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Resumo

O uso intensivo e extensivo de herbicidas pode provocar a contaminacion dos medios
acudticos, afectando a calidade da auga e prexudicando s organismos non diana, como son as
microalgas. No presente estudo analizdronse os efectos do herbicida bipiridilico paraquat na
microalga de auga doce Chlamydomonas reinhardtii a nivel do crecemento e do contido celular
de pigmentos fotosintéticos e proteinas. Os resultados obtidos mostran que a exposicién 6
paraquat provoca alteracions significativas sobre o crecemento de C reinhardtii. A taxa de
crecemento da microalga é afectada negativamente de maneira dependente da concentracion e
do tempo de exposicién, obténdose un valor de ECsq de 107,57 nM tras 96 horas de exposicidn.
O contido celular de pigmentos e proteinas tamén se ve afectado, decrecendo
significativamente en cultivos expostos ds concentracions mdis altas ensaidas de paraquat tras
96 horas de exposicién, o que pode ser debido 6 mecanismo de accion do herbicida que
provocaria a sua degradacion oxidativa. Tamén se analizaron os posibles cambios no efecto
téxico do paraquat sobre a microalga €. reinhardtii en funcion de si estivo exposta previamente
0 herbicida; este obxectivo abordouse mediante o estudo do crecemento e outros pardmetros
celulares analizados mediante citometria de fluxo, como o tamafio das células, a
autofluorescencia da clorofila a@ e a viabilidade celular. A pre-exposicién da microalga 6
herbicida reduce o efecto negativo do mesmo cando C. reinhardtii se expén a novos aportes
deste praguicida. Isto poderia indicar que a exposicién 6 paraquat induce en C. reinhardtii
certas adaptaciéns fisioloxicas que aumentan a tolerancia desta microalga ante o efecto téxico
do herbicida, particularmente a nivel de pardmetros como o crecemento, autofluorescencia da

clorofila a e a viabilidade celular dos cultivos.



1. Introducion

Os praguicidas, como os herbicidas, achegan moitos beneficios d sociedade, empregdndose
para diversos fins na agricultura, industria, silvicultura e no dmbito doméstico. Sen embargo,
moitos de estes compostos poden ser prexudiciais para o home e outras especies, podendo

persistir no medioambiente durante décadas (Moreno, 2003).

A contaminacion dos medios acudticos debido a estes compostos orgdnicos é considerado
un importante problema ambiental (Hela et a/, 2004). O uso extensivo e intensivo dos
herbicidas pode causar a polucién de augas superficiais e subterrdneas (Moreno, 2003;
Katsumata et a/., 2006) podendo exercer a sta toxicidade sobre os organismos que ali habitan,
ainda que non sexan a diana principal para a cal se desefiou o herbicida (Deneer, 2000; Warren

et al., 2003).

As microalgas forman parte dos ecosistemas acudticos, constituindo a base das cadeas
tréficas; polo tanto, calquera efecto nocivo sobre elas pode afectar ds niveis tréficos
superiores, modificando as comunidades e alterando o ecosistema (De Lorenzo et a/, 2002;
Rioboo et al, 2007). Ademais, as microalgas manifestan unha alta sensibilidade ante un amplo
grupo de contaminantes, tanto orgdnicos como inorgdnicos (Haglund, 1997) e responden de
forma rdpida 6s cambios ambientais debido o seu tempo de xeracién corto (De Lorenzo et al,
2002; Rioboo et al, 2007). Estas caracteristicas fan destes microorganismos uns bos
indicadores bioloxicos da contaminacién en medios acudticos (Hornstrom, 1990; Mayer et al,
1997). De feito, os bioensaios baseados ha inhibicion do crecemento das microalgas
Selenastrum capricornutum e Scenedesmus subspicatus estdn incluidos dentro dos bioensaios
de toxicidade obrigados para o rexistro de novos compostos quimicos, tanto ha Unién Europea

como nos Estados Unidos (ISO 8692, 2012).

