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RESUMEN

Lemna minuta es una macrdfita flotante de amplia distribucion en ecosistemas lénticos, que puede ser (til en el desarrollo de ex-
perimentos ecofisiolégicos y ecotoxicoldgicos debido a su potencial sensibilidad a contaminantes acudticos como toxinas y meta-
les pesados. Para estos, inicialmente se deben establecer cultivos axénicos con sus poblaciones bajo condiciones de laboratorio,
los cuales requieren técnicas de limpieza para sus frondas que adn no han sido definidas. Se adapté el método de Acreman en su
tiempo de exposicion y concentracion de hipoclorito de sodio, propuesto para la desinfeccion de las especies pertenecientes al
género Lemna L. (Lemnoideae) a partir de colonias nativas. Las colonias se obtuvieron de un humedal de la ciudad de Bogota, y
posteriormente se aclimataron y desinfectaron en diferentes tiempos y soluciones de hipoclorito. Los resultados mas adecuados
para la remocién de algas epifitas y otros microrganismos de las frondas, sin presentar alta mortalidad de las colonias, se obtuvie-
ron, respectivamente, en las concentraciones 0,5 % (45 y 30 segundos) y 0,25 % (60 segundos) de hipoclorito. Por el contrario, el
tiempo de exposicion de 60 segundos propuesto por el método Acreman (0,5%) resulté en la mortalidad total de las frondas
(100 %). Se sugiere utilizar una solucion de hipoclorito de sodio 0,5% en un tiempo de exposicion menor o igual a 45 segundos
para la desinfeccion de colonias de L. minuta con fines experimentales.
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ABSTRACT

Lemna minuta is a floating macrophyte widely distributed in lentic ecosystems, which may be useful for development of ecop-
hysiological and ecotoxicological experiments, due to its sensitivity to water pollutants such as toxins and heavy metals. Axenic
cultures and cleaning techniques of fronds from their populations under laboratory conditions have not yet been defined. Acre-
man method was modified in exposure time and concentration of sodium hypochlorite for disinfection from native colonies of
species belong to genus Lemna L. (Lemnoideae). The colonies were obtained from an urban wetland of Bogota city, and they
were acclimatized and disinfected at different times with hypochlorite solutions. The most suitable results for the removal of epip-
hytic algae and other microorganisms of the fronds, without showing high mortality of colonies, were obtained, respectively, in
0,5 % (45 and 30 seconds) and 0,25 % (60 seconds) hypochlorite concentrations. By contrast, the exposure time of 60 seconds
proposed by Acreman method (0,5 %) resulted in total mortality of fronds (100 %). This report suggests use a solution of 0,5 %
sodium hypochlorite in an exposure time of 45 seconds or less for disinfect colonies of L. minuta with experimental purposes.
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INTRODUCCION

Las especies de la subfamilia Lemnoideae (Araceae),
conocidas también como lentejas de agua, son las plan-
tas vasculares acuaticas mas simples y diminutas a nivel
estructural y reproductivo en el mundo (Cross, 2002).
Se reconocen 37 especies y cinco géneros: Spirodela,
Landoltia, Lemna, Wollffiella y Wolffia (Stevens, 2001).
Estas macrdfitas flotantes de distribucion cosmopolita
se presentan principalmente en los sistemas acuaticos
[énticos, y se caracterizan por un rapido crecimiento de
sus frondas (o talos) de forma vegetativa, llegando a
cubrir gran parte de los espejos de agua (Armstrong,
2011). Lemna minuta Kunth es una pequefa macrofita
conformada por una o varias frondas (2-6) que forman
una colonia. La fronda es una estructura compleja que
representa al tallo y la hoja, que presenta una corta ve-
na (o ausencia) y una sola raiz (Landolt, 1986). La flora-
cién de L. minuta es muy rara, al igual que la mayoria de
las lentejas de agua, aunque esta puede ocurrir frente a
cambios abruptos en diferentes condiciones ambientales,
como fotoperiodos de 12 a 16 horas de luz y temperatu-
ras de 22°C a 32°C (Landolt & Kandeler, 1987).

