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Efectos de antibioticos en la biomasa, cobertura
de area y clorofila de Lemna gibba y Azolla
filiculoides

Antibiotics Effects on biomass, area coverage and chlorophyll of Lemna
gibba and Azolla filiculoides

Ingrid Maldonado'", Jesis Miranda-Mamani? y Yesica M. Mamani Arpasi®

Resumen

Las concentraciones de residuos de antibioticos en los ecosistemas acuaticos estan experimentando un incremento progresivo, lo que esta
ejerciendo impactos significativos en las especies residentes. Las especies Lemna gibba y Azolla fifliculoides son ampliamente conocidas
en estudios de toxicidad, y fitorremediacion. Ademas, se ha observado que estas especies presentan respuestas interesantes frente a
la exposicion a compuestos antibiéticos. En este estudio se evalué los efectos de azitromicina, ciprofloxacina, amoxicilina, cefalexina,
ampicilina y clindamicina (0.00, 2.5, 5, 7.5 mg/L) en la biomasa, Ratio de Crecimeinto Relativo (RCR), porcentaje de area y clorofila, durante
7 dias. Se recolectaron datos de biomasa para calcular el RCR, y se realizaron capturas de imagenes diarias de cada unidad experimental
para estimar el porcentaje de cobertura y las bandas RGB, con el propésito de calcular los niveles de clorofila. Los resultados revelaron
efectos de toxicidad de las concentraciones en relacién al grupo control, observandose una mayor susceptibilidad en Azolla que en Lemna.
Y en relacion al porcentaje del area de cobertura, influenciaron los dias de experimentacion en Azolla (p-valor = <2e-16); mientras que en
Lemna, influenciaron negativamente tanto la concentracion de antibiéticos como los dias, p-valor = 0.00161 y 2.1e-11 respectivamente.
En cuanto a los niveles de clorofila, no se detectaron alteraciones significativas frente a las concentraciones evaluadas. Estos hallazgos
evidencian que, a pesar de los efectos adversos de los antibiéticos, las especies investigadas ain demuestran capacidad de supervivencia
y capacidad de eliminacion de los antibiéticos.
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Abstract

The concentrations of antibiotic residues in aquatic ecosystems are experiencing a progressive increase, which is exerting significant
impacts on resident species. The species Lemna gibba and Azolla filiculoides are widely known in studies of toxicity and phytoremediation.
Furthermore, these species have been observed to exhibit interesting responses to exposure to antibiotic compounds. In this study, the
effects of azithromycin, ciprofloxacin, amoxicillin, cephalexin, ampicillin, and clindamycin (0.00, 2.5, 5, 7.5 mg/L) on biomass, Relative Growth
Rate (RGR), percentage of area, and chlorophyll were evaluated over a period of 7 days. Biomass data were collected to calculate RGR, and
daily images of each experimental unit were captured to estimate the percentage of area coverage and RGB bands for chlorophyll calculation
purposes. The results revealed toxic effects of the concentrations compared to the control group, with Azolla showing greater susceptibility
than Lemna. Concerning the percentage of area coverage, the experimental days significantly influenced Azolla (p-value = <2e-16), while
both the antibiotic concentration and the duration of exposure negatively affected Lemna, with p-values of 0.00161 and 2.1e-11, respectively.
As for chlorophyll levels, no significant alterations were detected in response to the evaluated concentrations. These findings demonstrate
that despite the adverse effects of antibiotics, the investigated species still exhibit survival and antibiotic removal capabilities.
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Introduccion

La presencia de firmacos en las masas de
agua plantea la necesidad de implementar métodos
de remocion, y en este contexto, se ha comprobado
que diversas plantas son exitosas en la remedicion de
compuestos farmacéuticos (Singh etal., 2018). Entre ellas,
el helecho de agua (4zolla filiculoides) ha demostrado
eficiencia en la remocion de sulfonamidas (Forni et
al., 2002), y especies de lenteja de agua (Lemna gibba)
que también han mostrado eficacia en la remocion de
farmacos como el ibuprofeno, diclofenaco, paracetamol,
carbamazepina, acido clofibrico, propanolol y hormonas
endocrinas disruptoras como el bisfenol A (Garcia-
Rodriguez et al., 2015).