Un dos herbicidas que pode afectar potencialmente a organismos non diana como as
microalgas € o paraquat (Fig. 1.1; 1-1"-dimetil- 4,4"-bipiridilo dicloruro), un herbicida
bipiridilico de amplo espectro utilizado para o control da maleza de folla ancha (Suntres,
2002). Trdtase dun composto de nitréxeno cuaternario non selectivo, que é rapidamente
absorbido polas follas trala sta aplicacién actuando por contacto directo coas plantas a
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eliminar (Moreno, 2003). Ainda que a sda aplicacién estd parcialmente restrinxida e mesmo
prohibida en varios paises pola sta toxicidade (Baltazar et a/, 2013), o paraquat segue a ser un
dos herbicidas mdis utilizados no mundo (Santos, 2013). Ademais, o risco de contaminacion
polo paraquat vese reforzado pola sta alta solubilidade en auga (620 gr I') (Tomlin, 2003),
sendo frecuentemente detectado como contaminante nas augas superficiais de ecosistemas

acudticos (Zhou et al., 2009).

CH.— N+f_ _\w — CH
3 q:b / ‘\ ?,{,f 3

Cl- Cl-

Figura 1.1. Estrutura quimica do herbicida paraquat.

Respecto 6 mecanismo de accién, o paraquat compdrtase como un potente axente quimico
do ciclo-redox (Jung e Kim, 2003) que actia a nivel do cloroplasto ao interceptar electréns
dende a cadea fotosintética do transporte de electréns a nivel do fotosistema I. A sla
reducidn provoca a xeracion dun radical libre que reacciona co osixeno molecular dando lugar 6
anién superéxido. Este anién é convertido en perdxido de hidréxeno, producindose tamén
outros radicais libres e especies reactivas de osixeno (hidroxilo e peroxilo). Estas especies
reactivas de osixeno (ROS, reactive oxygen species) son extremadamente reactivas,
destruindo compofientes celulares como lipidos, proteinas, clorofilas ou dcidos nucleicos,

podendo causar a morte da célula.

Nas dltimas décadas foron descritos fenomenos de adaptacion fisioléxica por exposicién 6
herbicida en microalgas (Vartak e Bhargava, 1999), como Chlamydomonas reinhardtii, onde os
sistemas de destoxificacion celular basados en enzimas antioxidantes xogan un papel moi
importante (Jansen et al, 1989; Donahue et al, 1997); tamén foron descritos outros
mecanismos de aclimatacion 6 herbicida, que non implica a presenza destes enzimas, como a

exclusion do paraquat do seu sitio activo (Shaaltiel e Gressel, 1986; Powles e Cornic, 1987).



2. Obxectivos

A vista do exposto, o obxectivo xeral do presente traballo é avaliar os potenciais efectos

téxicos do herbicida bipiridilico paraquat sobre a microalga doceacuicola Chlamydomonas

reinhardtii(Dangeard). Este obxectivo abdrdase dende dous eidos:

1.

O estudo da citotoxicidade exercida por concentracions ambientalmente relevantes de
paraquat sobre C. reinhardtii a nivel do crecemento dos cultivos e da composicion
bioquimica, concretamente mediante o estudo do contido celular de proteinas e de
pigmentos fotosintéticos.

A andlise de potenciais cambios no efecto téxico do paraquat sobre C. reinhardtii en
funcién de si a microalga estivo exposta previamente 6 herbicida. Este punto abérdase
a través do estudo comparado do efecto tdoxico do paraquat sobre cultivos de C
reinhardtii previamente expostos a este herbicida fronte a cultivos que non estiveron
en contacto co paraquat, mediante a andlise do crecemento e de pardmetros celulares

como o tamano, a autofluorescencia da clorofila a e a viabilidade celular.



3. Material e métodos

3.1. Descricion de Chlamydomonas reinhardtii (Dangeard)

A especie utilizada no presente estudo é Chlamydomonas reinhardtii (Dangeard). A cepa
utilizada (CCAP 11/32A mt+) obtivose da Coleccion de Cultivos de Algas e Protozoos (CCAP;
Culture Collection of Algae and Protozoa) do Laboratorio Marifio de Dunstaffnage (Escocia,
Reino Unido). O xénero Chlamydomonas incliese na division Chlorophyta, e dentro desta
encddrase na clase Chlorophyceae, orde Volvocales e familia Chlamydomonadaceae (Bold e

Wynne, 1985).

