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RESUMEN

Caulerpa filiformis es una alga marina catalogada como una especie invasora. En el Perq,
durante afios, su distribucion estuvo considerada a la costa norte (isla Lobos de Afuera, y
Piura), recientemente se ha reportado en la costa central (Ancash, Lima e Ica). Especies del
género Caulerpa, como C. filiformis, producen metabolitos secundarios con propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas, antibacterianas, antifungicas, antivirales
y alelopéticas; no obstante, en nuestro pais no se han realizado estudios de este tipo en esta
especie. Por lo tanto, la presente investigacion tiene como objetivo evaluar el uso potencial
de C. filiformis, procedente de las bahias de Paracas y Sechura, como fuente de principios
activos. A partir del alga seca y pulverizada, se prepar0 el extracto metandlico. El
screening fitoquimico del extracto metandlico de C. filiformis de Sechura y Paracas
revelaron la presencia de hidratos de carbono, polifenoles, taninos, flavonoides, lipidos,
alcaloides, esteroides y triterpenos, para ambos extractos. El contenido de fenoles totales
del extracto de C. filiformis de Sechura (39.31+0.39 mg de AGE/g extracto) fue
significativamente mayor (p<0.05) que el de Paracas (18.78+0.31 mg de AGE/g extracto).
En los ensayos ABTS y DPPH, con cada muestra, la capacidad antioxidante del extracto de
C. filiformis de Sechura (ICso= 3.49+0.01 y 2.18+0.02 mg/mL) fue significativamente
mayor (p<0.05) al de Paracas (ICso= 6.41+0.02 y 2.42+0.04 mg/mL). En el ensayo de
inhibicion de la lipoxigenasa, la inhibicion del extracto de C. filiformis de Sechura fue
significativamente mayor (p<0.05) que el de Paracas. En el bioensayo de crecimiento de
radicula e hipocdtilo, el extracto metanolico de C. filiformis de Sechura y Paracas, generd
un efecto positivo en la elongacion del hipocétilo tanto en las plantulas de lechuga como
de tomate. En conclusion, C. filiformis produce compuestos fendlicos y otros compuestos

quimicos con potencial antioxidante, antiinflamatorio y bioestimulante de plantas.

Palabras clave: Caulerpa filiformis, screening fitoquimico, contenido fendlico, actividad

antioxidante, lipoxigenasa, alelopatia.



ABSTRACT

Caulerpa filiformis is a marine algae cataloged as an invasive species. In Peru, for years,
its distribution was considered to the north coast (Isla Lobos de Afuera, and Piura),
recently it has been reported in the central coast (Ancash, Lima and Ica). Species of the
Caulerpa genus, such as C. filiformis, produce secondary metabolites with antioxidant,
anti-inflammatory, anticancer, antibacterial, antifungal, antiviral and allelopathic
properties; However, no studies of this type have been carried out in this species in our
country. Therefore, the present investigation aims to evaluate the potential use of C.
filiformis, from the bays of Paracas and Sechura, as a source of active principles. From the
dried and powdered algae, the methanolic extract was prepared. Phytochemical screening
of the methanolic extract of C. filiformis from Sechura and Paracas revealed the presence
of carbohydrates, polyphenols, tannins, flavonoids, lipids, alkaloids, steroids and
triterpenes, for both extracts. The content of total phenols of the extract of C. filiformis of
Sechura (39.31+0.39 mg of AGE/g extract) was significantly higher (p<0.05) than that of
Paracas (18.78+0.31 mg of AGE/g extract). In the ABTS and DPPH assays, with each
sample, the antioxidant capacity of Sechura C. filiformis extract (1Cso= 3.49+0.01 and
2.18+0.02 mg/mL) was significantly higher (p<0.05) than that of Paracas (ICso= 6.41+0.02
and 2.42+0.04 mg/mL). In the inhibition assay of lipoxygenase, the inhibition of C.
filiformis extract from Sechura was significantly higher (p<0.05) than that of Paracas. In
the bioassay of radicle and hypocotyl growth, the methanolic extract of C. filiformis from
Sechura and Paracas, generated a positive effect in the elongation of the hypocotyl in both
the lettuce and tomato seedlings. In conclusion, C. filiformis produces phenolic compounds
and other chemical compounds with antioxidant, anti-inflammatory and plant biostimulant

potential.

Keywords: Caulerpa filiformis, phytochemical screening, phenolic content, antioxidant

activity, lipoxygenase, allelopathy.



I. INTRODUCCION

Las macroalgas marinas son una fuente potencial de productos naturales bioactivos. Se han
utilizado desde la antigiedad como alimento, forraje, fertilizante y medicina,
principalmente en los paises asiaticos (Kolanjinathan et al. 2014). Las algas contienen una
amplia gama de compuestos, tales como carbohidratos, proteinas, &cidos grasos
poliinsaturados, minerales, vitaminas del grupo B, fibra dietética; compuestos naturales de
crecimiento de plantas, tales como auxinas, giberelinas y citoquininas (Ibafiez et al.; Khan
et al., citados por Michalak y Chojnacka 2015). Ademas producen compuestos bioactivos,
tales como polifenoles, terpenoides, carotenoides y tocoferoles, los cuales poseen
propiedades antibacterianas, antivirales, antifingicas, antioxidantes, antiinflamatorias,

antitumorales y alelopaticas (Michalak y Chojnacka 2015, Choi y Choi 2016) .

En la costa peruana encontramos una gran diversidad de macroalgas marinas (Gil-Kodaka
et al. 2002, IMARPE y PRODUCE 2016), la que constituye una fuente potencial de
compuestos biologicamente activos, con diversas aplicaciones principalmente en las
industrias alimentaria y farmacéutica. Por ejemplo, las algas del género Caulerpa han
despertado interés por sus metabolitos secundarios que presentan propiedades antivirales
(Nicoletti et al. 1999), antitumorales (Cavas et al. 2006), antioxidantes (Nguyen et al.
2011), antimicrobianas (Vairappan 2004), y antiinflamatorias (Stirk et al. 2003). En

nuestro pais, la especie Caulerpa filiformis seria la Gnica representante de este género.

Caulerpa filiformis habia sido descrita inicialmente por Howe (1914) y Acleto (1986) para
la costa norte (isla Lobos de Afuera y Piura); sin embargo, fue posteriormente introducida
en la costa central (Ancash, Lima e Ica) (Acosta y Vargas 2012). Dicha introduccion habria
sido facilitada por el transporte del bivalvo Argopecten purpuratus “concha de abanico”
desde la bahia de Sechura a otras zonas de cultivo (Pariona 2018). Debido a su rapida
propagacion, C. filiformis ha sido reconocida como una especie exotica invasora en los

nuevos habitats colonizados, como la Bahia de Paracas (MINAM 2014, Ramsar 2015).



Actualmente, C. filiformis no es objeto de ningln tipo de uso, y existen muy pocos estudios
sobre su bioquimica y/o propiedades farmacoldgicas (Egg et al. 2015, Hernandez et al.
2015). En cambio, su alta productividad en lugares como la bahia de Paracas, hace que una
gran cantidad de esta alga quede varada en las orillas, donde se acumula y descompone,

generando malos olores, contaminacion e impacto paisajista (observacion personal).

Por lo tanto, el objetivo general de la presente investigacion fue: evaluar el uso potencial
del alga C. filiformis procedentes de las bahias de Sechura y Paracas, como fuente de

principios activos. De esta manera, se establecieron los siguientes objetivos especificos:

Determinar cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en el

extracto metanolico de C. filiformis mediante screening fitoquimico.

- Determinar la actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales del extracto

metanolico de C. filiformis.

- Determinar la actividad antiinflamatoria del extracto metandlico de C. filiformis

mediante la inhibicidn de la lipoxigenasa.

- Determinar el efecto alelopatico del extracto metandlico de C. filiformis frente a

semillas de Lactuca sativa (lechuga) y Solanum lycopersicum (tomate).
Para responder a estos objetivos se plantearon las siguientes hipotesis:

- HI1: Elextracto metanolico de C. filiformis presenta actividad antioxidante.

- H2: El extracto metandlico de C. filiformis presenta actividad antiinflamatoria via

inhibicion de la lipoxigenasa.

- H3: El extracto metandlico de C. filiformis presenta efectos alelopéaticos sobre las

semillas de Lactuca sativa (lechuga) y Solanum lycopersicum (tomate).

- H4: La actividad antioxidante, antiinflamatoria y los efectos alelopaticos del
extracto metandlico son diferentes segin el habitat de procedencia de C.

filiformis.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Caulerpa filiformis (Suhr) Hering

2.1.1. Clasificacién taxondmica

De acuerdo al Sistema de Clasificacion de Guiry, MD y Guiry GM (2011), la macroalga C.

filiformis presenta la siguiente clasificacion taxonémica:

Reino : Plantae

Subreino : Viridiplantae

Phylum : Chlorophyta

Subphylum : Chlorophytina

Clase : Ulvophyceae

Orden : Bryopsidales

Familia : Caulerpaceae

Género : Caulerpa

Especie : Caulerpa filiformis (Suhr) Hering

2.1.2. Distribucion geografica y habitat

A nivel mundial C. filiformis se encuentra distribuida en Sudafrica (Leliaert et al. 2000), al
sur de Mozambique (Silva et al., citado por Guiry y Guiry, 2011), New South Wales
(NSW) al sudeste Australia (Zhang et al. 2014), Indonesia (Atmadja y Prud’homme van
Reine, citados por Guiry y Guiry, 2011) y Peru (Acleto 1986; Acosta y Vargas 2012).

En el Pera C. filiformis fue reportada por primera vez por Howe (1914), para las islas
Lobos de Afuera, frente a Lambayeque; y posteriormente reportada por Acleto (1986) para
diversas localidades de la costa de Piura. Desde el primer hallazgo de C. filiformis, su
rango de distribucién en la costa norte del Perd se mantuvo durante mas de 90 afios a
temperaturas entre 17.5°C a 24°C (Acosta y Vargas 2012).



Actualmente, esta especie ha sido reportada en la costa central del Peru, extendiendo su

distribucion hacia el sur a Bahia Samanco y Bahia Tortugas en Ancash; Pucusana en Lima;
Pisco (Acosta y Vargas 2012) y Paracas (Laguna Grande) en Ica (IMARPE 2016).

Por lo tanto, el actual limite de la distribucién de C. filiformis se encuentra al sur, a mas de

1000 km de su habitat original. encontrando a las principales praderas en las bahias

protegidas donde se realiza cultivo de concha de abanico (Pariona 2018). En la figura 1 se

muestra la distribucién de C. filiformis a lo largo de la costa peruana.
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Figura 1: Mapa de la distribucion de C, filiformis en la costa del Peru.
FUENTE: Adaptado de Pariona 2018.

En New South Wales, Australia, C. filiformis crece en sustratos blandos como arena fina

consolidada y en sustratos rocosos del intermareal y submareal somero (Zhang et al. 2014).

En la costa norte del Peru, esta especie se encuentra habitando los fondos submareales

someros, creciendo generalmente sobre sustrato arenoso o areno fangoso (IMARPE 2007a).



2.1.3. Descripcion morfoldgica

Caulerpa. filiformis pertenece al grupo de las algas verdes, cuyo talo es una célula
multinucleada gigante (cenocito), constituido por frondas planas y verticales con dicotomia
de una a tres veces, presenta una estructura anillada en la base de la fronda junto al estoldn,
este ultimo se fija muy bien al sustrato por medio de los rizoides (Figura 2). En Australia,
las frondas de C. filiformis pueden llegar a medir hasta 60 cm de longitud (Khou et al.
2007), formando densas praderas tanto en sustratos blandos (arena) como en sustratos
duros (Zhang et al. 2014).
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Figura 2: Componentes morfologicos del talo de C. filiformis.
FUENTE: Elaborado en base a Khou et al. 2007.

2.1.4. Reproduccion

La reproduccion asexual por fragmentacion del talo es la mas importante en el género
Caulerpa, debido a que cada fragmento es capaz de formar un nuevo individuo; en cambio
la reproduccion sexual es poco comdn. Este ultimo consiste en la conversion de casi todo
el protoplasto del talo en gametos que seran liberados a través de las papilas provocando la
muerte del alga(Williams 2002).



Los mecanismos de expansion mas importantes de esta especie son por fragmentacion y
crecimiento vegetativo, por ello pueden propagarse de forma rapida y con gran facilidad,
ésta caracteristica convierte a este género en el grupo méas exitoso de especies invasoras
(Zhang et al. 2014, Khou et al. 2007); posee un crecimiento vegetativo muy activo por
estolones, cuyos rizoides se fijan muy bien a diferentes tipos de sustratos, ya sea blando

como arena consolidada fina y sustratos duros (Zhang et al. 2014, Khou et al. 2007).

