tasa de crecimiento mas moderada (r=1.30 d—1). Sin embargo, una anomalia significativa en
el altimo dia de observacion afectd el ajuste del modelo, lo que sugiere posibles perturbaciones
externas. Por ultimo, el Reactor 3 presentd los resultados mdas inestables debido a una
contaminacion. Aunque su tasa de crecimiento aparente fue la mas alta (r=31.31 d—1), el colapso

poblacional observado obligd a excluir el tltimo dia del analisis.

Curvas de crecimiento

En la curva experimental, los reactores 1, 2 y 4 evidencian un comportamiento de crecimiento

exponencial sostenido hasta el dia 3, con una progresion logaritmica en el numero de frondas, lo
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que sugiere condiciones homogéneas y favorables para la biomasa vegetal. El reactor 3, en
contraste, presenta una disminucién abrupta en la densidad poblacional el dia 3, atribuida a un
evento de contaminacion microbioldgica. Este evento genera un punto de quiebre en el sistema,

interrumpiendo el patron logistico esperado.
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Figura 35

Curvas de Crecimiento Experimental
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Fuente. (Corporation, 2021). Figura tratada con Microsoft Excel
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Figura 36

Curva de Crecimiento Ecuacion Ajustada
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Fuente. (Corporation, 2021). Figura tratada con Microsoft Excel

La curva ajustada al modelo logistico describe con alta precision la dindmica poblacional en los
reactores 1, 2 y 4, reflejando tasas de crecimiento (r) y capacidades de carga (K) consistentes con
los datos observados. En particular, el reactor 2 mostro el mejor ajuste (r = 4.37 d'; K = 147),
seguido del reactor 4 (r=2.54 d'; K=177.62), ambos con errores cuadraticos minimos. El reactor
1, pese a presentar una alta capacidad de carga (K = 189.35), se ve afectado por una anomalia
puntual que incrementa el error del modelo. Para el reactor 3, el modelo fue ajustado solo hasta el
dia 2, obteniéndose un valor de r =31.31 d' y K= 114.33, cuya interpretacion debe realizarse con
cautela debido a la distorsion provocada por la pérdida poblacional. En conjunto, la comparacion
entre ambas representaciones evidencia que el modelo logistico es adecuado para describir el

crecimiento de Lemna minor bajo condiciones controladas, y permite identificar de manera clara
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los desvios provocados por eventos externos, como lo ocurrido en el reactor 3. Este andlisis
respalda la necesidad de una evaluacion individualizada de cada sistema experimental para

garantizar la fiabilidad de los resultados.

La evolucion del numero de frondas de Lemna minor fue monitoreada en cuatro reactores durante
un periodo de tres dias, utilizando una escala logaritmica en el eje Y para facilitar la comparacion.
Todos los reactores iniciaron con 70 frondas (£0), lo que garantiza condiciones homogéneas al

inicio del experimento (Cayre, M., Vignolo, G., & Garro, O., 2001).

En los reactores 1, 2 y 4 se observé un crecimiento sostenido en el numero de frondas. El reactor
1 alcanz6 hasta 190 frondas con una desviacion estdindar maxima de +84.85, aunque este dato
indica una alta variabilidad debido a una caida brusca el ultimo dia. Los reactores 2 y 4 mostraron
incrementos mas estables, alcanzando hasta 147 + 0.009 y 180 + 1.77 frondas respectivamente, con
errores cuadraticos totales bajos (0.0045 y 1.06), lo que indica un crecimiento saludable y

progresivo tipico de la fase exponencial del modelo logistico microbiano.

Por otro lado, el reactor 3 present6 una marcada disminucion en el numero de frondas, con valores
que descendieron de 147 a 55 frondas y una desviacion estandar de +£41.95 en el ultimo dia,
reflejando una caida abrupta y significativa en el crecimiento. Esta desviacion representa un error
cuadratico total elevado (= 5299), sugiriendo factores limitantes como agotamiento de nutrientes o

condiciones adversas no controladas.