Sin embargo, frente a elevadas concentraciones
éstas plantas manifiestan algunos sintomas de estrés,
como la reduccién en la capacidad fotosintética (Hajkova
etal.,2019) y alteracion en los pigmentos (Sree et al., 2015;
Singh, Pandey, & Suthar,2018). Ademas, estoscompuestos
pueden ocasionar cambios histo-bioquimicos internos
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que afectan el crecimiento y desarrollo normal de las
plantas (Kummerova et al., 2016), lo cual se refleja en la
inhibicién del crecimiento y el incremento de la biomasa
(Hattink & Wolterbeek, 2001).

No obstante, los efectos de estas sustancias en las
plantas no se limitan inicamente a nivel interno; también
generan cambios morfologicos, como la disminucion
en el proceso de crecimiento y desarrollo (Singh et
al., 2018), asi como pequefas alteraciones en las hojas,
cuyas caracteristicas fenotipicas pueden ser evaluadas
mediante imagenes de las plantas afectadas (Minervini
etal., 2016). Ademas, en situaciones de estrés, se observa
una reduccion en los colores asociados a las bandas RGB
(rojo, verde y azul, en inglés), lo cual puede ser percibido
y capturado mediante una camara fotografica (Li et al.,
2020; Zhu et al., 2020).

Por lo tanto, la aplicacion del analisis de imagenes
puede contribuir al estudio de los efectos del estrés en
las plantas. En este estudio, se analizaron los efectos del
estrés en Lemna gibba 'y Azolla filiculoides causados por
antibioticos ampliamente utilizados en la poblacion, con
el objetivo de determinar las concentraciones que estas
especies pueden tolerar o que las afectan.

Materiales y métodos
Diseiio de investigacion

Para analizar los efectos del estrés causado por
los antibioticos en las plantas Lemna gibba y Azolla
filiculoides, se utilizé un disefio completo aleatorizado
de un factor. Se seleccionaron cuatro concentraciones
0, 2.5, 5, 7.5 mg/L) de antibidticos, que incluyeron
azitromicina, ciprofloxacina, amoxicilina, cefalexina,
ampicilina y clindamicina. Cada concentracion se
replicod tres veces, lo que resultd en un total de 12
unidades experimentales por especie y un total de 24
unidades experimentales en total. La asignacion de las
unidades experimentales en el area de estudio se realizo
de manera aleatoria (Singh et al., 2018).

Cultivo y desarrollo de las macroéfitas

La especie Azolla filiculoides se colectd del
riachuelo del centro poblado de Jayllihuaya — Puno,
mientras que Lemna gibba se colectd en el Malecon
ecoturistico de Puno. Ambas especies fueron cultivadas
en un sistema hidropdnico en el invernadero de la Oficina
de Gestion Ambiental de la Universidad Nacional del
Altiplano-Puno durante un periodo de seis meses para
permitir su adaptacion a las condiciones de laboratorio
(Garcia-Rodriguez et al., 2015). En el caso de Azolla
filiculoides, se redujo la concentracion de nitrogeno en el
medio de cultivo, ya que esta especie tiene la capacidad
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de fijar su propio nitrégeno a través de la simbiosis que
establece con bacterias fijadoras de nitrogeno (Taghi
ganji et al., 2005).