A causa de su amplia distribucion mundial en ecosiste-
mas lénticos, varias especies del género Lemna L., espe-
cialmente Lemna minor, han sido usadas a nivel experi-
mental ecolégico y toxicolégico por su alta sensibilidad
frente a las concentraciones de nutrientes en el agua y
su rapida respuesta fisiologica a la presencia de sustan-
cias o materiales que pueden ser dafinos para su creci-
miento (Hillman, 1961; Wang, 1990; Wang & Freemark,
1995). Debido a esto, dentro del drea ecotoxicolégica,
se han desarrollado diversos protocolos para evaluar,
monitorear y determinar la calidad de agua mediante
especies del género Lemna, por entidades internaciona-
les como: el Instituto Sueco de Investigacion Aplicada
del Medio Ambiente (ITM, 1990), el Instituto Sueco de
Normalizacion (SIS, 1995), la Agencia de Proteccién
Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, 1996), la Aso-
ciacion Francesa de Normalizacion (AFNOR, 1996), la
Organizacién Internacional de Normalizacién (ISO,
2005), la Organizacion para la Cooperacion y el Desa-
rrollo Econémicos (OECD, 2006), el Ministerio del Me-
dio Ambiente de Canada (EC, 2007), y la Asociacion
Americana de Salud Pdblica (APHA et al., 2011).

L. minuta puede ser una potencial macréfita nativa para
la realizacién de bioensayos, biomonitoreos y fitorreme-
diacién, asi como para otros estudios ecotoxicoldgicos,
fisioldgicos y bioquimicos (Caris et al., 2006; Ramirez,
2011; Van Echelpoel et al., 2016). Su pequeno tamafo,
rapido crecimiento y su facil mantenimiento en condi-
ciones de laboratorio, podrian posibilitar la formacién
de un cultivo axénico a partir de individuos colectados
en campo, con miras a desarrollar investigaciones expe-
rimentales. Por otra parte, para iniciar un cultivo de
cualquier especie de Lemna, una de las principales refe-
rencias para la esterilizacion de las frondas en los dulti-

mos afos ha sido el método propuesto por la Dra. Judy
Acreman (2007), donde se describe paso a paso los
requerimientos para la obtencién de un cultivo axénico.
Este método puede presentar altos indices de mortali-
dad en las frondas durante su ejecucion, debido al tiem-
po de exposicion (60 s) y la sensibilidad al desinfectante
(solucion de hipoclorito de sodio al 0,5 %).

El uso experimental de L. minuta ha sido reportado en
el pais por Valderrama et al., (2002), Gémez (2002) y
Ramirez (2011) para tratamientos de sistemas de aguas
residuales o como propuesta para bioensayos de ecoto-
xicidad acudtica; sin embargo, debido al enfoque de
estos estudios, no se describen detalles sobre un méto-
do de limpieza de frondas de esta macrofita en Colom-
bia. La distribucién de las frondas de L. minuta ha sido
reportada en lagunas y humedales de la regién andina,
entre los 1800 hasta los 3300 msnm, principalmente en
temporada de secas, debido a su abundancia en el es-
pejo de agua (Schmidt-Munn, 1998). Por otra parte, el
estado de eutrofizacion del cuerpo de agua puede au-
mentar la presencia de organismos en las frondas, lo
que dificulta la selecciéon de ambientes acuaticos y de
frondas menos contaminadas para la aplicacién de téc-
nicas de limpieza. El objetivo de este trabajo es estable-
cer el proceso de desinfeccion adecuado para las fron-
das de L. minuta, mediante modificacion del método de
limpieza propuesto por J. Acreman, y asi promover la
formacién y desarrollo de cultivos axénicos para aplica-
ciones experimentales en laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Seleccion de fronda madre