En conjunto, los resultados evidencian que Lemna minor sigue mayormente el patron esperado del
modelo logistico bajo condiciones estables, aunque pequeias alteraciones en el medio pueden
impactar notablemente el desarrollo del cultivo. Esto subraya la importancia de un monitoreo
individualizado en cada reactor para detectar y corregir oportunamente cualquier desviacion que

pueda afectar el crecimiento poblacional.
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Conclusiones

Durante un periodo compuesto por dias de evaluacion, Lemna minor mostrd un crecimiento acorde
con el modelo logistico en los reactores 1, 2 y 4, con ajustes al modelo superiores al 99,99% (R? =
1). En estos reactores, el nimero de frondas aumentd en proporciones de 2,6 (R1), 2,1 (R2) y 2,57

(R4) veces respecto al valor inicial.

En contraste, el reactor 3 presentd una caida del 62% en el numero de frondas al tercer dia, con
errores cuadraticos acumulados altos (hasta 3520,44), y desviacion estandar final de 41,96, lo que

indica una desviacion significativa del comportamiento esperado.

La adicion de glucosa al medio Swedish Standard (SIS) favorecio el crecimiento en términos de
numero de frondas y area proyectada en la mayoria de los casos, pero también evidencio6 efectos
de estrés en fases finales, posiblemente relacionados con la acumulacién de metabolitos o

limitaciones en el nitrogeno disponible.

No se establecidé una cuantificacion directa del efecto del nitrogeno de forma aislada, pero la
combinacion de glucosa y nutrientes inorgdnicos parece tener un efecto sinérgico en la primera
fase del crecimiento. Sin embargo, este efecto no fue sostenible en todos los reactores, lo cual

sugiere que su impacto depende de una interaccion més compleja de condiciones ambientales.

En términos del ajuste al modelo logistico, los parametros obtenidos indican que, bajo condiciones
controladas, Lemna minor puede alcanzar tasas de multiplicacion rapida con bajo margen de error
(desviaciones estandar <0,01 en R1 y R2), pero con sensibilidad alta a perturbaciones, como se

evidencio en R3.
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Recomendaciones

Se sugiere implementar una segunda fase del experimento incorporando replicaciones en cada uno
de los tratamientos. Esta medida permitird la estimacion del error experimental, el calculo de
valores-p y la validacién estadistica formal de los efectos observados. De esta manera, se
incrementara la solidez del modelo ANOVA utilizado, permitiendo la aplicacion de contrastes
estadisticos confiables que fortaleceran la interpretacion de los resultados y las conclusiones

derivadas del estudio.

En concordancia con lo anterior, se recomienda aumentar los grados de libertad del analisis
mediante un incremento del nimero de repeticiones. Asi mismo, se plantea la posibilidad de
introducir niveles intermedios de los factores evaluados, como glucosa y nitrégeno, con el fin de
explorar posibles relaciones no lineales entre los tratamientos y la respuesta del cultivo. Esta
estrategia podria conducir a la adopcion de un disefio factorial mas complejo o a la implementacion
de un modelo de superficie de respuesta (RSM) que permita una optimizacion mas precisa de las
condiciones experimentales. Para complementar y fortalecer la interpretacion de la variable de
respuesta principal el nimero final de frondas, se propone incorporar anélisis morfolégicos a nivel
celular. En este sentido, la aplicacion de técnicas de microscopia Optica o estereoscopica permitiria
observar estructuras internas y detectar posibles diferencias anatomicas derivadas de los
tratamientos. Ademas, se recomienda utilizar herramientas de analisis digital de imagenes, como
el software ImageJ, con el proposito de cuantificar variables complementarias como el area de las
frondas, la tasa de crecimiento relativa mediante la comparacion temporal de imégenes y la

densidad de estructuras celulares, en caso de que se realicen cortes histologicos adecuados.

En funcion de los resultados preliminares obtenidos, se sugiere priorizar en futuras pruebas aquellas
combinaciones de tratamiento que involucren niveles altos tanto de glucosa como de nitrégeno, ya
que estos mostraron una posible interaccion sinérgica favorable para el desarrollo del cultivo.
Adicionalmente, se podria considerar la inclusion de nuevos factores experimentales, tales como
micronutrientes, intensidad de luz o temperatura, como parte de disefios multifactoriales que

permitan una evaluacion mas integral del sistema biologico en estudio.
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