Es asi que C. filiformis, debido al rapido incremento en abundancia en comparacion con
otras algas del submareal somero en el sureste de Australia, ha sido listada como una
especie invasora por las pesquerias de New South Wales (Pollard y Pethebridge, citado por
Khou et al. 2007).

2.1.5. Aspectos ecologicos

Caulerpa filiformis, es la especie dominante en las praderas de macroalgas, presenta una
amplia distribucién en la bahia de Sechura, tiene una gran importancia en el asentamiento
de las semillas de concha de abanico y constituye refugio para los estados juveniles de
muchas especies faunisticas benténicas (IMARPE 2007b). Al igual que en Sechura, C.
filiformis es la especie de macroalga dominante en la bahia de Paracas, alberga una gran
abundancia y diversidad de fauna epibentonica, se distribuye en el rango de temperatura de
14.9 a 23.8 °C; estd asociada a sedimentos arenosos y con altos contenidos de materia

organica (Pariona 2018).

2.2. USO DE CAULERPA

Algunas especies de Caulerpa, tales como C. lentillifera, C. racemosa, C. peltata y C.
cupressoides, son utilizadas como parte de la alimentacidon humana, sobre todo en los
paises asiaticos (Nagappan y Vairappan 2013, De Gaillande et al. 2017). Otra especie de
Caulerpa, como C. taxifolia, es utilizada en Filipinas, en hierbas medicinales, como agente
antifangico e hipertensivo (Ninomiya et al., citado por Stirk et al. 2003). También han sido
utilizadas como alga decorativa de acuarios (Meinesz et al. 2001); en refugios de acuarios

marinos como filtros bioldgicos para eliminar nitratos y fosfatos (Gaitan et al. 2017).



2.3. COMPUESTOS BIOACTIVOS DE CAULERPA

Los compuestos quimicos aislados de las algas marinas han evidenciado la capacidad que
tienen estas para producir metabolitos secundarios, diferentes a los encontrados en especies
terrestres (Cardozo et al. 2007). La produccion de estos compuestos pueden variar segun la
especie, el habitat, la madurez y en parte por la influencia que ejercen los factores
ambientales y geogréficos sobre ellas (Bramarambica et al. 2014).

Es asi que los metabolitos secundarios reportados por Azhagu Raj et al. (2015) para el
extracto metandlico de Caulerpa racemosa difirieron con los reportados por Shibu y
Dhanam (2016) para el extracto etanolito de la misma especie, procedentes de Tirunelveli
y del golfo de Mannar, en Tamil Nadu, India, respectivamente. Los metabolitos comunes
fueron esteroides, grupos fendlicos, saponinas, taninos, flavonoides, terpenoides. Los
metabolitos secundarios producidos por las especies del género caulerpa son diversos, sin
embargo se han detectado metabolitos terpenoides como constituyentes comunes en C.
trifaria, C, brownii, C. felxilis, C. peltata y C. racemosa (Capon et al. 1983).

Los extractos de especies Caulerpa, tales como C. peltata, C. racemosa, C. lentillifera'y C.
cupressoides contienen en su estructura proteinas, acidos grasos poliinsaturados, vitaminas
y minerales; y producen metabolitos secundarios, tales como hidratos de carbono (xilano),
compuestos fendlicos, taninos, alcaloides (caulerpina), terpenoides (Caulerpenina, fitol),
esteroles y saponinas (Capon et al. 1983, Vairappan 2004, Maeda et al. 2012, Movahhedin
et al. 2014, De Gaillande et al. 2017) los cuales poseen propiedades antiinflamatorias,

antioxidantes, antibacterianas, antivirales y antifungicas.

Asimismo, extractos de Caulerpa y otras algas han mostrado tener actividad
antiinflamatoria, antimicrobiana, anticancerigeno y antioxidante (Stirk et al. 2003, Nguyen
et al. 2011, Gany et al. 2014), encontrandose en algunos estudios, mayor bioactividad de
los extractos de las algas verdes en comparacion con las algas rojas y pardas. Ademas,
estudios previos también han evidenciado que extractos de Caulerpa y otras algas marinas
verdes poseen compuestos quimicos con potencial alelopatico que afectan el crecimiento

de plantas marinas y terrestres (Inderjit y Dakshini 1994, Choi y Choi 2016).



2.4. METABOLITOS SECUNDARIOS

Las plantas sintetizan una gran variedad compuestos organicos, entre ellas los metabolitos
secundarios, los cuales no participan de forma directa en el crecimiento y desarrollo de las
plantas, algunos de estos son responsables de olores y colores de los vegetales, otros de las
virtudes culinarias, medicinales o venenosas. La distribucion de estos metabolitos
secundarios es restringida y diferenciada entre los grupos taxonémicos del reino vegetal.
También es conocido que intervienen en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su
ambiente: protegiendo a las plantas de la ingestién por herbivoros y la infeccion por
patégenos microbianos, incluso las plantas lo producen para atraer polinizadores y
dispersadores de semillas, y como agentes en la competencia planta-planta (Taiz y Zeiguer
2006).

Los metabolitos secundarios de las plantas se dividen en tres grandes grupos: los terpenos,
las sustancias fendlicas y los compuestos nitrogenados o alcaloides (Valdez y Balvin,
citado por Garcia 2004).

2.5. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fenolicos, polifenoles o fenilpropanoides, constituyen un amplio grupo de
metabolitos secundarios, una gran variedad de estos metabolitos son sintetizados por las
plantas. Su estructura béasica es un grupo fenol, el cual esta compuesto por un anillo
aromatico (fenil) unida a un grupo hidroxilo (OH) (Avalos y Pérez-Urria 2009) (Figura 3).
Frecuentemente, ocurren como glicésidos, combinado con unidades de azucar, son

relativamente polares y tienden a ser solubles en agua (Lock de Ugaz 1994).

OH

Figura 3: Estructura quimica del Fenol.

Desde el punto de vista de la estructura quimica, son un grupo muy diverso que comprende
desde moléculas sencillas como los acidos fendlicos hasta polimeros complejos como los
taninos y la lignina. En el grupo también se encuentran pigmentos flavonoides (Avalos y
Pérez-Urria 2009).



Los compuestos fendlicos intervienen en las funciones metabdlicas en las plantas, como el
crecimiento, reproduccién, en la proteccion contra patdgenos externos, y el estrés
ocasionado por la radiacion UV vy los depredadores; también son responsables del color,
aroma y sabor de los alimentos (Pefarrieta et al. 2014) ; ademas estan relacionados con la
prevencion de enfermedades cadiovasculares e inflamatorias; y presentan propiedades
antidiabéticas, anticancerigenas, antiinflamatorias, vasodilatadoras, antitrombdticas y

antioxidantes (Mufioz y Ramos 2007).

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se debe a su estructura quimica, el
cual tiene la capacidad de secuestrar a los radicales libres (scavengers) y de quelar metales
(Urquiaga y Leighton 2000), formando radicales intermedio mas estables y menos reactivo.
También, tienen la capacidad de inhibir la actividad de la lipoxigenasa (Yasumoto et al.
1970).

2.5.1. Sintesis de compuestos fenolicos

La compuestos fenolicos en las plantas surgen biogenéticamente de dos rutas principales:
la ruta del shikimato que origina directamente fenilpropanoides, tales como los acidos
hidroxicinamicos y cumarinas; y la ruta del acetato que produce fenoles simples y también
muchas quinonas. A partir de la combinacion de estas dos rutas se biosintetizan los

flavonoides, el grupo mas grande de los compuestos fendlicos (Figura 4) (Harborne 1989).

Eritrosa-4-fosfato < Acido I
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Figura 4: Rutas bésicas implicadas en la biosintesis de compuestos fendlicos.
FUENTE: Avalos y Pérez-Urria 2009.



2.5.2. Clasificacion de los compuestos fendélicos

Los compuestos fendlicos se clasifican en acidos fenolicos, flavonoides y taninos. Solo se

han identificado alrededor de 8.000 compuestos fendlicos y la mayoria de estos poseen una

estructura de tres anillos (dos aromaticos y uno heterociclo oxigenado) y los mas sencillos

poseen solo un anillo aromatico, conforme aumenta el nimero de sustituyentes, se va

incrementando la complejidad de la estructura. En el cuadro 1, se muestra la clasificacion

de los compuestos fendlicos agrupado en familias (Mercado-mercado et al. 2013).

Cuadrol: Clasificacién general de los compuestos fendlicos.

Clase Estructura Ejemplo Clase Estructura Ejemplo
OH
_ Ho Acidos
Fenoles simples Cs S ] Ce-C1
hidroxibenzoicos oH
OH
Catecol Acido galico
o [}
Acidos _ =
o Ce-Co L Naftoquinonas Ce-C4
Fenilaceticos
i}
Acido 2-hidroxi- Menadiona
fenilacético
Acidos = * 3
o Ce-Cs “ﬂm Xantomas Cs-C1-Co B o
hidroxicinamicos i B¢ %
Acido caféico Mangostina
OH
HO, - o
Estibenos Cs-C2-Cs Flavonoides Cs-C3-Cs L.
OH HO
Resveratrol Quercetina

FUENTE:Mercado-mercado et al. 2013.



2.6. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

2.6.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo en sistemas bioldgicos es causado por la generacion y exposicion
prolongada a agentes oxidantes como las especies reactivas del oxigeno (ERO), 0 a una
disminucion de la capacidad antioxidante del sistema, o a ambas. (San-Miguel y Martin-
Gill 2009). Por lo tanto, un desequilibrio en el sistema antioxidante puede producir dafio
celular, que con frecuencia estan implicadas en la patologia de enfermedades como el
cancer, arterosclerosis, enfermedades neurodegenerativas y en los procesos de

envejecimiento prematuro (Rawson et al. 2013).

2.6.2. Radicales libres

Los radicales libres son moléculas capaces de existir de forma independiente, contienen un
electron desapareado en un orbital atobmico. La mayoria de estos radicales son inestables y
altamente reactivos, por lo tanto, pueden donar o aceptar un electrén de otras moléculas, es
decir se comportan como oxidantes o reductores (Cheeseman y Slater, citado por Lobo
et al. 2010).

Los radicales libres como las ERO son moléculas altamente reactivas debido a que
presentan electrones desapareados en su estructura, estos electrones reaccionan con varias
macromoléculas bioldgicas de la célula como los carbohidratos, acidos nucleicos, lipidos y
proteinas, y alteran sus funciones (Birben etal. 2012). Entre las ERO destacan los
radicales libres como el anidn superdxido (O2."), radical hidroxilo (.OH), alcoxilo (ROO.) y
oxido de nitrégeno. Un segundo grupo de ROS lo constituyen los no radicales como el
peréxido de hidrégeno (H202), oxigeno singlete (102) y peroxinitrito (ONOO-) (San-
Miguel y Martin-Gill 2009).

2.6.3. Mecanismo de los antioxidantes

Los métodos de evaluacion de la capacidad antioxidante pueden clasificarse en funcion a la
especie oxidante (ROS/RNS o radicales estables no bioldgicos), al sustrato utilizado
(quimico o bioldgico) o por el mecanismo de accién del antioxidante (capacidad
secuestradora de radicales libres, capacidad de inhibicion de la peroxidacion lipidica,

capacidad de reducir metales, etc.) (Rawson et al. 2013).
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Los antioxidantes pueden inhibir o retardar la oxidacion de dos maneras: ya sea eliminando
los radicales (antioxidante primario), o mediante un mecanismo que no implica la
eliminacion directa de los radicales libres (antioxidante secundario). Los antioxidantes
primarios se consumen durante el periodo de induccién. En cambio los antioxidantes
secundarios funcionan mediante diversos mecanismos, que incluyen la union de iones
metalicos, la eliminacion de oxigeno, la conversién de hidroperoxido a especies no
radicales, la absorcion de radiacion UV o la desactivacion de oxigeno singlete (Rawson
et al. 2013; Krinsky, citado por Lobo et al. 2010)

Los métodos mas utilizados para evaluar la capacidad antioxidante in vitro son el DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidracil) y ABTS (3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfonico) el cual esta
basado en la reduccién del radical por captacion de un electrén o un atomo hidrogeno, al
afiadir el antioxidante (Figura 5). Estos métodos se utilizan para determinar toda la eficacia
antiradicalaria de los compuestos fenolicos (Ugartondo Casadevall 2009).

e 6 H*
] + () — (&)~ <>
Antioxidante Especie Radical Especie
radical derivado del radical
antioxidante mas estable

Figura 5: Mecanismo antiradicalario de las moléculas antioxidantes.
FUENTE: Ugartondo 20009.