Las colonias de Lemna minuta fueron colectadas en el
humedal de Santa Maria del Lago en Bogota D.C., a
partir de la revision de las plantas acudticas en la saba-
na de Bogota de Schmidt-Mumm (1998). La macrdfita
se identific6 mediante la clave taxonémica de Landolt y
Schmidt-Mumm (2009). Para formar el cultivo base o
stock de limpieza, todas las plantas deben provenir de
una unica fronda o clon, conocida como fronda madre
(Landolt, 1986). Para esto, se seleccioné una fronda sin
clorosis, necrosis, y con baja presencia de algas y ciano-
ficeas en talo y raiz (evidente a simple vista). Las colo-
nias de la fronda madre, conformadas generalmente
por dos a cuatro individuos, se mantuvieron durante dos
meses en vasos de precipitado de 2 L con 1,5 L de agua
del humedal para su aclimatacién, con una renovacion
semanal del agua sin ningtn tratamiento (EC, 2007).

Tratamientos para limpieza de frondas

El método Acreman (2007) consiste en la obtencion de
un cultivo axénico mediante la esterilizaciéon de las
plantas de Lemna usando hipoclorito de sodio al 0,5 %
(Clorox® 10%), con exposiciones repetidas durante
mas de un minuto, para asegurar la eliminacion de
agentes contaminantes como bacterias y hongos
(tabla 1). Para aplicar este método de limpieza, se dis-
puso inicialmente de 100 frondas, ya que cerca del 1-
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Tabla 1. Descripcién de las ventajas y desventajas del método Acreman (2007) de limpieza de frondas en Lemna.

VEMNTAJAS

DESVEMNTAJAS

1. Es altamente eficiente para retirar contaminantes
organicos e inorganicos en las frondas v obtener un
cultive axenico.

1. Requiere de un amplio cultive stock para iniciar la limpieza de
frendas (> 300 individuos).

2. Permite el tratamiento en una amplia gama de
especies de Lemna e incluso en otros géneros de la
familia Lemnoideae.

2. La tasa de supervivencia de frondas es muy baja (1-10%) lo que
promueve una alta perdida de material vegetal.

3. Es verzatil en los tiempos de exposicion de frondas
durante su limpieza facilitando la manipulacion para el
experimentador.

3. Requiere areas amplias en laboratorio v con condiciones ambientales
especificas para el mantenimiento de frondas.

4. Facilita su aplicacion en laboratorio por el uso de
descontaminantes de uso comuan (hipoclorito).

4. Aumenta los tiempos de obtencion de resultados por su alta tasa de
mortalidad (ca. 100%)

Tabla 2. Resumen del anilisis de varianza (ANDEVA) de las variables medidas en la desinfeccién de L. minuta
(n=36) respecto al porcentaje de supervivencia de las frondas. Los tratamientos de concentracién de hipoclorito y tiem-
po de exposicién presentan diferencias significativas (p>F).

Fuente de variacion gl Suma de cuadrados | Media cuadratica F p (>F)
Concentraciéon de NaClO 1 27309,7 27309,7 178,1 <0,01

Tiempo de exposicion 1 1432,4 1432,4 9,3 <0,01

Interaccién 1 904,8 904,8 5,9 <0,05

Error 32 4908,6 153,4

TOTAL 35 34555,5

10 % sobrevive la desinfeccion. Cuando el cultivo stock
alcanzé un aproximado de 400 frondas (ca. dos meses),
se aplico a 10 frondas tres tratamientos con dosis de
0,125 %, 0,25 % y 0,5 % de hipoclorito de sodio
(Clorox® 4,5 %). Se realizaron tres réplicas, separando
las frondas de sus colonias con pinzas entomolégicas y
sumergiéndolas en cada tratamiento durante 15 s, 30 s,
45 sy 60 s por separado. Posteriormente se lavaron en
agua destilada, y cada grupo se traspasé al medio de
cultivo sin nutrientes organicos (APHA) para su segui-
miento (EC, 2007). Transcurridas 48 h, se contaron los
individuos que presentaban coloracion verde en el cen-

tro de la fronda para calcular la supervivencia a cada
tratamiento. Asimismo, para comprobar la efectividad
del método, se revisé la presencia/ausencia de algas y
cianoficeas en los talos en cada tratamiento utilizando
un aumento de 400x bajo microscopio 6ptico Nikon®
(modelo Eclipse E200). Todas las manipulaciones y trans-
ferencias de las frondas se realizaron en un ambiente
aséptico generado por una camara de flujo laminar.