As células de C reinhardtii presentan unha morfoloxia oval de aproximadamente 10 ym de
longo por 3 pym de ancho. O plano corporal é polar, con dous flaxelos no extremo anterior e un
tnico cloroplasto basal con forma de copa que ocupa a maior parte do espazo intracelular, e que
conten un ou mdis pirenoides (Harris, 2009). O cloroplasto adoita rodear ao nicleo, que estd
situado no centro e ten un nucledlo prominente. Arredor do niicleo adoita estar o aparato de
Golgi e arredor deste (ltimo adoita estar un sdculo de reticulo endoplasmdtico que conecta coa
membrana plasmdtica. Tamén é frecuente encontrar vactolos contrdctiles no polo anterior da
célula e mitocondrias entre o cloroplasto e a plasmalema. As células estdn rodeadas por parede,

composta sé por glicoproteinas fibrosas, agds na zona dos flaxelos.

Chlamydomonas reprodlcese tanto asexual coma sexualmente. Para evitar a reproducion
sexual neste traballo sé se utilizaron células de mating +. O xénero Chlamydomonas é moi amplo
e ten ampla distribucion (augas doce, hdbitats marifios, chan, etc.) i é moi utilizado en
investigacion bioléxica, sobre todo en estudos de fotosintese, xenética molecular e

ecotoxicoloxia.
3.2. Cultivo de Chlamydomonas reinhardtii

Os cultivos de C. reinhardtii realizanse en medio Tris-acetato-fosfato (TAP, Tris-acetate-
phosphate) (Harris, 2009) con algunhas modificacions, como a ausencia dunha fonte orgdnica

de carbono no medio e a utilizacién de nitrato como fonte de nitrdxeno. A esta solucién de



macroelementos engddeselle unha solucién de oligoelementos (Algal-1, Nutricién Avanzada S.A.)
en condiciéns de esterilidade. O medio de cultivo esterilizase en autoclave, asi como todo o

material empregado no estudo.

Os cultivos de mantemento efectianse en botellas PYREX de 500 ml, a partir dos cales se
tomardn os indculos para cada experiencia, e mantéfiense nunha cdmara de temperatura
controlada e constante a 18 + 1 °C e cunha iluminacién de 80 umol fotén m? s™ proporcionada
por tubos fluorescentes Philips TLD de 36W, aplicada con un ciclo de 12 horas de luz e 12
horas de escuridade.Tédolos cultivos mantéfiense aireados a un fluxo constante de 10 | min™ de
aire atmosférico insuflado cun turbosoplador e filtrado mediante filtros Milljpore FG de 0,20
pm de tamafio de poro antes da entrada no cultivo. En tédalas experiencias deste traballo, a
densidade celular inicial dos cultivos é 4 x 10° células ml™ a partir dun inéculo en fase
exponencial. Esta densidade foi seleccionada co fin de elixir aquela que permitise axustar o
crecemento da microalga a unha curva sigmoidea que alcanzase a fase estacionaria ds 96 h en

cultivos non tratados con herbicida.
3.3. Preparacion da solucion concentrada de paraquat

Para este estudo utilizouse o herbicida paraquat comercializado por Riedel-de Haén
(Sigma-Aldrich, Madrid). E un estdndar Pestanal axeitado para a andlise medioambiental,
sometido a andlise de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, high-performance liguid
chromatography) para comprobar a sla pureza, superior ao 98%. Antes de cada experiencia,
preparouse uhha solucién concentrada de paraquat (3 mM) disolvendo o paraquat puro
comercial granulado en auga destilada e esterilizada. A cada un dos cultivos de C. reinhardtii
engddese un volume determinado desta solucién concentrada para obter as diferentes

concentracions finais ensaiadas.
3.4. Determinacion da densidade celular

A densidade celular dos cultivos de € reinhardtii determinase mediante o reconto total
de células nunha cdmara Neubauer, utilizando un microscopio NIKON Eclipse E400 (Nikon,

Japon).



As taxas de crecemento (T.C.) para cada tempo e concentracién do herbicida ensaida,

expresadas en dia”, calcdlanse usando a seguinte férmula:
T.C. = [In (N;) - In (No))/ In2 (+ - o)

onde ty e t son o tempo inicial e final do periodo estudado (ambos expresados en dias) e N;

e Ny a densidade celular (células ml™) en eses tempos.