2.7. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA VIA LIPOXIGENASA
2.7.1. Procesos inflamatorios

La inflamacién se origina como un mecanismo de defensa del organismo ante estimulos
perjudiciales. La mayoria de estos estimulos inflamatorios promueven la activacién de una

enzima llamada Fosfolipasa A, la cual actla sobre los fosfolipidos de las membranas

celulares y estimula la liberacion del acido araquidénico. Una vez liberada esta molécula,
puede ser transformada en mediadores quimicos de los procesos inflamatorios y seguir dos
vias fundamentalmente de transformacién, a través de la lipoxigenasa (5-LOX) y de las
ciclooxigenasas (COX-1y COX-2) (Menendez et al. 2010).
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2.7.2. Lipoxigenasa

En las plantas, la lipoxigenasa (Acido linoleico: oxigeno oxido-reductasa, EC 1.13.11.12)
es un tipo de dioxigenasa que cataliza la adicion de oxigeno molecular en acidos grasos
poliinsaturados que contengan al menos un sistema cis, cis-1,4-pentadieno, generando
como producto primario cis, trans hidroperoxidos conjugados, épticamente activos (Sanz
et al. 1992).

En los animales, la 5-lipoxigenasa (5-LOX) es la enzima clave en la biosintesis de los
leucotrienos (LTs) y cataliza los pasos iniciales en la conversion del &cido araquidénico a
leucotrienos biolégicamente activos. Los leucotrienos se consideran mediadores potentes
de reacciones inflamatorias y alérgicas, y en relacion con sus propiedades proinflamatorias,
la inhibicion de la via de la 5-lipoxigenasa se considera interesante en el tratamiento de
diversas enfermedades inflamatorias. Ademas de los inhibidores de la 5-lipoxigenasa, los
farmacos capaces de bloquear la 5-lipoxigenasa, asi como la ruta metabodlica de la
ciclooxigenasa, también tienen valor terapéutico (Schneider y Bucar 2005).

La lipoxigenasa de los animales y las plantas son similares en cuanto a la actividad
enzimatica primaria y la especificidad de la enzima (Sanz et al. 1992), debido a que siguen
el mismo mecanismo catalitico. Sin embargo la mayoria son regio y estereoespecificas en
el lugar de ataque del oxigeno. A pesar de esta contradiccion, la lipoxigenasa de soya
(LOX-1) es como un punto de control debido a que se asemeja a las LOXs de los mamifero
tanto estructuralmente como funcionalmente, es por ello que es usado a menudo para

estudios de inhibicion como enzimas modelo (Chedea y Jisaka 2011).

2.7.3. Mecanismo de accion de la lipoxigenasa

Las lipoxigenasas catalizan la oxidacidn de &cidos grasos poliinsaturados (linoleico (C18:2,
®-6), linolénico (C18:3, ®-3), araquidonico (C20:4, ®-6)) que contengan al menos un
sistema cis, cis-1,4-pentadieno, generando como producto primario hidroperoxidos
conjugados cis, trans, Opticamente activos (Sanz et al. 1992). El hierro desempefia un
papel esencial dentro de la accion catalitica de lipoxigenasa (LOX), por lo tanto, cada
molécula de LOX contiene un d&tomo de hierro en el centro activo, que alterna entre los

estados de oxidacion Fe(I1) y Fe(l11) durante el proceso catalitico (Belitz et al. 2009).
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En el ciclo catalitico de la LOX, la enzima es activada por su producto de oxidacion, de
manera que el Fe (I1) se oxida a Fe (I11), este Gltimo oxida el grupo metileno del sistema
1,4-pentadieno del sustrato, para dar lugar a un radical pentadienilo y un proton,
reduciéndose el hierro a la forma inactiva Fe (I1). El radical pentadienilo unido a la enzima
se adiciona a un sistema dieno conjugado Yy reacciona con oxigeno molecular para formar
un radical perdxido, que es reducido por el Fe (Il) para dar el anion peroxido y la
consiguiente oxidacion del hierro a la forma Fe(ll). Luego tras la adicion de un protén al
anion peroxido se forma el hidroperdxido, completando el ciclo (Figura 6) (Prigge et al.
1997, Belitz et al. 2009).

H
E Fe(I) - J e EFe(I)..R-

ROOH 0,
H#
E Fe(Il)..ROOH << E Fe(II)..RO0~ «———— EFe(I)...ROO-

Figura 6: Mecanismo enzimatico de lipoxigenasa-1 de soya en condiciones aerobicas.
FUENTE : Vliegenthart et al. 1983.

2.7.4. Inhibidores de la lipoxigenasa

Debido a que las isoformas de las LOXs estan implicadas en la patogénesis de las
principales enfermedades humanas, los inhibidores LOX son de interés médico y como
posibles farmacos. Segin el mecanismo de inhibicién, los inhibidores de LOX pueden

clasificarse en cinco grupos principales (Kuhn et al. 2015):

a. Inhibidores de redox: Interfieren con el cambio de valencia del hierro no hemo
durante el ciclo catalitico. Se ha demostrado que el acido nordihidroguaiarético
(NDGA) causa interrupcion del ciclo catalitico. lipoxigenasa de soya, reduciendo al

Fe*3 activo en Fe*? inactivo.
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b. Quelantes de hierro: Complejan el ion hierro en el sitio activo. Ejemplo: la

deferoxamina y desferrioxamina.

c. Sondas de sitio activo: Compiten el sustrato en la cavidad de union al sustrato.
Ejemplo: OPP (4-(2-oxapentadeca-4-yne) phenylpropanoic acid) y BW755C (3-
amino-1-[m(trifluoromethyl)phenyl]-2-pyrazoline).

d. Sustratos suicida: Conducen a la inactivacion irreversible de la enzima. Ejemplo:
ETYA (5, 8, 11, 14-eicosatetraynoic acid) y ODYA (9, 12-octadecadiynoic acid).

e. Los inhibidores alostéricos que se unen a un sitio distinto de la cavidad de union
al sustrato, HODE (&cido hidroxi octadecadienoico).

La investigacion realizada por Yasumoto et al. (1970), revelaron que ciertos antioxidantes
convencionales también son inhibidores de la actividad de la lipoxigenasa, Entre los
antioxidantes mas potentes que inhiben la actividad de la lipoxigenasa son a-tocoferol,
hidroquinona, galato de propilo, &cido nordihidroguaiarético, hidroxitolueno butilado y

hidroxianisol butilado.

Una fuente potencial de nuevos inhibidores de la 5-lipoxigenasa es sin duda proporcionada
por la abundancia de plantas medicinales utilizadas en la medicina tradicional (Schneider y

Bucar 2005); asi como de algas.

2.8. ALELOPATIA
2.8.1. Definicion de alelopatia

La alelopatia es un mecanismo de interferencia quimica entre dos seres vivos; en otras
palabras, es cualquier proceso que implique metabolitos secundarios producidos por
plantas, microorganismos y hongos, que una vez liberados al ambiente, ejercen influencia
en el crecimiento y el desarrollo de sistemas bioldgicos naturales o implantados, ya sea de
forma positiva 0 negativa. Por lo tanto, estos metabolitos pueden provocar efectos
perjudiciales o benéficos sobre germinacién, crecimiento o desarrollo de otra planta (da
Silva et al. 2007).
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2.8.2. Agentes alelopaticos

Los efectos de muchas sustancias con actividad alelopética, dependen de la concentracion
de dichas sustancias. Es asi que pueden presentar efectos benéficos a muy bajas
concentraciones, y cuando superan un determinado umbral, actian negativamente sobre la
planta receptora. Sin embargo, los efectos negativos son predominantes (Oliveros-Bastidas
2008). La naturaleza quimica de los compuestos alelopéticos es variable y diversa, los
compuestos mas estudiados son los compuestos alifaticos, lactonas simples no saturadas,
cumarinas, quinonas, flavonoides, taninos, alcaloides, terpenoides y esteroides, que actdan

como inhibidores de la germinacién y del crecimiento o ambas(Zamorano 2006).
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I11. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

El presente trabajo investigacion se desarrollé en los laboratorios de Bioquimica Vegetal y
analisis instrumental, del Instituto de Investigacion Bioguimica y Biologia Molecular
(11BBM), en la Universidad Nacional Agraria la Molina (UNALM).

3.2. OBTENCION DE LA MUESTRA

Las muestras de C. filiformis fueron colectadas del submareal somero, mediante buceo en
apnea, en dos zonas del litoral del Peru: en playa Blanca, Bayovar, provincia de Sechura,
region Piura (5° 49' 50.8" S; 81° 0' 21.2" W); y en playa Atenas, Paracas, provincia de
Pisco, region Ica (13° 49' 13.5" S; 76°18'1.8" W) (Figura 7), en los meses de setiembre y
octubre del 2017 (primavera). Las muestras fueron lavadas in situ con agua de mar para
eliminar el exceso de arena y organismos epifitos, luego colocadas en un cooler con

refrigerantes para su conservacion y transporte.
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Figura 7: Ubicacién de los lugares de colecta de las muestras de C. filiformis.



3.3. IDENTIFICACION TAXONOMICA

La clasificacion taxondmica se realizd en el Museo de Historia Natural de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, segun el sistema de clasificacion de Wendy Guiry in
Guiry, M.D. & Guiry G.M. 2017, Algae Base (Anexo 1).

3.4. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
3.4.1. Materiales

- Fiolas de 5 mL, 10 mL, 50 mL, 100 mL, 500 mL,

- Beackers de 50 mL, 100 mL, 250 mL y 500 mL

- Pipetasde 1 ml, 2 ml, 5mly 10 ml

- Probetas de 10 ml, 20 ml, 50 ml, 100 mly 250 ml

- Micropipetas de 2-20 pL, 20-200 pL y 100-1000 pL
- Cubetas de cuarzo para mediciones espectrofotométricas
- Tubos de ensayo de 5y 10 ml

- Tubos de centrifuga 100 ml (Falcon)

- Propipeta

- Placas Petri

- Gradillas

- Botellas de vidrio color ambar con tapa

3.4.2. Equipos

- Balanza analitica marca SARTORIUS, con precision de 0.0001g
- Estufa de conveccion eléctrica marca BINDER

- Agitador magnético modelo MS-H-Pro

- Agitador Vortex marca Thermo Scientific

- Centrifuga refrigerada modelo Rotofix 32,marca Hettich

- Rotavapor marca HERAEUS-Labofuge 400R

- Espectrofotometro modelo Pharo300-Spectroquant

- Incubadora modelo FOC 2251, marca VELP SCIENTIFICA
- Potenciémetro digital

- Cocina eléctrica

- Congelador

- Refrigerador
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3.4.3. Reactivos

- Cloroformo p.a. (ACS.1SO)

- Mercurio(ll) cloruro p.a. (EMSURE® ACYS)

- Acido L(+)-tartarico L(+)-p.a. (EMSURE® ACS,ISO)

- Hierro(ll1) cloruro hexahidrato para analisis (EMSURE®)
- Yodo resublimado para anélisis (ACS.ISO)

- Acido clorhidrico 37% (J.T. Baker)

- Acido 2,2"-azino-bis (3-ethilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTSs+) (Sigma-Aldrich)
- Trolox (Sigma-Aldrich)

- Reactivo de Folin-Ciocalteu 2N (Merck)

- DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil) (Merck)

- Metanol puro 99.9% (TEDIA)

- Etanol gradoACS (J.T. Baker)

- Persulfato de potasio

- Carbonato de sodio al 20%

- Hidroxido de sodio en perlas (J.T. Baker)

- Lipoxigenasa de Soya tipo I (Sigma-Aldrich)

- Buffer borato de sodio 2N, pH 9

- Acido linoleico (Sigma-Aldrich)

- Tween 20

- Agua destilada
3.5. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

3.5.1. Tratamiento de la muestra

En el laboratorio, las muestras de C. filiformis fueron lavadas inmediatamente con agua
potable, y limpiadas para remover el exceso de sales y organismos epifitos adheridos; en
seguida, las muestras fueron escurridas y secadas bajo techo, a temperatura ambiente,
durante tres dias. Luego fueron secadas en una estufa a temperatura constante de 40°C y

finalmente almacenadas hasta su uso.
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3.5.2. Preparacion del extracto metanolico

Para la preparacion del extracto se usé un solvente universal; metanol, debido a que es el
mas utilizado por solubilizar la mayoria de los compuestos presentes en las plantas.
Primero las muestras de alga seca, tanto las de Sechura como las de Paracas, fueron
pulverizadas en una licuadora. Luego se tomaron 5g de cada pulverizado y se adicion6 100
mL de metanol; la mezcla se mantuvo en agitacion constante, a temperatura ambiente,
durante de 24 horas. Después la mezcla fue centrifugada a 4500 rpm durante 20 min, del
centrifugado se tomo el sobrenadante, el cual constituy6 el extracto metandlico al 5%

peso/volumen (Figura 8). Finalmente, el extracto fue almacenado en un frasco ambar a -

20°C hasta su uso.