Analisis estadistico
Se utiliz6 un andlisis de varianza de dos factores
(ANDEVA) para analizar del porcentaje de superviven-
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cia entre los tiempos de exposicion de las frondas y el
nivel de concentracion de hipoclorito, seguido de una
prueba post hoc de Tukey para comparar los tratamien-
tos. Un valor de p<0,05 fue utilizado como criterio para
considerar diferencias significativas. Los analisis se desa-
rrollaron con el software RStudio (2015, version
0.98.501).

RESULTADOS Y ANALISIS

Para la obtencién de un cultivo axénico de L. minuta es
indispensable adecuar un método de limpieza para sus
frondas que sirva como referencia para cualquier uso
experimental o en la utilizaciéon de cultivos con fines de
investigacion bajo condiciones controladas de laborato-
rio (Ramirez-Babativa & Espinosa-Ramirez, 2018).

Efecto del hipoclorito sobre las frondas de L. minuta

El porcentaje de supervivencia de frondas de L. minuta
presenté diferencias significativas entre los tratamientos
con diferentes tiempos de exposicion y concentraciones
de hipoclorito (tabla 2). Los mayores valores de supervi-
vencia se presentaron en las frondas limpiadas con hipo-
clorito al 0,125 % durante 15 s y 45 s, con 83 % cada
uno, mientras los menores valores (< 3 %) se presentaron
con hipoclorito al 0,5 % durante 45 sy 60 s (figura 1). No
se presenté supervivencia de fondas en el tratamiento
con 0,5 % de hipoclorito durante 60 s. En general, se ob-
servé una tendencia con mayor supervivencia en las fron-
das limpiadas con hipoclorito al 0,125 %, mientras las

frondas con menor supervivencia se presentaron en el
tratamiento con hipoclorito al 0,5 %.

Por otra parte, se evidencié la presencia de algas o cia-
noficeas en fronda y raiz posterior a la limpieza en to-
dos los tratamientos con hipoclorito al 0,125 % vy
0,25 %, a excepcion del tratamiento a 60 s. A su vez,
en los tratamientos con hipoclorito al 0,5 % se registro
la presencia de estos microorganismos durante el tiem-
po de exposicion de 15 s. Asimismo, la alta mortalidad
de frondas en hipoclorito 0,5 % durante 60 s y 45 s,
sugieren que esta concentraciéon es muy alta para la
limpieza de la planta, por lo cual deben utilizarse tiem-
pos o concentraciones menores a las recomendadas
por el método Acreman.

Para la obtencién de un monocultivo de L. minuta, sin
presencia de algas u otros microorganismos en fronda y
raiz, estos resultados sugieren que podria utilizarse hi-
poclorito de sodio en concentraciones menores al
0,5 % y con tiempo de exposicion menor a 60 s, valo-
res menores a los recomendados por el método Acre-
man (2007). Adicionalmente, se propone repetir este
proceso de limpieza cada cuatro meses en el cultivo
axénico, para evitar una propagacion de algas resisten-
tes a la limpieza por hipoclorito o una contaminacion
de frondas por una manipulacién experimental inade-
cuada. Independiente del uso experimental de Lemna,
la limpieza de las frondas de manera temporal permiti-
ria disponer de un cultivo stock de crecimiento conti-
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Figura 1. Efecto de la limpieza de hipoclorito de sodio a concentraciones 0,125%, 0,25% y 0,5% con
diferentes tiempos de exposicién sobre el porcentaje de supervivencia de frondas de L. minuta. Las letras
diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos. (*) Indica presencia de algas en fronda o

raiz posterior al tratamiento.
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nuo en laboratorio. Finalmente, se recomienda modifi-
car el método de desinfeccion de frondas de Acreman
para obtener un cultivo axénico de cualquier otra espe-
cie del género Lemna, ya que estas pueden requerir
diferentes concentraciones y tiempos de exposicion
para desinfectar sus frondas.