A Concentracién Efectiva Media (Effective Concentration 507%; ECso), é dicir a
concentracién da sustancia ensaida que provoca unha diminucion do crecemento do 50% con
respecto 6 control, obtense mediante a interpolacion grdfica nas curvas de concentracion-
resposta. Os datos para o cdlculo das ECs foron axustados mediante unha regresion non lineal,

usando unha curva loxistica, cuxa funcién matemdtica é:

Y = Yo+ [ a/ (1 + (X / Xo) eXP(b))]

onde y € a taxa de crecemento expresada en porcentaxe respecto o control (cultivos sen
herbicida); x € a concentracién do herbicida (expresada en nM); os catro pardmetros para esta
funcién determinan, o valor minimo de variable resposta (yo), a diferenza entre o valor maximo
e o minimo da variable resposta (a), a pendente da curva (b), e o valor de x cando a resposta

toma un valor correspondente 6 50% da amplitude da funcion (xo).
3.5. Determinacion espectrofotométrica de pigmentos fotosintéticos

Para a andlise espectrofotométrica dos pigmentos de C. reinhardtii, primeiro procédese a
centrifugacion dun volume determinado de cada cultivo nunha centrifuga refrixerada ALC
PK121R durante 15 minutos a 4.500 r.p.m. e 4 °C., recollendo asi as células. A continuacién
procédese a extraccién dos pigmentos, resuspendendo a biomasa en acetona ao 90% (viv) e

manténdoa durante 24 h a 4 °C en escuridade.

Unha vez que a extraccién se completa, o extracto é centrifugado para retirar os restos
celulares. Co sobrenadante, que conten os pigmentos extraidos, efectlanse lecturas de
absorbancia nas seguintes lonxitudes de onda: 664, 647 e 480 nm, nun espectrofotometro

Shimadzu UV-1700, fronte a un branco de acetona 6 90 %.



Por dltimo, calcilanse as concentracions dos pigmentos cas seguintes ecuacions para as
clorofilas de Jeffrey e Humphrey (1975) e para os carotenoides de Strickland e Parsons

(1972):

11,93 A¢es . 1,93 Acsr

Clorofila a

Clorofila b

20,36 A¢7 - 5,50 Agsr
Carotenoides totais = 4,0 Ass

onde clorofila a, clorofila 6 e os carotenoides totais corresponden as concentracions de
ditos pigmentos en ug ml de extracto e Ages Acsr Asgo SON as absorbancias medidas a 664, 647

e 480 nm respectivamente.
3.6. Determinacion proteinas hidrosolubles

Mediante o método de Bradford (1976) cuantificouse a concentracién de proteinas
hidrosolubles presente nas células de C. reinhardtii. O método fundaméntase no cambio de cor
do colorante azul brillante de Coomassie G-250 na resposta a diferentes concentracions de
proteina. Este composto interacciona con aminodcidos bdsicos (especialmente arginina) e
aromdticos. O complexo colorante-proteina que se forma presenta un mdximo de absorcion a

595 nm.

Para recoller as células, centrifligase un volume determinado de cada cultivo nunha
centrifuga refrixerada ALC PK121R durante 15 minutos a 4.500 r.p.m. e 4 °C. A biomasa é
resuspendida en auga destilada. Para conseguir a ruptura da parede celular das microalgas, a
suspension celular é sometida a un proceso de sonicacién (5 x 30 s) mediante un sonicador
LABSONIC mantendo as mostras sempre refrixeradas en auga con xeo. A continuacién

efectlase unha nova centrifugacién para retirar os restos celulares.

Para a cuantificacién das proteinas utilizase o reactivo preparado comercialmente por
BioRad no produto Protein Assay Kit. Primeiro realizase unha recta de calibrado con
concentraciéns de seroalbimina bovina entre 0 e 20 pg ml” en auga destilada, fronte a un
branco tamén de auga destilada. O colarante azul de Coomassie engddese, nunha relacion

mostra:reactivo 4:1 (viv), a cada unha das mostras e axitando suavemente. Logo déixase
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incubar durante 15 minutos para que se produza a reaccion colorimétrica. Finalmente,
procédese a realizar as medidas de absorbancia nun espectrofotometro Shimadzu UV-1700 a

595 nm.
3.7. Andlise de C. reinhardtii mediante citometria de fluxo

A citometria de fluxo (CMF) € unha técnica que permite determinar un alto nimero de
propiedades e/ou funcidns de células individuais a gran velocidade, empregando unha gran
variedade de moléculas bioquimicamente especificas, non téxicas e fluorescentes, en condicions
préximas 6 estado /n vivo en exposiciéns de corta duracién a niveis elevados de luz (Carter e

Meyer, 1990).