Alga seca molida

4500 rpm x 20 min a 10°C

Sobrenadante

Solvente: MeOH
Agitacion Macerar 24 horas
constante
Centrifugar
Residuo

Extracto metanolico

Pruebas quimicas

Prueba bioldgica

- Screening fitoquimico

- Contenido de fenoles

- Actividad antioxidante ABTS y DPPH (S. lycopersicum).
- Ensayo de Inhibicion de la LOX

Bioensayo de crecimiento
de radiculas e hipocétilo de
lechuga (L. sativa) y tomate

Figura 8: Esquema de la obtencion del extracto metanolico de C. filiformis, y
la prueba quimica y bioldgica correspondiente.
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Para calcular el rendimiento del extracto, en porcentaje, se utilizd la siguiente ecuacion:

Peso del extracto seco

%Rendimiento = ( )XIOO

Peso de la muestra seca y molida

El extracto metanodlico obtenido de cada muestra fue utilizado para realizar screening
fitoquimico; determinar el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante por el
método ABTS y DPPH; para realizar el ensayo de inhibicion de la lipoxigenasa y el
bioensayo de crecimiento de radiculas e hipocotilo de lechuga y tomate.

3.6. SCREENING FITOQUIMICO

Para la deteccion de los principales grupos de compuestos quimicos, se utilizo la
metodologia propuesta por Rondina y Coussio (1969). Este método consistié en fraccionar
el extracto metandlico, para luego aplicar reacciones quimicas cualitativas de coloracion y

precipitacion a cada fraccion obtenida.

a. Obtencion de las fracciones

El extracto metanolico de C. filiformis fue fraccionado mediante un cambio de pH y
particionado con un solvente de menor polaridad (cloroformo), obteniéndose cuatro

fracciones, denominadas fracciones A, B, Cy D (Figura 9).

Extracto I

Evaporar a sequedad
15ml HZ 1% (3 veces), 100°C, 30 min

Fraccion A

Filtracién

Solible Insoble

MHs hasta pH 9.0

Extraccion con CHCls 15l de CHCI5(3 veces)
Fraccién D | Fraccién C | Fraccion B
Faze acuosa Fase cloroférmica

Figura 9: Fraccionamiento del extracto metandlico de C. filiformis.
FUENTE: Adaptado de Rondina y Coussio 1969.
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b. Deteccion de los principales grupos quimicos

Para determinar los principales grupos de compuestos quimicos en cada fraccién obtenida

se aplicaron las siguientes reacciones:

Fracciéon A:

- Molisch (Hidratos de carbono): Se tomaron 2 mL de cada fraccién y se afiadio 2 gotas
del reactivo de Molisch, luego se agregd &cido sulfarico (H2SO.) concentrado por las
paredes del tubo. La aparicién de un anillo de color parpura violaceo en la interfase, indica

una reaccion positiva.

- Shinoda (Flavonoides): Se llevo a sequedad 0.5 mL de cada fraccion y se resuspendio
con igual volumen de agua destilada, luego se adiciono unas granallas de zinc y 0.2 mL de
acido clorhidrico (HCI) concentrado. La reaccion positiva se evidencia por la aparicion de

color purpura que puede variar desde el rosa tenue hasta el color rojo escarlata.

- Vapores de I> (Lipidos): Gotas de cada fraccion se dispuso sobre papel de filtro y
enseguida este se expuso a vapores de yodo. La reaccion positiva se evidencia mediante

coloracién marron o parda sobre el papel de filtro.

- Dicromato de potasio (Polifenoles, taninos): Sobre 0.5 mL de cada fraccion se agregd
una solucién acuosa de dicromato de potasio (K2Cr207) al 0.5%, luego se observd cambio
de color producidos por la reduccidon del dicromato. La reaccion positiva se evidencia

mediante el cambio de coloracién al anaranjado o amarillo.

- Gelatina (Taninos): Sobre 5 mL de cada fraccidén se agregd una solucion acuosa de
gelatina al 0.5%. La formacién de precipitado y turbidez en la disolucion indica una

reaccion positiva.

- FeCls (oxhidrilos fenolicos): Sobre 0.5 mL de cada fraccion se agreg6 gotas de una
solucion acuosa de tricloruro de hierro (FeCls) al 2%. La reaccion es positiva por la
aparicion del color amarillo, verde grisaceo o azul negro, el cual es detallado a

continuacioén:

- Amarillo — 10H
- Verde grisiceo — 2 OH
- Azul negro — 30H
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Fraccion B:

- Borntrager (Antraquinonas): Se agit6 suavemente 3 mL de cada fraccién con 5 ml de
una solucion acuosa de hidroxido de sodio (NaOH) al 5%. La reaccidon positiva se

evidencia por la aparicion de una coloracion rojiza o anaranjada en la fase acuosa.

- Liebermann-Burchard (Esteroides y/o triterpenos): En un bafio de hielo se enfri6 la
mezcla de 1 mL de anhidrido acético y 1 mL de cloroformo (CHCIs). A continuacion,
sobre 2 mL de cada fraccién se agregd dicha mezcla, y luego se adiciond por las paredes
del tubo 1 mL de H,SO. previamente enfriado a 0°C. La reaccion es positiva para
esteroides si se observa color azul o verde petréleo, y para triterpenos si se colorea a

marrén o pardo.

- Kedde (Cardenolidos): Se dispuso una gota de cada fraccion sobre papel de filtro, el
cual fue secado y luego retomado con etanol, enseguida se agregd 0.1 mL del reactivo
preparado con volimenes iguales de las soluciones de Kedde I (&cido 3,5 dinitrobenzoico
al 2% en metanol) y Kedde Il (KOH al 5.7% en agua destilada). La reaccion es positiva si

se observa coloracion rosa, purpura o violeta.

Fraccion C:

- Dragendorff (Alcaloides): Se llevaron a sequedad 0.2 mL de cada fraccién y se
resuspendié con 2 mL de HCI al 1% luego se adiciono 2 gotas del reactivo Dragendorff. La

reaccion positiva se evidencia por la aparicion de precipitado de color naranja.

- Mayer (Alcaloides): Se llevaron a sequedad 0.5 mL de cada fraccion y se resuspendid
con 2 mL de HCI al 1%, luego se adiciono 2 gotas del reactivo Mayer. La reaccidn positiva

se evidencia por la aparicion de precipitado de color blanco o amarillo claro.

- Wagner (Alcaloides): Se llevaron a sequedad 0.5 mL de cada fraccion y se resuspendid
con 2 ml de HCI al 1%, luego se agregd 2 gotas del reactivo Wagner. La reaccion positiva

se evidencia por la aparicion de precipitado.

- Kedde (Cardenolidos): Se realizd como se indicé anteriormente.
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- Rosenheim (Leucoantocianidinas): Se llevaron a sequedad 2 mL de cada fraccion y se
resuspendid con igual volumen de una solucion acuosa de HCI al 1%, luego se agregé 1
mL de HCI concentrado, en seguida se mezcld y calento en bafio de agua a 100°C durante
10 min. A la mezcla enfriada se agregd un volumen igual de alcohol amilico. Una

coloracion rosa suave hasta carmesi en la fase organica, indica reaccion positiva.

Fraccién D:

Dragendorff (en este caso para detectar sales de amonio cuaternario), Shinoda y
Liebermann-Burchard. Los procesos de cada una de las reacciones han sido indicados

lineas arriba.

3.7. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FENOLES TOTALES

El contenido de fenoles totales en los extractos de C. filiformis fue determinado de acuerdo
al ensayo de Folin ciocalteu realizado por Lopez et al. (2011). El cual esta basado en una
reaccion colorimétrica entre los compuestos fendlicos y el reactivo de Folin-Ciocalteu
(como agente oxidante de éxido-reduccion), dando origen a una coloracion azul verdoso

que puede de ser medido en un espectrofotometro a 765 nm.

e Curva de calibracion:

La curva de calibracion se realizd utilizando el estandar acido géalico. Se prepar6 una
solucion concentrada de acido galico de 10 mg/mL en agua destilada, a partir de esta, se
prepararon soluciones diluidas de concentraciones crecientes de acido galico de 100, 200,
300, 400 y 500 ppm.

Se dispuso de una bateria de tubos de ensayo, en cada tubo previamente rotulado se
colocaron: 100 pL de la solucion de &cido galico (diferentes concentraciones); 8.4 mL de
agua destilada; 1 mL de una solucién acuosa de Na,COs al 20% p/v; luego se
homogenizaron las mezclas, y en seguida a cada tubo se adiciond 500 pL del reactivo
Folin-Ciocalteu, las mezclas se mantuvieron en oscuridad y agitacion constante durante 30
minutos. Transcurrido este tiempo se midid la absorbancia de la reaccion en un
espectrofotometro a 765 nm. Para el blanco se utilizaron todos los reactivos adicionados a

excepcion de la solucion patron, en su lugar se agreg6 agua destilada.
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e Contenido de fenoles totales en la muestra

En un tubo de ensayo previamente rotulado se colocaron: 100 uL del extracto metanolico
de C. filiformis; 8.4 mL de agua destilada; 1 mL de una solucion acuosa de Na>COs al 20%
p/v, se homogeniz6 la mezcla y se adiciond 500 pL del reactivo Folin-Ciocalteu, se volvié
a homogenizar la mezcla, protegida de la luz, en agitacion constante durante 30 minutos.
Transcurrido este tiempo, se realizaron las lecturas de absorbancia a 765 nm en un

espectrofotometro.

Los ensayos fueron realizados por triplicado y los resultados del contenido de fenoles
totales se expresaron en mg de acido galico equivalente (AGE)/g extracto de la muestra.

3.8. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante de los extractos de C. filiformis fue determinada por los métodos
de captacion de los radicales 2,2°-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) y 2,2-azinobis-[3
etilbenzotiazolin-6-sulfonico] (ABTS). Ambos ensayos son rapidos y simples, pero el
ensayo ABTS es el mas completo, debido a que se evallan los componentes que se
encuentran tanto en el medio lipofilico como el medio hidrofilico (Alvarez-Goémez et al.
2016).

3.8.1. Método de captacion del radical DPPH

El ensayo con el radical DPPH fue realizado de acuerdo al método desarrollado por
Mensor et al. (2001). Este método consistié en la reduccion del radical DPPH en presencia
de una sustancia captadora de radicales libres, produciendo una reaccion de decoloracion
de violeta a amarillo palido, que es susceptible a ser medido en un espectrofotdmetro a
517 nm.

e Procedimiento:

Se prepard una solucion del radical DPPH en etanol, a una concentracion de 0.118 mg/mL,
y se colocd en un frasco ambar. Esta solucion se mantuvo estable durante 24 horas a

temperatura de 4°C, protegido de la luz.
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A partir de una solucién concentrada del estandar acido galico (0.05 g/mL en etanol) se
prepararon soluciones diluidas de concentraciones crecientes de 5, 10, 15, 20, 25 pug/mL en
etanol.

Luego se dispuso de una bateria de tubos de ensayo, en cada tubo previamente rotulado se
colocaron 2 mL del extracto metandlico de C. filiformis o del estandar &cido galico, a
diferentes concentraciones, y 0.8 mL de la solucién DPPH, enseguida se agit6 la mezcla y
se mantuvo en reposo durante 30 min, en oscuridad. Transcurrido este tiempo se procedi6 a
leer la absorbancia en un espectrofotometro a 517 nm. El blanco DPPH (control), y el
blanco del extracto y la solucién estandar; se prepararon agregando etanol en lugar de la
solucion DPPH y metanol en lugar del extracto y la solucién estandar, respectivamente.
Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

La actividad antioxidante expresada en porcentaje de inhibicién del radical DPPH, se

determind usando la siguiente expresion:

Ac-(Ay-A
¢~ (Ay BM)><

100
Ac

% de inhibicion =

Donde:
Ac: Absorbancia del control
Awm: Absorbancia de la reaccién con la muestra o solucién estandar

Asm: Absorbancia del blanco muestra o blanco de la solucién estandar

Se determino el 1Cso (mg/mL) del estandar acido gélico y del extracto metandlico de C.
filiformis de las muestras de Sechura y Paracas, cuyo valor corresponde a la concentracion

en la que se neutraliza el 50 por ciento de los radicales libres DPPH.

3.8.2. Método de captacion del radical ABTS

El ensayo con el radical ABTS, fue realizado de acuerdo al método adaptado por Arnao et
al. (2001). Este método consistio en la reduccién del radical ABTS" en presencia de una
sustancia captadora de radicales libres, produciendo una reaccion de decoloracién de azul
verdoso a incoloro, que es susceptible a ser medido en un espectrofotometro a 734 nm.