CONCLUSIONES

La modificacién del método de limpieza de Acreman
para L. minuta fue efectiva en la obtenciéon de un mono-
cultivo axénico a partir de una planta nativa de humedal
urbano. La descontaminacién fue posible en hipoclorito
0,5 % durante 45 y 30 segundos, o en concentracion de
hipoclorito 0,25 % a 60 segundos, debido a la baja mor-
talidad de las frondas y la alta efectividad en la remo-
cion de algas y otros microrganismos.

AGRADECIMIENTOS

El autor agradece el apoyo, guia y orientacién de A.
Espinosa-Ramirez (Universidad Pedagogica y Tecnoldgi-
ca de Colombia), los textos de Lemnédceas compartidos
por el Dr. Elias Landolt (Q.E.P.D.), y el espacio brindado
para el desarrollo de los experimentos al Laboratorio de
Ingenieria Ambiental (Universidad Nacional de Colombia).

REFERENCIAS

Acreman, J. (2007). Axenic culture techniques for Lem-
na. En: Environment Canada (EC). Biological test met-
hod: test for measuring the inhibition of growth using
the freshwater macrophyte Lemna minor. EPS1/
RM/37. 2nd ed. Environmental Protection Publica-
tions, pp. 102-108.

American Public Health Association (APHA), American
Water Works Association (AWWA) & Water Environ-
ment Federation (WEF). (2011). Duckweed, part
8211, En: Standard methods for the examination of
water and wastewater. 22nd ed. USA.

Armstrong, W. (2011). Wayne's Word Lemnaceae: 21 September
2013.  URL: http;//waynesword.palomar.edu/Twayindx.htm
(accessed 23 September 2015).

Association Francaise de Normalisation (AFNOR).
(1996). Determination of the inhibitory effect on the
growth of Lemna minor. XP T 90-337. Paris La
Défense Cedex, France, 10 p.

Caris, M., Andrade, A. y Philippi, L. (2008). Determi-
nacdo do potencial de biorremediacdo de nutrientes
e bioindicacdo de aguas residudrias da suinocultura
por macrofitas flutuantes (Lemna minuta)-Efeito de
altas taxas de nitrogénio amoniacal. Evidéncia-
Ciéncia e Biotecnologia, 8(1-2), 85-102.

Cross, J. (2002). The charms of duckweed: 14 March
2014. URL: http://www.mobot.org/jwcross/
duckweed/duckweed-charms.htm (accessed 23 Sep-
tember 2015).

Environment Canada (EC). (2007). Biological test met-
hod: test for measuring the inhibition of growth
using the freshwater macrophyte Lemna minor.
EPS1/RM/37. 2nd ed. Ottawa: Environmental Protec-
tion Publications. 141 p.

Gomez, M. (2002). Evaluacion del efecto de la pobla-
cién de Lemna minuta en la estructura y dinamica de
la comunidad bacteriana aerobia he-terétrofa presen-
te en un sistema de lagunaje para el tratamiento de
aguas residuales. Tesis de pregrado en Microbiologia
Industrial, Pontificia Universidad Javeriana. Bogot3,
Colombia.

Hillman, W. (1961). The Lemnaceae or duckweeds: a
review of the descriptive and experimental literature.
The Botanical Review 27, 221-287. DOI: 10.1007/
BF02860083.

Institute of Applied Environmental Research (ITM).
(1990). Method for toxicity test with the floating
plant Lemna minor, duckweed. ITM report 7. Solna,
Sweden.

International Organization for Standardization (ISO).
(2005). Water quality -Determination of the toxic
effect of water constituents and waste water on du-
ckweed (Lemna minor) - Duckweed growth inhibi-
tion test”, Final draft 1SO/DIS 20079. Geneva,
Switzerland.