La solucion madre de antibidticos se diluyd en
agua y se agregd la concentracion requerida en cada
unidad experimental, mezclandola con el medio de
cultivo hidropoénico. En cada unidad experimental se
afadieron 2 gramos de Azolla y Lemna, respectivamente
(Garcia-Rodriguez et al., 2015). El ensayo se llevd
a cabo a una temperatura promedio de 23 °C, con un
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
La duracién total del estudio fue de siete dias. Al
finalizar este periodo, se realizaron las mediciones de
biomasa hiimeda. A partir de estos datos de biomasa, se
calcul6 el ratio de crecimiento relativo (RCR) utilizando
la siguiente formula:

B inal Binicia
RCR = % 1)

Donde:

Donde: B,  es la biomasa final, B .. es la

biomasa inicial y N es el numero de dias (7dias)
(Kadir et al., 2020).

Analisis de imagenes

Se tomaron fotografias diarias de cada unidad
experimental utilizando una camara Canon EOS Rebel
T100 - 4000D, con el objetivo de evaluar caracteristicas
fenotipicas como la forma, tamafio y color. La captura
de imagenes se llevo a cabo durante una semana, bajo
condiciones de luz natural y con un fondo negro. Se
utiliz6 una regla milimétrica como referencia para
calibrar la escala y tener una referencia del area evaluada.

El analisis de imagenes se llevd a cabo mediante
la aplicaciébn de algoritmos (Medina et al., 2010;
Minervini et al., 2016), utilizando el software libre
ImageJ 1.50b, en un equipo con sistema operativo
Windows 10 Home de 64 bits y un procesador Intel(R)
Core (TM) i7-7500U CPU @ 2.70GHz 2.90 GHz. Las
variables obtenidas durante el andlisis incluyeron el area
foliar (cm2), las bandas RGB y los niveles de clorofila
(Riccardi et al., 2014).

Durante el analisis, el area de la planta se
determind mediante la conversién de la imagen en
una imagen de 8 bits (Figura 1). Ademas, las imagenes
originales de 24 bits se filtraron en las bandas roja, verde
y azul, y se calcularon los valores medios de R, Gy B
para cada imagen de nucleo. Estos valores se utilizaron
para estimar la concentracion de clorofila en cada unidad
experimental (Ali et al., 2012; Riccardi et al., 2014). La
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ecuacion utilizada para determinar la concentracion
de clorofila en las hojas a partir de las imagenes es la

siguiente: Clorofila = (R - B)/(R + B), desarrollada por
Kawashima y Nakatani en 1998 (Riccardi et al., 2014).

Figura 1. A) Imagen con las bandas RGB y B) Imagen de 8-bit.

Analisis estadistico

Para analizar la biomasa en Azolla y Lemna, se
utiliz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de una via
después de verificar los supuestos necesarios. En cuanto
al area de cobertura en Azolla y Lemna, se aplicé un
ANOVA de dos vias para evaluar el efecto de las
concentraciones y los dias de estudio. Para analizar el
efecto de las concentraciones de antibidticos sobre la
clorofila, se utilizo el test de Kruskal-Wallis debido a
que no se cumplieron los supuestos requeridos. Todos
estos analisis se llevaron a cabo utilizando el software
libre R Studio.

Resultados
Efecto de los antibidticos en la biomasa y el RCR

El andlisis de varianza (ANOVA) reveld un efecto
significativo de las concentraciones de antibidticos
testeados en la biomasa de A. filiculoides (p=0.043<0.05)
(Figura 2). Se observo una disminucion en el porcentaje
de biomasa, que vario entre el 13% y el 37%, y aument6
en funcion de las concentraciones probadas.

4.0+ b Anova, p =0.043
3.5 b
C
= 3.0
@
£
2
m
2.5+ T
.
2.0
0 25 5 75

Concentracién de Antibidticos (mg/L)

Figura 2. Diagrama de caja y bigotes de la biomasa de Azolla en funcion de las concentraciones de

antibidticos.
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El test de comparacion multiple de Dunnet,
muestra que existe diferencia entre el grupo control y la
mayor concetracion (7.5 mg/L) (Tabla 1).

Tabla 1. Resultado del test de Dunnet de la biomasa
en las concentraciones de antibidticos en plantas.