Este método es aplicable para antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos.
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e Procedimiento

Se prepar6 una solucion stock de ABTS en agua destilada, a una concentracion de 7.84
mg/mL y otra solucién acuosa de persulfato de potasio a una concentracion de 1.32 mg/mL.
Para activar el radical ABTS se mezclaron volumenes iguales de las soluciones preparadas,
se dejé reaccionar por 12 horas, en oscuridad, a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo, se tomd 1 mL de la solucion ABTS activada y se diluyd con metanol al 80%, hasta
obtener una absorbancia de 1.1 + 0.02 en un espectrofotometro a 734 nm. Esta solucion
ABTS diluida es estable durante 4 horas, protegido de la luz y a temperatura ambiente.

A partir de una solucion concentrada del estandar trolox de 0.2503 mg/mL en metanol al
80%, se prepararon soluciones diluidas de concentraciones crecientes de trolox de 25, 50,
75,100y 125 pg/mL.

Luego se dispuso de una bateria de tubos de ensayos, en cada tubo previamente rotulado se
colocaron 150 pL del extracto metandlico de C. filiformis o del estandar de trolox, a
diferentes concentraciones, y 2850uL de la solucion diluida de ABTS en cada tubo, en
seguida se agitaron las mezclas, y luego se dejé reaccionar en reposo durante 30 min, en
oscuridad. Transcurrido este tiempo se midio la absorbancia a 734 nm. El blanco ABTS
(control), el blanco del extracto y de la solucién estandar; se prepararon agregando metanol
al 80% en lugar de la solucion ABTS, del extracto y la solucion estandar , respectivamente.

Todos los ensayos fueron realizados por triplicado.

La actividad antioxidante expresada en porcentaje de inhibicién del radical ABTS, se

determino usando la siguiente expresion:

Ac-(Ay-A
¢~ (Am BM)><

100
Ac

% de inhibicion =

Donde:
Ac: Absorbancia del control
Awm: Absorbancia de la reaccién con la muestra o solucién estandar

Asm: Absorbancia del blanco muestra o blanco de la solucién estandar

Se determiné el I1Cso (mg/mL) del estandar trolox y del extracto metandlico de C. filiformis
de las muestras de Sechura y Paracas, cuyo valor corresponde a la concentracion en la que

se neutraliza el 50% de los radicales libres ABTS.
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Los resultados obtenidos de los ensayos DPPH y ABTS corresponden a los valores
promedio de tres repeticiones con su respectiva desviacion estdndar. Estos resultados
fueron expresados en porcentaje de inhibicion y concentracion de inhibicion media (ICso)
en mg de extracto de la muestra/mL de solvente.

3.9. ENSAYO DE INHIBICION DE LA LIPOXIGENASA

La inhibicion de la LOX-1 fue determinada de acuerdo al método descrito por Wu (1996).
Este método consisti6 en medir la produccion de un croméforo en presencia de un
compuesto inhibidor. Los hidroperoxidos procedentes de la oxidacion enzimatica
(catalizada por la LOX-1) presentan un cromoforo caracteristico que absorbe a 234 nm
(Axeirod et al. 1981). De este modo, la medicion de la produccion de cromoforos fue
realizada mediante lecturas de absorbancia en un espectrofotometro UV-visible a 234 nm.

e Procedimiento

Solucion sustrato:

Se prepard una solucion de linoleato de sodio 10mM, el cual se preparé mezclando 14 mg
de acido linoleico con igual peso de tween-20, 2 ml de agua libre de Oz (se homogenizé la
mezcla moviendo con una pipeta pasteur, evitando formar burbujas de aire), 110 uL aprox.
de NaOH 0.5 N (lo suficiente para aclarar la mezcla), y luego se enrasé con agua destilada
en una fiola de 5 mL. Para almacenar la disolucion linoleato de sodio esta se dividio en
porciones de 3 mL en pequefios viales con tapa rosca los cuales se mantuvieron en

refrigeracion durante su uso.

Solucién enzimatica:
La solucion de la enzima lipoxigenasa de soya tipo 1-B se disolvio en buffer borato (0.2 M,

pH 9), a una concentracion final de 3000 U/mL.

e Preparacion de patron o estandar

Se prepard una solucion estandar de quercetina de 100 ppm en metanol, a partir de este se

prepararon disoluciones diluidas de 50, 70 y 100ug/mL.

Todos los reactivos preparados se mantuvieron en hielo y protegido de la luz durante todo

el tiempo que duro el experimento.
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e Determinacién de la actividad de inhibicion enzimética

En una cubeta de cuarzo de 1cm de paso de luz, se mezclaron: 2880 pL de buffer borato de
sodio (0.2 M, pH 9), 20 pL de la solucion lipoxigenasa de soya (3000 U/mL) y 70 u L del
extracto de la muestra, luego se mantuvieron a temperatura ambiente durante 10 min.
Transcurrido este tiempo la reaccion fue iniciada con la adicion de 30 pL de la solucién
sustrato (10 mM). La mediciébn del cambio de absorbancia se realiz6 en un
espectrofotometro UV-vis a 234 nm en intervalos de tiempo de un minuto durante 6
minutos. La quercetina se usé como estandar positivo; y el blanco tanto para la muestra
como para el estandar positivo no contenia solucion sustrato, en su lugar se adicion6 30 uL

de buffer borato de sodio.

Se prepar0 otra mezcla de la reaccion para medir la actividad de la LOX (control),
siguiendo el mismo procedimiento explicado para el ensayo de actividad de inhibicion
enzimatica, pero en lugar del extracto de la muestra o estandar positivo se adiciono 70 pL

de metanol.

El ensayo se realizd por triplicado y el porcentaje de inhibicién se calculd usando la

siguiente ecuacion:

Ac-(Ay-A
¢~ (Ay BM)X

100
Ac

% de inhibicion =

Donde:
Ac: Absorbancia del control
Awnm: Absorbancia de la reaccién con la muestra o solucién estandar

Aswm: Absorbancia del blanco muestra o blanco de la solucion estandar
Se determind el 1Cso del extracto metanolico de C. filiformis y del estandar quercetina.

El ensayo fue realizado por triplicado y los resultados mostrados corresponden a los
valores promedio de las repeticiones con su respectiva desviacion estandar. Los resultados
obtenidos del ensayo fueron expresados en porcentaje de inhibicion y concentracion de

inhibicion media (1Cs0) en mg/mL.
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3.10. BIOENSAYO DE CRECIMIENTO DE RADICULAS E HIPOCOTILOS DE
LECHUGA Y TOMATE

El bioensayo de crecimiento de Lactuca sativa (lechuga) se llevé a cabo de acuerdo al
método descrito por (Ono et al. 2011) y el de Solanum lycopersicum (tomate) fue adaptado
a este método. Este método consiste en determinar el efecto alelopatico de los extractos
vegetales, en el proceso de desarrollo de las plantulas de plantas sensibles a factores

externos adversos en los primeros dias de crecimiento, tales como la lechuga y tomate.

e Procedimiento:

Se utilizaron semillas de lechuga (Lactuca sativa cv. Great Lakes 366, Takii Co. Ltd.,
Kyoto, Japan) y tomate (Solanum lycopersicum, Hortus S.A.), para evaluar el efecto del

extracto de las muestras en el crecimiento de radiculas e hipocotilos.

Se coloco papel filtro en una placa Petri de vidrio pequefia (27 mm de diametro), sobre esta
se agrego una serie de concentraciones del extracto metandlico de C. filiformis, luego se
evaporo el solvente a temperatura ambiente, durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se
volvié a humedecer con 0.7 mL de agua destilada, inmediatamente se colocaron cinco
semillas pre-germinadas de Lactuca sativa (20 horas a 20°C en la oscuridad) en cada placa
de Petri, que fueron incubadas durante 52 horas a 20°C en oscuridad. Para el tratamiento
control solo se utilizé 0.7 mL agua destilada. EI mismo procedimiento se realizé con las
semillas pre-germinadas de Solanum lycopersicum (48 horas a 25°C en la oscuridad), pero
con un tiempo de incubacidn de 120 horas a 25°C en la oscuridad. Transcurrido el tiempo
de incubacion, se midieron la longitud de las radiculas (R) e hipocotilos (H) para calcular

el porcentaje de crecimiento en relacién con el control.
Para el calculo se utilizo la siguiente ecuacion:

Long.R/H del tratamiento — Long. R/ H del control
X

100
Long.R/H del control

% crecimiento =

El ensayo fue realizado por triplicado y los resultados fueron expresados en porcentaje de
crecimiento. Estos resultados corresponden a los valores promedio de las repeticiones y su

respectiva desviacion estandar.
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3.11. PROCESAMIENTO DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

En general, los datos obtenidos en cada uno de los ensayos fueron procesados y graficados
en una hoja de célculo Excel.

Los promedios del contenido de fenoles totales, de la actividad antioxidante y de la
inhibicion de la lipoxigenasa, se compararon entre las muestras de Sechura y Paracas,
mediante un anélisis de varianza (ANOVA) de un factor, usando programa PAST
(PAleontological STatistics) version 2.17 (Hammer et al. 2001).

Para comparar el efecto alelopéatico de C. filiformis sobre las plantulas de Lactuca sativa
(lechuga) y Solanum lycopersicum (tomate); teniendo en cuenta diferentes concentraciones
del extracto metandlico, se aplicd un andlisis de varianza (ANOVA) de un factor, y su
consiguiente prueba de pares de Tukey, empleando el programa PAST (PAleontological
STatistics) version 2.17 (Hammer et al. 2001).

Para comparar el efecto alelopatico de C. filiformis entre los extractos metanolicos de
Sechura y Paracas, se desarrollé un anélisis de varianza (ANOVA) de dos factores;
considerando como primer factor la procedencia de la muestra (Sechura y Paracas);
mientras que el segundo factor estuvo representado por las concentraciones de los extractos
metanolicos. De igual manera, para este analisis se empled el programa PAST
(PAleontological STatistics) version 2.17 (Hammer et al. 2001).
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RENDIMIENTOS DE LOS EXTRACTOS METANOLICOS

Los rendimientos de los extractos metandlicos de la muestra de C. filiformis, procedente de
las bahias de Sechura y Paracas se muestran en el cuadro 2. Se observa que el rendimiento
del extracto metandlico de C. filiformis de Paracas (15.72%) es mayor que en el extracto de
las muestras de Sechura (8.32% ).

Cuadro 2: Rendimientos de los extracto metanolicos de C. filiformis.

Procedencia de Peso del alga  Concentracion del Rendimiento

la muestra seca () extracto (mg/mL) (%)
Bahia de Sechura 5.00 4.16 8.32
Bahia de Paracas 5.00 7.86 15.72

4.2. SCREENING FITOQUIMICO

Mediante el screening fitoquimico de los extractos metandlicos de C. filiformis, se detectd
nueve grupos de compuestos quimicos, tanto en las muestras de C. filiformis procedentes
de la bahia de Sechura como de Paracas. Estos grupos fueron hidratos de carbono, lipidos,
esteroides, fenoles, taninos, oxhidrilos fendlicos, triterpenos, alcaloides y flavonoides; en
cambio los resultados fueron negativos para antraquinonas, cardendlidos vy
leucoantocianidinas (Cuadro 3). Tales resultados concuerdan con estudios realizados en la
India, en Caulerpa racemosa y C. scalpelliformis, (Azhagu Raj et al. 2015, Nagaraj y
Osborne 2014, Shibu y Dhanam 2016, Karthick et al. 2014), cuyos extractos evidenciaron
a los grupos fendlicos, taninos, flavonoides, carbohidratos, alcaloides, terpenoides,

esteroides y saponinas, como compuestos comunes en las algas mencionadas.



Ademas, los resultados del screening fitoquimico cualitativo sugiere una mayor presencia
de esteroides y lipidos en las muestras de C. filiformis de Sechura en comparacion con la

de Paracas; y una menor presencia de flavonoides en ambas muestras.

Cuadro 3: Screening fitoquimico del extracto metanolicos de C. filiformis de las
bahias de Sechura y Paracas.