As andlises por citometria de fluxo das células de C. reinhardtii realizaronse nun citometro
de fluxo Gallios (Beckman Coulter, Fullerton, CA) equipado con dous ldseres de excitacion como
fonte de luz, un que emite a 488 nm e outro a 633 nm. Este citometro presenta detectores da
luz refractada no dngulo anterior (forward light scatter, FS), pardmetro proporcional 6 tfamafio
da célula, e da luz refractada no dngulo lateral (side /ight scatter, SS), pardmetro proporcional
a complexidade intracelular. Ademais, presenta catro detectores de fluorescencia en funcién
da lonxitude de onda: FL1 (fluorescencia verde, 505-545 nm), FL2 (fluorescencia amarela, 560-
590), FL3 (fluorescencia alaranxada, 605-635) e FL4 (fluorescencia vermella, 660-700). Os
datos recéllense e analizanse utilizando o programa Gallios (versién 1.1; Beckman Coulter) que
proporciona os pardmetros estatisticos das distribucidns dos valores obtidos. Polo menos
10.000 células foron analizadas por mostra. Todos os experimentos de citometria de fluxo se
realizaron duas veces e os duplicados das mostras analizdronse no citémetro de fluxo. O ldser
de excitacion a 488 nm (luz azul) utilizouse como fonte de iluminacién para todos os

pardmetros ensaiados.
Andlise do tamafio celular e autofluorescencia da clorofila a

Para a andlise do tamafio celular e autofluorescencia da clorofila a de C reinhardtii,
prepdranse suspensions celulares de cada cultivo, en tubos de citometria de poliestireno de 12
x 75 mm, a unha densidade final de 4 x 10° células ml’ en tampén fosfato salino (PBS,

phosphate buffered saline). Os tres pardmetros analizanse en modo logaritmico, calculdndose a
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media (u. a.) para as poboaciéns celulares identificadas no histograma mediante o programa do

equipo utilizado.
Tamario celular

As medidas recéllense no detector que recolle a luz dispersada do ldser entre 1 e 20°
respecto ao feixe, asi obtemos a luz refractada nho dngulo anterior (forward scatter light, FS),

que é proporcional ao tamafio ou volume celular (Mullaney et al., 1969).
Autofluorescencia da clorofila a

C. reinhardtii emite in vivo fluorescencia natural debido d presenza de clorofila e de outros
pigmentos accesorios. A fluorescencia da clorofila a excitase con luz a 488 nm e emite no

rango de 680-720 nm, polo que a autofluorescencia microalgal € recollida no detector FL4.
Andlise da viabilidade celular

Para o estudio da viabilidade celular de & reinhardtii, realizouse un ensaio baseado na
tintura co composto fluoroxénico diacetato de fluoresceina (DAF) (Fluorescein diacetate,

FDA).

Este composto é un éster non polar non fluorescente que atravesa a membrana
citoplasmdtica das células. Unha vez dentro, a molécula de DAF perde os grupos acetato debido
d accién de esterasas non especificas citoplasmdticas que hidrolizan os enlaces éster nas
células activas. A fluoresceina resultante é unha molécula polar hidréfila altamente
fluorescente, que queda retida no interior celular daquelas células que tefian intacta a
integridade da sta membrana plasmdtica. Neste caso, a ausencia de fluorescencia verde da
fluoresceina indica efectos téxicos sobre a membrana celular e/ou a actividade das esterasas,
que son enzimas esenciais para o funcionamento normal da célula. Deste modo, poderemos
distinguir entre células fluorescentes metabolicamente activas (DAF+) e células non

fluorescentes non metabolicamente activas (DAF-).

Prepdranse suspensiéns celulares de cada cultivo a unha densidade final de 4 x 10° células
ml™ en tampdn PBS estéril, e inclibanse en presenza dunha concentracién final de DAF de 0,4 g

ml™ (a partir dunha solucién concentrada de 100 g ml™ en dimetilsulféxido (DMSO), gardada a -
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20°C). Despois de 15 min en escuridade e a temperatura ambiente, as mostras analizanse no

citémetro de fluxo.