Azolla filiculoides

Comparaciones

diff

Iwr.ci

upr.ci p-val

2.5-0
5-0
7.5-0

-0.433
-1.100
-1.233

-1.566
-2.232
-2.366

0.699 0.580
0.032  0.056
-0.101 0.034*

0.18 -
0.16 -
0.14 -
0.12 A
0.10 -
0.08 -
0.06 -
0.04 -
0.02 -

Ratio de crecimeinto relativo (RCR)

Respecto a L. gibba el ANOVA indica que la
biomasa no es afectada por las concentraciones de
antibioticos testeados (p=0.065>0.05). No obstante, se
observa una leve disminucion de la biomasa en funcion
de las concentraciones usadas en el estudio, variando
desde 22.5 a 34.2%.

Por otro lado, el RCR muestra un mayor efecto
en la inhibicién de crecimiento en Azolla que en Lemna,
el cual se acentiia a medida que la concentracion del
antibiotico se incrementa (Figura 3).

B Azolla

OLemna

0.00 -
0 2.5

5 1.5

Concentracion de antibioticos mg/L

Figura 3. Ratio de crecimiento relativo de las plantas en funcidon a las concentraciones testeadas.

Analisis de imagenes

El analisis de varianza de dos factores revelo
que la concentracion de antibidticos no tuvo un efecto
significativo en el porcentaje del area de cobertura de

Azolla (p-valor = 0.358), mientras que en Lemna si
fue significativo (p-valor = 0.00161). Por otro lado, se
observd que los dias de estudio tuvieron una influencia
significativa en el porcentaje del area de cobertura en
ambas especies (Tabla 2).

Tabla 2. ANOVA para analizar la influencia de los antibidticos en la biomasa de las especies de plantas

Azolla Y Lemna.
Porcentaje del area de cobertura en Porcentaje del area de cobertura en
Azolla Lemna
GL  F-valor P — valor Sig  GL  F-valor P valor Sig

Concentracion 3 1.096 0.358 3 5.787 0.00161 ol
Dia 6 52.210 <2e-16 KEE 6 17.774 2.1e-11 el
Concentracion:Dia 18 0.630 0.860 18 0.199 0.99978
Residuales 56 56

En cuanto al porcentaje de area de cobertura
de Azolla y Lemna, el analisis de Duncan reveld
diferencias significativas entre los dias (con letras iguales
para medias similares). Estas diferencias se pueden
visualizar claramente en los diagramas de caja y bigotes
correspondientes a cada dia (Figura 4). Ademas, se
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observa que los efectos negativos son mas pronunciados
en los primeros dias, lo que se refleja en una inhibicion
del crecimiento. Sin embargo, en los dias posteriores
se observa un incremento en el drea de cobertura en
ambas especies.
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Figura 4. Incremento del % de cobertura de area durante los dias experimentales (7). A) Azolla y B) Lemna

Mientras que, en el caso de la clorofila, se aplico
el analisis de Kruskal-Wallis, cuyo resultado indica que
la concentracion de antibidticos no existe una influencia
significativa sobre este parametro, con p-valores de
0.8162 y 0.6856 para Azolla y Lemna respectivamente.

Discusion
Efecto de los antibidticos en la biomasa y el RCR

Las concentraciones testeadas mostraron efectos
negativos en la biomasa de Azolla filiculoides (13-37%),
asi como el RCR; mientras que, en Lemna el impacto
es menor (22.5-34.2%). Esta alteracion se incrementa en
funcion de la concentracion de antibidticos en el medio
de cultivo. Del mismo modo Singh et al. (2018) realizaron
un estudio con una especie Spirodela polyrhiza, en el
que analizaron los efectos de 4 concentraciones de
amoxicilina (0.0001, 0.01, 0.1 y 1 mg/L), y hallaron
que la amoxicilina tuvo efectos tdxicos a mayores
concentraciones, influenciando principalmente en la
disminucion de la biomasa. Asimismo, en otro estudio
con Lemna minuta en el que se expuso a ofloxacino en
concentraciones de un rango de 0.01-1.0 mg/L caus6

la disminucién de la biomasa entre un 4.8 y 41.3%, y
en relacion a la RCR los resultados son similares,
observandose una disminucién en comparacion al
grupo control.