Fraccion  Grupos quimicos Reactivos Bahia Bahia
Sechura Paracas
Hidratos de carbono Molisch ++ ++
Flavonoides Shinoda + +
A Lipidos Vapores I» +++ ++
Polifenoles y taninos K2Cr207 ++ ++
Taninos Gelatina ++ ++
Compuestos fenolicos FeCls ++ ++
Antraquinonas Borntrager - -
B Esteroides Liebermann- +++ ++
Triterpenos Burchard ++ ++
Cardenolidos Kedde - -
Alcaloides Dragendorff - -
C Alcaloides Mayer ++ ++
Cardenolidos Kedde - -

Leucoantocianidinas Rosenheim - -

Alcaloides Dragendorff - -
D Esteroides Liebermann- - -
Triterpenos Burchard - -
Flavonoides Shinoda - -

(-) Negativo; (+) Positivo leve; (++) Positivo moderado; (+++) Positivo marcado.
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4.3. CONTENIDO DE FENOLES TOTALES

En la figura 10 se muestra la curva de calibracion obtenida con concentraciones crecientes
del estandar acido galico (AG) y su respectiva absorbancia; la ecuacion de la recta y el

coeficiente de determinacion R? obtenidos mediante un analisis de regresion lineal simple.
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R2=0.9979
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=
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=
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Concentracion acido galico (ug/ml)

Figura 10: Curva de calibracién del acido galico.

Los resultados mostraron que el contenido de compuestos fenolicos en el extracto
metandlico de C. filiformis de Sechura (39.31 + 0.39 mg AGE/g de extracto) fue
significativamente mayor (p<0.05, Anexo 8) al de Paracas (18.78 + 0.31 mg AGE/ ¢
extracto) (Figura 11).

45 -
40 -
35 -
30 A
25 -
20 -
15 -

mg AGE / g extracto

10 4

Sechura Paracas

Figura 11: Contenido de fenoles totales en el extracto
metandlico de C. filiformis de bahia Sechura y bahia Paracas.
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Valores similares de fenoles totales en el rango de 23.12 a 38.93 mg AGE/g de extracto,
fueron encontrados en otras especies de Caulerpa, como C. racemosa, C. peltata y C.
taxifolia, en la India (Vinayak et al. 2011); asi como en el alga parda Dictyota dichotoma,
en la Costa de Ceard, Brasil (de Lima et al. 2016). Sin embargo, en otras algas verdes,
como por ejemplo, Chlorodesmis fastigiata, Codium elongatum, Ulva fasciata, Caulerpa
cupressoides se han reportado contenidos menores de fenoles totales (Vinayak et al. 2011,
Dotulong et al. 2013, de Lima et al. 2016, Osuna-Ruiz et al. 2016); e inclusive en algas
rojas, como Spyridia filamentosa, Gracilaria vermiculophylla, Amansia multifida,
Cryptonemya crenulata, Laurencia tronoi; y también en algas pardas como Padina
durvillaei, Sargassum vulgare, Padina australis (Dotulong et al. 2013, de Lima et al. 2016,
Osuna-Ruiz et al. 2016).

4.4. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los resultados del ensayo ABTS para el extracto metandlico de C. filiformis de Sechura y
Paracas, obtenidos con un mismo peso de alga seca (5 mg alga seca/100 mL), evidenciaron
una actividad antioxidante significativamente mayor (p<0.05, Anexo 11A) en la muestra
de Paracas (79.60£0.40%), en comparacion con la muestra de Sechura (78.49+0.32 %)
(Figura 12).

100% -
78.49% 79.60%
80% -
60% -

40% -+

20% -+

% Inhibicion del radical ABTS

0% -

Sechura Paracas

Figura 12: Porcentaje de inhibicion del radical ABTS en
presencia del extracto metanolico de C. filiformis de
Sechura y Paracas.
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En cambio, la capacidad antioxidante en términos de 1Cso (mg/mL), del extracto
metandlico de la muestra de Sechura fue significativamente mayor (p<0.05, Anexo 11C)
en comparacioén con la muestra de Paracas. Sin embargo, la capacidad antioxidante de
ambas muestras de C. filiformis fueron significativamente menor (p<0.05) en comparacion
con el estandar trolox. En el cuadro 4 y la figura 13, se muestran el potencial antioxidante
de C. filiformis de Sechura y Paracas, junto con el estandar trolox, obtenido con el ensayo
ABTS.

Cuadro 4: Actividad antioxidante del extracto metanélico de C. filiformis
mediante el ensayo de ABTS.

Muestras Concentracion de la Actividad ICso (mg/mL)
muestra (mg/mL) Antioxidante (%) 50 (Mg

0.50 11.39+0.25
. . 1.00 20.83 +0.22

C. filiformis 2.546 + 0.007
de Sechura 2.00 45.12 +0.70
4.00 78.49 £ 0.32
1.00 13.30 £ 0.12
- . 2.00 23.43 +£0.10

C. filiformis 4.624 + 0.014
de Paracas 4.00 49.33+0.35
8.00 79.60 £ 0.40

Estandar Trolox (mg/mL) 0.070 £ 0.001

3 4.624
4 -
3 3 2.546
)
g
g 27
o
|
1 -
0.070
0 T T 1
Sechura Paracas Estandar
Trolox

Figura 13: Capacidad antioxidante de los extractos
metandlicos de C. filiformis mediante el ensayo de ABTS.
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Igualmente, los resultados del ensayo DPPH para el extracto metandlico de C. filiformis de
Sechura y Paracas, obtenidos con un mismo peso de alga seca (5 mg alga seca/ 100 mL),
mostraron una actividad antioxidante significativamente mayor (p<0.05, Anexo 11B) con
la muestra de Paracas (84.65+1.56 %), con relacion a la muestra de Sechura (72.53 +
1.50 %) (Figura 14).

100% -

84.65%

80% ~ 72.53%

60% ~

40% -

20% -

% de Inhibicion del radical DPPH

0% -

Sechura Paracas

Figura 14: Porcentaje de inhibicion del radical DPPH del
extracto metandlico de C. filiformis de Sechura y Paracas.

Al igual que en el ensayo ABTS, la capacidad antioxidante en términos de 1Cso (mg/mL),
del extracto metanolico de la muestra de Sechura fue significativamente mayor (p<0.05,
Anexo 11C) en comparacion a la muestra de Paracas. Sin embargo, los resultados de la
actividad antioxidante obtenidas con ambas muestras de C. filiformis, fueron bajos en
comparacion con el estandar acido galico. En el cuadro 5 y la figura 15, se muestran el
potencial antioxidante de C. filiformis de Sechura y Paracas, junto con el estandar &cido

galico, obtenido con el ensayo DPPH.
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Cuadro 5: Actividad antioxidante de los extractos metandlicos de C.
filiformis mediante el ensayo de DPPH.

Concentracion de la Actividad

Muestras muestra (mg/mL) Antioxidante (%) |Cs0 (Mg/mL)
0.50 13.06 £0.35
1.00 28.20 £ 0.20

Sechura 2.194 +0.021
2.50 65.01 £ 0.29
5.00 88.26 + 0.46
0.70 14.84 + 0.36
1.30 25.41 +£0.49

Paracas 3.218 £ 0.054
3.30 54.89 + 0.35
6.70 83.43 +£0.34

Estandar acido galico (mg/mL) 0.0088 + 0.0001
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3.218
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Figura 15: Capacidad antioxidante del extracto
metandlico de C. filiformis mediante el ensayo de DPPH.

Ademas, estos resultados también mostraron que el extracto metandlico de C. filiformis
tiene una menor capacidad antioxidante en comparacion con otras especies de macroalgas.
Por ejemplo, para el extracto metanodlico de Caulerpa racemosa, Gany et al. (2014)
determinaron valores de ICso, por los métodos de ABTS y DPPH, de 0.709+0.02 y

1.31+£0.04 mg/mL, respectivamente. De manera similar ocurrié en las algas pardas Padina
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australis (1.392+0.01 y 0.649+0.03 mg/mL) y Sargassum polycystum (0.849+0.02 y
0.611+0.02 mg/mL) (Gany et al. 2014).

Estudios realizados por Chew et al. (2008) y Abdallah et al. (2017) indican que la
actividad antioxidante de los extractos de macroalgas, podria estar relacionada
principalmente con su contenido de compuestos fendlicos, sin descartar la accion sinérgica
entre sus compuestos. Esto pudo ser verificado en la presente investigacion al establecerse
una correlacion directa y significativa entre el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante, tanto para el ensayo de ABTS (rho de Spearman = 0.641, p = 0.025) como
para DPPH (rho de Spearman = 0.625, p = 0.03) (Anexo 12).

4.5. INHIBICION DE LA LIPOXIGENASA-1

Los extractos metanolicos de C. filiformis de Sechura y Paracas mostraron un efecto de
inhibicion en la actividad de la lipoxigenasa de soya (Figura 15). Sin embargo, el efecto de
inhibicion del extracto metandlico de C. filiformis de Sechura (1C50=2.98+0.09 mg/mL) fue
significativamente mayor (p<0.05, Anexo 13) que el de Paracas (1C50=7.08+0.16 mg/mL).
Ademas, estos resultados de actividad de ambos extractos de C. filiformis fueron bajos en

comparacion con la estandar quercetina.

8 1 7.076

2.986

IC50 (mg/mL)

0.077

Sechura Paracas Estandar
Quercetina

Figura 16: Capacidad inhibitoria (ICso) del extracto
metandlico C. filiformis de Sechura y de Paracas, y el
estandar quercetina sobre la LOX-1.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, el extracto metandlico de C. filiformis de Sechura
presenta mayor efecto de inhibicion de la lipoxigenasa en comparacion con otras expecies
de Caulerpa. Por ejemplo, Cengiz et al. (2011) encontraron que el extracto metandlico de
C. prolifera y C. racemosa, en una concentracion final de 48 mg /mL, mostraron un efecto
de inhibicion de la lipoxigenasa en 78.8+2.2 % y 15.1+3.9 %, respectivamente. Ademas el
extracto metandlico de C. prolifera redujo notablemente la actividad de la lipoxigenasa,

con un valor 1Csp=19 mg/mL.

4.6. BIOENSAYO DE CRECIMIENTO DE RADICULAS E HIPOCOTILOS DE
LECHUGA Y TOMATE

e Efecto alelopatico en plantulas de Lactuca sativa(

El ensayo mostré un efecto alelopatico positivo significativo (ANOVA, p<0.05) que
favoreci6 el crecimiento de los hipocétilos de L. sativa a concentraciones entre 10 y 80 mg
de muestra seca/mL del extracto metanolico de C. filiformis, tanto de Sechura como de
Paracas (Anexo 15A y 15C). De esta manera, a una concentracion de 30 mg de muestra
seca/mL, se observaron incrementos maximos con respecto al control de 33.10+£5.59 % y
35.07+4.66 % para los extractos de Sechura y Paracas, respectivamente (Figura 17 A,
Cuadro 6).

Asi mismo, al evaluar el porcentaje de crecimiento de hipocétilos, tomando en cuenta las
muestras (Sechura y Paracas), asi como los tratamientos (concentraciones de extractos
metanolicos); no se encontraron diferencias significativas entre las muestras, ni en la
interaccion entre las muestras y los tratamientos (ANOVA de 2 factores, p>0.05)
(Anexo15P). De esta manera, el efecto alelopatico sobre el crecimiento de hipocotilos de L.

sativa fue el mismo con los extractos metandlicos de Sechura como de Paracas.

El crecimiento de radiculas de L. sativa, en cambio, no evidenci6 ningun efecto
alelopatico; excepto a la concentracién maxima ensayada de 80 mg de muestra seca/mL, y
solamente en presencia del extracto metandlico de C. filiformis de Sechura, disminuyendo
significativamente (ANOVA, p<0.05) en un 20.69+5.18 % con respecto al Control (Figura
17, Cuadro7, Anexo 15F).
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En cambio, al evaluar el porcentaje de crecimiento de radiculas, tomando en cuenta las

muestras (Sechura y Paracas), asi como los tratamientos (concentraciones de extractos

metandlicos); se encontraron diferencias significativas entre las muestras, asi como en la

interaccion entre las muestras y los tratamientos (ANOVA de 2 factores, p<0.05) (Anexo

15Q). De esta manera, el efecto alelopatico sobre el crecimiento de radiculas de L. sativa

fue diferente segun el extracto metandlico empleado (Sechura o Paracas).