Landolt, E. y Schmidt-Mumm, U. (2009). Lemnaceae.
Flora de Colombia No. 24. Instituto de Ciencias Na-
turales, Universidad Nacional de Colombia. Bogota
D.C., Colombia, 54 p.

Landolt, E. (1986). Biosystematic investigations on the
family of duckweeds: The family of Lemnaceae-a
monographic study. Vol. 1 (Heft 71). Veréffentlichun-
gen des Geobotanischen Institutes der Eidgenos-
sischen Technischen Hochschule (ETH). Stiftung RU-
bel, Zirich, Deutschland, 566 p.

Landolt, E., & Kandeler, R. (1987). Biosystematic investi-
gations on the family of duckweeds: The family of
Lemnaceae- a monographic study. Vol. 2 (Heft 95).
Geobotanischen Institutes der Eidgendssischen Tech-
nischen Hochschule (ETH). Stiftung Ribel, Zirich,
Deutschland, 638 p.

Organization for Economic Cooperation and Develop-
ment (OECD). (2006). Guidelines for the testing of

Método de limpieza en Lemna minuta



chemicals: Lemna sp. growth inhibition test. 22 p.
DOI: 10.1787/9789264016194-en.

Ramirez, D. (2011). Propuesta para el desarrollo de un
protocolo de laboratorio para el cultivo de Lemna
minuta (Araceae). Tesis de pregrado en Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad Nacional de Co-
lombia. Bogotd, Colombia.

Ramirez-Babativa, D. y Espinosa-Ramirez, A. (2018).
Comparacién de las caracteristicas poblacionales de
Lemna minuta (ARACEAE: LEMNOIDEAE) en tres
medios de cultivo. Revista Colombiana de Biotecno-
logia, 20(1), 84-96.

RStudio Team. (2015). RStudio: Integrated development
for R. RStudio, Inc., Boston, Massachusetts, USA.
URL: http://www.rstudio.com/.

Schmidt-Munn, U. (1998). Vegetacion acuatica y palustre
de la sabana de Bogota y plano del rio Ubaté. Tesis de
Maestria en Biologia, Facultad de Ciencias, Universi-
dad Nacional de Colombia. Bogota, Colombia.

Stevens, P. (2001). Angiosperm Phylogeny Website: 12
July 2012. URL: http://www.mobot.org/MOBOT/
research/APweb/ (accessed 23 September 2015).

Swedish Standards Institute (SIS). (1995). Water quality
-Determination of growth inhibition (7-d) Lemna
minor, Duckweed. Svensk Standard SS 02 82 13.
Stockholm, Sweden, 15 p.

United States Environmental Protection Agency
(USEPA). (1996). Aquatic plant toxicity test using
Lemna spp. Tiers | and Il “Public Draft”, Ecological
effects test guidelines OPPTS 850.4400, United Sta-
ted Environmental Protection Agency Prevention,
Pesticides and Toxic Substances (7101) EPA 712-C-
96-156. 5 p.

Valderrama, L., Del Campo, C., Rodriguez, C., de-
Bashan, L. & Bashan, Y. (2002). Treatment of recalci-
trant wastewater from ethanol and citric acid pro-
duction using the microalga Chlorella vulgaris and
the macrophyte Lemna minuscula. Water Research
36(17), 4185-4192. DOI: 10.1016/50043-1354(02)
00143-4.

Van Echelpoel, W., Boets, P. & Goethals, P. (2016). Fun-
ctional Response (FR) and Relative Growth Rate
(RGR) Do Not Show the Known Invasiveness of
Lemna minuta (Kunth). PLoS ONE 11(11), e0166132.
DOI: 10.1371/journal.pone.0166132.

Wang, W. (1990). Literature review of duckweed toxi-
city testing. Environmental Research 51, 7-22. DOI:
10.1007/BF02860083.

Wang, W., & Freemark, K. (1995). The use of plants for
environmental monitoring and assessment. Fcotoxi-
cology and Environmental Safety 30, 289-301. DOI:
10.1006/eesa.1995.1033.

76 Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XXI No. 1 Enero - Junio 2019, 71-76