Sin embargo, segin Bianchi et al. (2020), se
encontré que concentraciones bajas (1 pg/L) de un
antibidtico tuvo efectos positivos en la biomasa de
Lemna, incluso incrementando la biomasa, y que en
Azolla tampoco tuvo efectos significativos tanto en
la biomasa como en el RCR. Esta diferencia podria
atribuirse a la tolerancia de la especie a valores bajos
de antibidticos, y como mecanismo de respuesta al
estrés, la planta incrementa su biomasa y RCR Por otro
lado, concentraciones mas altas, como las utilizadas en
este estudio, tienen efectos mas pronunciados, lo cual
es respaldado por otros estudios (Baciak et al., 2016;
Drobniewska et al., 2017; Hajkova et al., 2019; Hu et
al., 2019; Iatrou et al., 2017; Pomati et al., 2004; Singh
et al., 2018) (Tabla 3). Por lo tanto, las concentraciones
evaluadas en este estudio tienen un impacto en la
disminucién de la biomasa, pero no causan efectos
perjudiciales en la planta.

Tabla 3. Efecto de antibidticos en la biomasa de las plantas

Compuesto Concentracion Especie Efecto en biomasa Autor
Eritromicina 1 mg/L Lemna minor Disminucién dela (Pomati et al., 2004)
biomasa en 20%
Levofloxacino 1 pg/L Lemna minory Incremento de la . .
Azolla filiculoides  biomasa en 20% (Bianchi et al., 2020)
Oxitetraciclina 3,6,9,10,12,15, Lemna minor Disminucién de la
50 y 100 mg/L biomasa en funcion del (Pro et al., 2003)
incremento de la
concentracion
Sulfametoxazol 500 pg/L Lemna minor Disminucién dela (Grenni et al., 2019)
biomasa
Amoxicilina, 2 ng/L Lemna minor Disminucion de la
enrofloxacinay 2 pg/L biomasa
oxitetraciclina 1 pg/L
Levofloxacinay 7, 14,21,28,35 Lemna gibba Disminucién de la (Brain, Johnson,
sulfametoxazol biomasa Richards, Hanson, et
al., 2004)
Lomefloxacina, 38 pg/L, Lemna gibba Disminucién de la (Brain, Johnson,
sulfametoxazol, y 37 pg/L, biomasa Richards, Sanderson, et
clortetraciclina 114 ng/L al., 2004)
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La especie mas afectada en este estudio fue
Azolla filiculoides, lo cual es comprensible debido a
su simbiosis con bacterias fijadoras de nitrégeno como
Anabaena y Arthobacter (Carrapico, 2014; Forni et al.,
2002; Taghi ganji et al., 2005), las cuales le confieren
capacidad de tolerancia y eliminacion de compuestos
toxicos (Bianchi et al., 2020; Forni et al., 2002). Sin
embargo, a concentraciones elevadas de antibidticos,
Azolla se ve directamente afectada, lo que también
repercute en la inhibicién del aumento de su biomasa.
De manera similar, en un estudio en el que se probaron
elevadas concentraciones de sulfadimetoxina (50, 150,
300 y 450 mg/L), este antibiotico afectd la tasa de
crecimiento (como rendimiento de biomasa por semana),
la fijacion de N2 y la frecuencia de heterocistos. A pesar
de esto, las plantas fueron capaces de sobrevivir y seguir
eliminando el antibidtico, aunque en menor proporcion
(Forni et al., 2002). En un estudio adicional donde se
expuso a Azolla a Ciprofloxacino, se observo que este
antibidtico tuvo un impacto negativo en la fotosintesis
y la actividad de la nitrogenasa, ademas de alterar
el perfil aminoacidico de la planta, lo que resulté en
una disminucion del contenido de nitrogeno celular
(Gomes et al., 2018).