Hipocotilos de L. sativa

150 150

100 +--

% Crecimiento

50 T T T T T T 1 50
0 1 3 10 30 60 80

mg muestra seca/mL

100 1--

Radiculas de L. sativa

Sechura ——Paracas

T T T T T T 1

0 1 3 10 30 60 80

mg muestra seca/mL

Figura 17: Efecto del extracto metandlico de C. filiformis de Sechura y Paracas,
sobre el crecimiento de hipocétilos y radiculas de L. sativa. EI Control se muestra

como concentracion de 0 mg muestra seca/mL.
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Cuadro 6: Longitud y porcentaje de crecimiento de hipocétilos de L. sativa

Concentracion del extracto metandlico (mg muestra seca/mL)

Muestras Control 1 3 10 30 60 80
Sech Longitud (mm) 9.47 +0.31 9.80+0.20 10.80 +1.22 11.33+0.12 12.60 + 0.53 11.80+0.72 10.33+0.12
echura
%Crecimiento 100 + 3.23 103.52 +2.11 114.08+12.85 119.72+1.22 133.10x559 12465%+7.62 109.15+1.22
P Longitud (mm) 8.93+0.23 9.33+0.12 9.93 +0.64 10.80 + 0.40 12.07 £ 0.42 11.80+0.72 10.53 +0.42
aracas

%Crecimiento 100+£259 10448+129 111.19+7.20 120.90+4.48 135.07+4.66 132.09+8.07 117.91+4.66

Cuadro 7: Longitud y porcentaje de crecimiento de radiculas de L. sativa

Concentracion del extracto metandlico (mg muestra seca/mL)

Muestras Control 1 3 10 30 60 80

Longitud (mm) 21.27+1.10 20.73+0.31 19.60+1.39 19.80+0.87 20.07+2.08 19.33+0.64 16.87+1.10
%Crecimiento 100 +5.18 97.49+144 9216+6.52 93.10+410 9436%+9.79 90.91+3.02 79.31+5.18
Longitud (mm) 20.93+0.81 2153+133 2187+101 2087+122 2180+069 2320+156 21.20+1.22
%Crecimiento 100 + 3.86 102.87+6.36 104.46+4.81 99.68+584 104.14+3.31 110.83+7.46 101.27+5381

Sechura

Paracas
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e Efecto alelopatico en semillas de Solanum lycopersicum

El incremento significativo (ANOVA, p<0.05) en el crecimiento de los hipocotilos de S.
lycopersicum, evidencio un efecto alelopatico positivo a concentraciones superiores a 10
mg de muestra seca/mL, tanto para los extractos metandlicos de Sechura como de Paracas
(Anexo 151 Y 15K). De esta manera, se registrd un incremento maximo de 48.63+5.21 %
con respecto al Control, a 30 mg de muestra seca/mL del extracto metandlico de Paracas
(Figura 18 A, Cuadro 8).

Luego, al evaluar el porcentaje de crecimiento de hipocétilos, tomando en cuenta las
muestras (Sechura y Paracas), asi como los tratamientos (ANOVA de 2 factores); se
encontraron diferencias significativas entre las muestras (p<0.05), pero no en la interaccion
entre las muestras y los tratamientos (p>0.05) (Anexo 15R). De esta manera, el efecto
alelopatico sobre el crecimiento de hipocdtilos de S. lycopersicum fue el mismo con los

extractos metanolicos de Sechura como de Paracas.

La tasa de crecimiento de las radiculas de S. lycopersicum mostré un efecto alelopatico
positivo significativo (ANOVA, p<0.05) en presencia del extracto metandlico de Paracas,
con incrementos de 23.40£3.62 % y 20.48+3.62 % a concentraciones de 60 y 80 mg de
muestra seca/mL, respectivamente. Mientras que con el extracto de Sechura se observé un
incremento significativo (p<0.05) de 17.18+6.43 % a 30 mg de muestra seca/mL (Anexo
15M y 150). En cambio, a mayores concentraciones del extracto no hubo efecto

alelopatico significativo (p>0.05) (Figura 18 B, Cuadro 9).

Finalmente, al evaluar el porcentaje de crecimiento de radiculas, tomando en cuenta las
muestras (Sechura y Paracas), asi como los tratamientos; se encontraron diferencias
significativas entre las muestras, asi como en la interaccion entre las muestras y los
tratamientos (ANOVA de 2 factores, p<0.05) (Anexo 15S). De esta manera, el efecto
alelopatico sobre el crecimiento de radiculas de S. lycopersicum fue diferente segun el

extracto metanélico empleado (Sechura o Paracas).
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Figura 18: Efecto del extracto metanodlico de C. filiformis de Sechura y Paracas,
sobre el crecimiento de hipocétilos y radiculas de S. lycopersicum. El Control se
muestra como concentracion de 0 mg muestra seca/mL.

De manera similar, en un estudio realizado con otras algas verdes evidenciaron que bajas
concentraciones de extracto metanolico de diferentes especies de algas verdes como
Capsosiphon fulvescens, Cladophora sakaii, Codium arabicum, Codium fragile,
enteromorpha compressa, enteromorpha linza, Monostroma nitidum, Ulva pertusa y Ulva
sp., promueven la geminacion y crecimiento de las semillas de lechuga. Sin embargo, una
concentracion elevada inhibe la germinacion y crecimiento en semillas de lechuga (Choi y
Choi 2016).

Es necesario mencionar que la composicion quimica de Caulerpa y sus propiedades,
muestran variaciones estacionales (Box et al. 2010). Por lo tanto, es de suponer que la
estacionalidad ejerce un efecto sobre la composicién quimica de C. filiformis y sus
propiedades. Sin embargo los resultados mostrados en la presente investigacion

corresponden a C. filiformis, obtenida en la estacidn de primavera.

No obstante, estos resultados podrian diferir con los resultados de otros estudios en el
tratamiento de las muestras, las condiciones a la que el solvente fue utilizado y a las

condiciones en que se realizaron los ensayos.
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Cuadro 8: Longitud y porcentaje de crecimiento de hipocétilos de S. lycopersicum.

Concentracion del extracto metandlico (mg muestra seca/mL)

Muestras Control 1 3 10 30 60 80
Sech Longitud (mm) 40.07 £1.42 41.47 £2.32 42.40 £ 2.27 46.13 +1.22 49.20 +4.40 49.25 +3.11 47.60 £ 2.51
echura
%Crecimiento 100 + 3.54 103.49 £5.79 105.82+5.67 115.14+3.05 122.80+10.98 12292+7.76 118.80*6.25
P Longitud (mm) 38.80 +2.31 40.60 +£0.20 4153 +1.89 48.73 £3.41 57.67 £2.02 4925 +3.11 49.93 +6.28
aracas

%Crecimiento 100 + 5.94 104.64 +0.52 107.04+4.87 125.60+8.78 148.63+5.21 126.93+8.02 128.69 +16.18

Cuadro 9: Longitud y porcentaje de crecimiento de radiculas de S. lycopersicum.

Concentracion del extracto metanolico (mg muestra seca/mL)

Muestras Control 1 3 10 30 60 80
Sech Longitud (mm) 43.40 £ 4.06 43.80 £ 2.62 41.70+1.25 48.90 +1.10 50.86 + 2.79 42.97 + 3.45 42.27 +1.22
echura
%Crecimiento 100 +9.35 100.92 +6.04 96.08+2.89 112.67+253 117.18+6.43 99.00 +7.96 97.39 +2.82
P Longitud (mm) 41.67 +2.20 39.67 +1.29 43.53 +4.05 46.58 + 2.07 44.42 +2.90 51.42 +1.51 50.20 + 1.51
aracas

%Crecimiento 100 +5.29 95.20+3.09 104.48+9.71 111.79+496 106.60+6.97 123.40+3.62 120.48*3.62
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V. CONCLUSIONES

El rendimiento del extracto metandlico de C. filiformis de Paracas fue mayor que el

obtenido con la muestra de Sechura, en un mismo peso de alga seca molida.

En el screening fitoquimico, el extracto metandlico de C. filiformis de Sechura y
Paracas evidenciaron los mismos grupos de compuestos quimicos, con mayor

presencia de lipidos y esteroides en las muestras de Sechura.

El extracto metanolico de C. filiformis de Sechura y Paracas contienen compuestos
fendlicos. Sin embargo, el contenido de fenoles en la muestra de Sechura fue
significativamente mayor (p<0.05) en comparacion con la de Paracas.

El extracto metanolico de C. filiformis de Sechura y Paracas contiene compuestos
quimicos con actividad antioxidante. Sin embargo la muestra de Sechura presenta
una capacidad antioxidante (ICso= 3.49+0.01 y 2.18+0.02 mg/mL)
significativamente mayor (p<0.05) que la de Paracas (ICso= 6.41+0.02 y 2.42+0.04
mg/mL), tanto con el método ABTS como DPPH.

El extracto metanolico de C. filiformis de Sechura y Paracas contienen compuestos

fendlicos con actividad antioxidante.

El extracto metanolico de C. filiformis de Sechura y Paracas presentan efecto de
inhibicion de la lipoxigenasa, pero el extracto de la muestra de Sechura fue

significativamente mayor (p<0.05) que el de Paracas, con 1C50=2.98+0.09 mg/mL.

El extracto metandlico de C. filiformis de Sechura y Paracas presenta un efecto
alelopatico positivo en el crecimiento de hipocétilos de lechuga y tomate, con

incrementos maximos a una concentracion de 30 mg de muestra seca/ mL.

La macroalga C. filiformis procedente de la bahia de Sechura y Paracas producen
compuestos fitoquimicos con potencial antioxidante, antiinflamatorio (via

lipoxigenasa) y como estimulante del crecimiento de plantulas de lechuga y tomate..



V1. RECOMENDACIONES

Se recomienda profundizar los estudios en la caracterizacion de la estructura de los
compuestos quimicos presentes en C. filiformis, para identificar las moléculas
responsables de las actividades biol6gicas determinadas, teniendo en cuenta el
factor de estacionalidad.

Evaluar el uso de los compuestos de C. filiformis como antioxidantes naturales para
la conservacion de alimentos, como antiinflamatorio y como bioestimulante del

crecimiento de las plantas.
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VI1Il. ANEXOS

Anexo 1: Constancia de clasificacion taxonémica de C. filiformis.

%* VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
VDY e MUSEO DE HISTORIA NATURAL

Universidad del Perts, DECANA DE AMERICA

| — UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS }
L r}
G, 4

"Afio del Buen Servicio al Ciudadano”

CONSTANCIA N©°252-USM-2017

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (macroalga marina verde) recibida de Joyce Elizabeth MAMANI
HILASACA, estudiante de la Facultad de Pesqueria, de la Universidad Nacional Agraria
La Molina, ha sido estudiada y clasificada como: Caulerpa filiformis (Suhr) Hering, y
tiene la siguiente posicion taxondémica, segin el Sistema de Clasificacion de Wendy
Guiry in Guiry, M.D & Guiry G.M. 2017, Algae Base:

PHYLUM: CHLOROPHYTA

SUB PHYLUM: CHLOROPHYTINA
CLASE: ULVOPHYCEAE
ORDEN: BRYOPSIDALES
FAMILIA: CAULERPACEAE
GENERO: Caulerpa
ESPECIE: Caulerpa filiformis (Suhr) Hering

Determinado por: Blgo. Mario Benavente Palacios

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 31 de octubre de 2017

MG. ASU 1A
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS|(USM)}

ACE/ddb
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Anexo 2: Colecta y secado de alga C. filiformis

A) muestra de alga seca,(B) muestra de alga en metanol, (C)
centrifugacion de la mezcla y (D) extracto metandlico.
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Anexo 4: Screening fitoquimico del talo de C. filiformis de Sechura.
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Anexo 6: Cuantificacion de fenoles totales de C. filiformis.

Anexo 7: El estdndar acido gélico y su absorbancia en la cuantificacion de fenoles

totales.
Acido galico (ug/mL) Abso;t;asrlSC Irzlirr-l_'- oS
100 0.043 £ 0.003
200 0.080 £ 0.010
300 0.129 £ 0.015
400 0.174 0,004
500 0.225 £ 0.001

Anexo 8: ANOVA de un factor del contenido de fenoles totales entre el extracto
metandlico de C. filiformis de Sechura y Paracas.

Fuente de variacion SC gl CM F  p-valor Significancia
Entre extractos 656.537 1 656.537 5225 2.20E-07 Fxk
Dentro de los extractos ~ 0.502624 4 0.125656

Total 657.04 5

(***) Se encontraron diferencias significativas muy altas.
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Anexo 9: Evaluacion de la antioxidante de C. filiformis de Sechura y Paracas
por el método ABTS.

Anexo 10: Evaluacién de la actividad antioxidante de C. filiformis de Sechuray
Paracas por el método DPPH.

Anexo 11: Analisis estadistico de la actividad antioxidante, por el método de
captacion del radical ABTS y DPPH.

Anexo 11A: ANOVA de un factor de la actividad antioxidante (%) del extracto
metanolico de C. filiformis de Sechura y Paracas, por el método ABTS.

Fuente de variacion SC gl CM F  p-valor Significancia
Entre extractos 0.0001826 1 0.0001826 13.92 0.02028 *
Dentro de los extractos 5.25E-05 4 1.31E-05

Total 0.00023508 5

(*) Se encontraron diferencias significativas.
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Anexo 11B: ANOVA de la actividad antioxidante (%) del extracto metandlico de C.
filiformis de Sechura y Paracas, por el método DPPH.

Fuente de variacion SC al CM F p-valor Significancia
Entre extractos 0.0220241 1 0.0220241 93.92 0.0006345 **
Dentro de los extractos  0.00093804 4 0.00023451

Total 0.0229621 5

(**) Se encontraron diferencias significativas altas.

Anexo 11C: ANOVA de un factor de la capacidad antioxidante (ICso) entre los
extractos de Sechura y Paracas, a través de los ensayos de DPPH y ABTS.

Ensayo DPPH SC gl CM F p-valor significancia
Entre extractos 1.57324 1 1.57324 943 0.0000067 FHx
Dentro de los extractos  0.00667321 4  0.0016683

Total 157991 5

Ensayo ABTS SC gl CM F p-valor significancia
Entre extractos 6.47467 1 6.47467 51400 2.27E-09 bkl
Dentro de los extractos  0.00050413 4 0.000126032

Total 6.47518 5

(***) Se encontraron diferencias significativas muy altas.

Anexo 12:Analisis de correlacion entre el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante.

Anexo 12A: Correlacion entre el contenido de fenoles totales y la actividad
antioxidante (ICso), seguin el método de captacion del radical ABTS y DPPH.

Actividad 0 Correlacion valor  sianificancia
antioxidante (Spearman) P g
Fenoles totales ABTS 12 0.64098 0.0247 *
Fenoles totales DPPH 12 0.62456 0.029925

(*) Se encontraron diferencias significativas.
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Anexo 12B: Correlacion entre el contenido de fenoles totales y la capacidad
antioxidante (ICso), seguin el método de captacion del radical ABTS y DPPH.

Capacidad Correlacion . .
antioxidante (Spearman) p-valor Significancia
Fenoles totales ABTS 6 -0.9862 0.000286 o
Fenoles totales DPPH 6 -0.9732 0.001068

(***) Se encontraron diferencias significativas muy altas.
Anexo 13: Andlisis estadistico de la inhibicion de la enzima lipoxigenasa-1.

Anexo 13 A: ANOVA de un factor de la capacidad inhibitoria del extracto metandlico
de C. filiformis de Sechura y Paracas (ICs).

Fuente de variacién SC gl CM F p-valor Significancia
Entre extractos 25.0872 1  25.0872 1534 2.54E-06 Fxk
Dentro de los extractos ~ 0.0654048 4 0.0163512

Total 25.1526 5

(***) Se encontraron diferencias significativas muy altas.

Anexo 14: Bioensayo de crecimiento de radiculas e hipocétilos de lechuga y tomate.




Anexo 15: Andlisis estadistico del crecimiento de radiculas e hipocétilos de L. sativa 'y
S. lycopersicum.

Anexo 15A: ANOVA de un factor para la elongacion (%) de hipocétilos de L.
sativa tratados con extractos metanolicos de Sechura.

Fuente de variacion SC Gl CM F p-valor Significancia
Entre extractos 0.250375 6 0.0417292 10.73 0.0001488 Fhk
Dentro de los extractos ~ 0.0544535 14 0.00388953

Total 0.304829 20

(***) Se encontraron diferencias significativas muy altas.

Anexo 15B: Prueba de comparacién de pares de Tukey entre la elongacién (%o)
del hipocotilo del control y los tratamientos con la muestra de Sechura.

Control vs concentracion

del extracto (mg/mL) p-valor significancia
Cwvsl 0.991 n.s.
Cvs3 0.152 n.s.
Cvs 10 0.02199 *
Cvs 30 0.0003607 falkelel
C vs 60 0.003883 *x
Cvs 80 0.5697 n.s.

(n.s.) no significativo; (*) significativo; (**) significativo alto; (***)
significativo muy alto.

Anexo 15C: ANOVA de un factor para la elongacion (%) de hipocotilos de L.
sativa tratados con extractos metandlicos de Paracas.

Fuente de variacion SC Gl CM F  p-valor Significancia
Entre extractos 0.314674 6 0.0524457 19.45 4.79E-06 falalel
Dentro de los extractos ~ 0.037759 14 0.00269707

Total 0.352433 20

(***) Se encontraron diferencias significativas muy altas.
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Anexo 15D: Prueba de comparacion de pares de Tukey entre la elongacion (%)
del hipocétilo del control y los tratamientos con la muestra de Paracas.

Control vs concentracion

del extracto (mg/mL) p-valor Significancia
Cvsl 0.9311 n.s.
Cvs3 0.1859 n.s.
Cvs 10 0.003341 kel
Cwvs 30 0.0001806 folelal
Cvs 60 0.0001993 falaiel
Cvs 80 0.01164 *

(n.s.) no significativo; (*) significativo; (**) significativo alto; (***)
significativo muy alto.

Anexo 15E: ANOVA de un factor para la elongacion (%) de radiculas de L. sativa
tratados con extractos metandlicos de Sechura.

Fuente de variacion SC gl CM F  p-valor Significancia
Entre extractos 0.078478 6 0.0130797 4.163 0.0131 *
Dentro de los extractos  0.0439854 14 0.00314182

Total 0.122463 20

(*) Se encontraron diferencias significativas.

Anexo 15F: Prueba de comparacién de pares de Tukey entre la elongacion (%o)
de la radicula del Control y los tratamientos con la muestra de Sechura.

Control vs concentracion

del extracto (mg/mL) p-valor Significancia
Cvsl 0.9974 n.s.
Cvs3 0.6196 n.s.
Cvs 10 0.737 n.s.
Cvs 30 0.87 n.s.
Cvs 60 0.4629 n.s.
Cvs 80 0.006824 Hk

(n.s.) no significativo; (*) significativo; (**) significativo alto; (***)
significativo muy alto.
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Anexo 15G: ANOVA de un factor para la elongacion (%) de radiculas de L.
sativa tratados con extractos metandlicos de Paracas.

Fuente de variacion SC gl CM F  p-valor significancia
Entre extractos 0.0260978 6 0.00434964 1.43 0.2715 n.s.
Dentro de los extractos ~ 0.0425981 14 0.00304272

Total 0.0686959 20

(n.s.) No se encontraron diferencias significativas.

Anexo 15H: ANOVA de un factor para la elongacion (%) de hipocétilos de S.
lycopersicum tratados con extractos metanolicos de Sechura.

Fuente de variacion SC gl CM F  p-valor significancia
Entre extractos 0.162865 6 0.0271441 6.18 0.002421 *x
Dentro de los extractos ~ 0.0614917 14 0.00439227

Total 0.224357 20

(**) Se encontraron diferencias significativas altas.

Anexo 151: Prueba de comparacion de pares de Tukey entre la elongacion (%)
del hipocotilo del control y los tratamientos con la muestra de Sechura.

Control vs concentracion

del extracto (mg/mL) p-valor Significancia
Cvsl 0.9937 n.s.
Cvs3 0.9253 n.s.
Cvs 10 0.1442 n.s.
Cvs 30 0.01188 *
C vs 60 0.01139 *
C vs 80 0.04501 *

(n.s.) no significativo; (*) significativo; (**) significativo alto; (***)
significativo muy alto.

Anexo 15J: ANOVA de un factor para la elongacion (%) de hipocétilos de S.
lycopersicum tratados con extractos metanolicos de Paracas.

Fuente de variacion SC gl CM F  p-valor significancia
Entre extractos 0.533371 6 0.0888951 12.71 5.82E-05 faleled
Dentro de los extractos ~ 0.0979525 14 0.00699661

Total 0.631323 20

(***) Se encontraron diferencias significativas muy altas.
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Anexo 15K: Prueba de comparacion de pares de Tukey entre la elongacion (%)
del hipocétilo del control y los tratamientos con la muestra de Paracas.

Control vs concentracion

del extracto (mg/mL) p-valor Significancia
Cvsl 0.9918 n.s.
Cvs3 0.9378 n.s.
Cvs 10 0.0275 *
Cwvs 30 0.0002324 folelal
Cvs 60 0.01932 *
Cvs 80 0.01212 *

(n.s.) no significativo; (*) significativo; (**) significativo alto; (***)
significativo muy alto.

Anexo 15L: ANOVA de un factor para la elongacion (%) de radiculas de S.
lycopersicum tratado con extractos metandlicos de Sechura.

Fuente de variacion SC gl CM F  p-valor significancia
Entre extractos 0.120755 6 0.0201259 5.604 0.003776 *%
Dentro de los extractos  0.0502799 14 0.00359142

Total 0.171035 20

(**) Se encontraron diferencias significativas altas.

Anexo 15M: Prueba de comparacion de pares de Tukey entre la elongacion
(%) de la radicula del control y los tratamientos con la muestra de Sechura.

Control vs concentracion

del extracto (mg/mL) p-valor significancia
Cvsl 1 n.s.
Cvs3 0.9811 n.s.
Cvs10 0.201 n.s.
Cvs 30 0.0422 *
Cvs 60 1 n.s.
Cvs 80 0.9978 n.s.

(n.s.) no significativo; (*) significativo; (**) significativo alto; (***)
significativo muy alto.
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Anexo 15N: ANOVA de un factor para la elongacion (%) de radiculas de S.
lycopersicum tratado con extractos metandlicos de Paracas.

Fuente de variacion SC gl CM F p-valor significancia
Entre extractos 0.193316 6 0.0322194 9.757 0.0002481 faleled
Dentro de los extractos ~ 0.0462295 14 0.00330211

Total 0.239546 20

(***) Se encontraron diferencias significativas muy altas.

Anexo 150: Prueba de comparacién de pares de Tukey entre la elongacion (%)
de la radicula del control y los tratamientos con la muestra de Paracas.

Control vs concentracion

del extracto (mg/mL) p-valor significancia
Cwvsl 0.94 n.s.
Cvs3 0.956 n.s.
Cvs 10 0.2264 n.s.
Cvs 30 0.7901 n.s.
C vs 60 0.003019 *x
Cvs 80 0.009019 *x

(n.s.) no significativo; (*) significativo; (**) significativo alto; (***)
significativo muy alto.

Anexo 15P: ANOVA de 2 factores para la elongacion (%) de hipocotilos de L.
sativa entre la procedencia de las muestras (Sechura y Paracas) y los tratamientos.

Fuente de variacion SC gl CM F p-valor  significancia
Procedencia 0.0065 1  0.0065 1.974 0.1711 n.s.
Tratamiento 05496 6 0.09159 27.81 1.44E-10 falalel
Interaccion Proc.*Trat. 0.01549 6 0.002582 0.7839 0.5898 n.s.
Dentro de los grupos 0.09221 28 0.003293
Total 0.6638 41

(n.s.) no significativo; (*) significativo; (**) significativo alto; (***) significativo
muy alto.
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Anexo 15Q: ANOVA de 2 factores para la elongacion (%) de radiculas de L. sativa
entre la procedencia de las muestras (Sechura y Paracas) y los tratamientos.

Fuente de variacion SC gl CM F p-valor  significancia
Procedencia 01235 1 0.1235  39.93  7.78E-07 xxx
Tratamiento 0.04833 6 0.008056 2.605 0.03917 *
Interaccion Proc.*Trat. 0.05624 6 0.009374 3.031 0.02064 *
Dentro de los grupos 0.08658 28 0.003092
Total 0.3146 41

(n.s.) no significativo; (*) significativo; (**) significativo alto; (***) significativo
muy alto.

Anexo 15R: ANOVA de 2 factores para la elongacion (%) de hipocotilos de S.
lycopersicum entre la procedencia de las muestras (Sechura y Paracas) y los
tratamientos.

Fuente de variacion SC gl CM F p-valor  significancia
Procedencia 0.0592 1 0.0592 10.4 0.003202 **
Tratamiento 0.6214 6 0.1036 18.19 1.72E-08 Fxk
Interaccion Proc.*Trat. 0.0748 6 0.01247  2.189 0.07413 n.s.
Dentro de los grupos 0.1594 28 0.005694
Total 0.9149 41

(n.s.) no significativo; (*) significativo; (**) significativo alto; (***) significativo
muy alto.

Anexo 15S: ANOVA de 2 factores para la elongacion (%) de radiculas de S.
lycopersicum entre la procedencia de las muestras (Sechura y Paracas) y los
tratamientos.

Fuente de variacion SC gl CM F p-valor  significancia
Procedencia 0.03209 1 0.03209 9.311 0.004944 *x
Tratamiento 0.1445 6 0.02408 6.987  0.0001285 falalel
Interaccion Proc.*Trat. 0.1696 6 0.02826 8.2 3.59E-05 *xx
Dentro de los grupos 0.09651 28 0.003447
Total 0.4427 41

(n.s.) no significativo; (*) significativo; (**) significativo alto; (***) significativo
muy alto.
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