Area por concentracion y dia

En relacion al porcentaje del area de cobertura de
Azollay Lemna, se observaron diferencias significativas
a lo largo de los dias del experimento. Esto indica que
los efectos de inhibicion y disminucién del area de
crecimiento son mas pronunciados en los primeros
dias. Sin embargo, a medida que las especies se adaptan
fisiolégicamente, se observa un aumento en el area de
cobertura, lo que demuestra la capacidad de tolerancia
de estas especies a los antibioticos.

Ademas, otro estudio encontrd que, durante los
primeros dias, tanto Lemna como Azolla absorbieron
una mayor cantidad de antibidticos a través de su
estructura, para luego estabilizarse. Este proceso tiene
un impacto directo en el desarrollo y crecimiento de las
plantas (Bianchi et al., 2020). Adicionalmente, se realiz6
otro estudio en el que se expuso a Azolla a diferentes
concentraciones (0.1, 1, 10 y 100 mg/L) de un farmaco
llamado diclofenaco. Los resultados revelaron que esta
especie no solo fue afectada por las concentraciones
mas altas del farmaco, sino también por el tiempo de
exposicion. Esto indica que tanto la concentracion como
la duracion de la exposicion son factores importantes que
influyen en los efectos negativos observados en Azolla
(Vannini et al., 2018). Sin embargo, en ambos estudios se
observé que las especies evaluadas, tanto Azolla como
Lemna, fueron capaces de sobrevivir y eliminar los
compuestos del medio, especialmente en el caso de bajas
concentraciones de los farmacos estudiados (Bianchi et
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al., 2020; Lu & Lu, 2019). Por lo que, su capacidad de
supervivenciay capacidad de eliminar los contaminantes
las convierten en candidatas potenciales para su uso en
aplicaciones de fitorremediacion de aguas contaminadas
con residuos de antibioticos.

Clorofila por imagenes

Los resultados del analisis de imagenes revelaron
que las concentraciones de antibioticos no tuvieron un
impacto significativo en la concentracion de clorofila.
Esto concuerda con otro estudio que examind los efectos
del farmaco acetaminofeno en diversas concentraciones
(22.5, 45.0 y 90.0 mg/L) y tampoco encontrd influencia
en la concentracion de clorofila (Nunes et al., 2014).
Aunque, otros estudios indican que los antibidticos
ejercen una influencia negativa en la concentracion de
clorofila (Gomes et al., 2017; Hu et al., 2019; Singh et al.,
2018; Sree et al., 2015). Ademas, es importante considerar
que estos resultados pueden estar influenciados por
el proceso de obtencién de datos en si. En el caso de
estas macrofitas flotantes, como Azolla y Lemna, puede
ocurrir el solapamiento de las hojas, lo que dificulta la
captura de imagenes de todas las hojas presentes. Por
lo tanto, es crucial realizar un analisis cuidadoso de
la expansion del area y el calculo de la concentracion
de clorofila para garantizar resultados precisos
(Costa et al., 2019).

Conclusion

Las concentraciones de antibidticos afectan
negativamente a la biomasa y al ratio de crecimiento,
siendo en mayor proporcioén en Azolla que en Lemna.
Adicionalmente, el porcentaje de area de la cobertura de
Azolla y Lemna, muestran que el efecto negativo es mas
acentuado en los primeros dias que en los ultimos, lo
que demuestra que después de un periodo de adaptacion,
estas plantas contintian desarrollandose. Respecto a
clorofila, en este estudio no se demostro efectos sobre
la clorofila de Azolla y Lemna. Lo que demuestra que,
estas especies son capaces de tolerar y sobrevivir a
estos contaminantes, siendo candidatas adecuadas para
procesos de fitorremediacion.
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