A fluorescencia de emisién de DAF no citémetro é analizada no detector FL1 (505-545) en
escala logaritmica. Os resultados obtidos exprésanse como a porcentaxe de células

metabolicamente activas (rexion DAF+), con respecto ao total de células analizadas.
3.8. Andlise estatistica

En primeiro lugar, calculdronse as medias e as desviaciéns estdndar para cada tratamento.
En cada ensaio, a hipotese de que a concentracion de paraquat no medio non afecta ao
pardmetro de estudo, analizase mediante unha andlise da varianza de un factor (ANOVA).
Cando a hipétese é rexeitada, utilizase o test Rango Mdltiple de Duncan para analizar de que
forma afecta cada concentracién ao pardmetro estudado. O test de Duncan utilizase ao nivel
de significacién do 0,05 (p < 0,05). Para o tratamento estatistico dos datos utilizase o

programa estatistico IBM SPSS Statistic (versién 21.0.0).

As graficas credronse co paquete de andlise estatistica e de grdficas avanzadas SigmaPlot
versién 12.0. Nas tdboas e figuras, os resultados exprésanse como a media dos valores obtidos

+ desviacion estdndar.
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4. Resultados

4.1. Efecto do herbicida paraquat sobre o crecemento e o contido celular de

pigmentos e proteinas de C. reinhardtii
Desefio experimental

Coa finalidade de determinar os potenciais efectos toxicos do herbicida paraquat sobre o
crecemento e o contido celular de pigmentos e proteinas da microalga doceacuicola C
reinhardtii, dispuxéronse unha serie de cultivos expostos a diferentes concentraciéns de

paraquat durante 96 h (Imaxe 4.1.1).

Imaxe 4.1.1. Cultivos da microalga C. reinhardtii expostos a diferentes concentracions do herbicida paraquat

As concentracions do herbicida paraquat ensaiadas foron: 25 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM
e 400 nM, ademais de cultivos libres de herbicida utilizados como control. Os cultivos
microalgais levdronse a cabo por duplicado en botellas PYREX de 250 ml baixo as condiciéns de

temperatura, aireacidn, iluminacién e medio de cultivo descritas en Material e Métodos.

Diariamente e ata as 96 horas, tomdronse alicuotas de cada cultivo e procedeuse o reconto
celular. Tamén se determinou ds 48 e 96 horas o contido de pigmentos fotosintéticos e

proteinas de C. reinhardtii, tal e como se describe en Material e Métodos.
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Resultados
Crecemento

O crecemento de C. reinhardtii vese afectado pola adicién do herbicida paraquat ao medio
de cultivo, como reflicten as curvas de crecemento dos cultivos de C. reinhardtii expostos a

diferentes concentraciéns do herbicida (Fig. 4.1.1; Tdboa 4.1.I).

—&— Control
64 —@— 25nM
—v— 50 nM
—v— 100 nM
—8— 200 nM
—8— 400 nM

Densidade celular (x10° células.ml™!)

Tempo (horas)

Figura 4.1.1. Curvas de crecemento dos cultivos C reinhardtii expostos a diferentes concentracions de

paraquat. Os datos son dados como valores medios dos cultivos replicados + desviaciéns estdndar das medias.

O efecto téxico do paraquat sobre o crecemento da microalga detéctase tras 24 horas de
exposicion 6 herbicida, cando todos os cultivos expostos 6 paraquat mostran unha densidade
celular significativamente inferior (p < 0,05) d observada nos cultivos control (Fig. 4.1.1). Este
efecto negativo do paraquat sobre o crecemento de C reinhardtii obsérvase dende este
momento ata o final do periodo de exposicion ds 96 h de ensaio, tal e como revelan tamén as
taxas de crecemento. Ademais, a andlise das taxas de crecemento indican que o efecto
inhibidor do paraquat é dependente da concentracién e do tempo de exposicion presentando
valores menores 6 aumentar a concentracion de paraquat e o tempo de exposicion 6 mesmo
(Taboa 4.1.T). Nos cultivos coa concentracion mdis alta ensaiada do herbicida, 400 nM, a taxa
de crecemento mantense por debaixo de 0,1 dia™ en todo o ensaio indicando que o crecemento

destes cultivos estd inhibido 6 longo de todo o periodo de exposicion (Tdboa 4.1.T).
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Concentracién T.C. 24h T.C. 48h T.C. 72h T.C 96h
paraquat (nM) (d" (d" d? (d?
Control (0) 1,907 + 0,000 1,429 + 0,035 1,205 + 0,014 1,000 + 0,024
25 1522 +0,089* 1290+ 0,056*  1,116+0083* 0,852 + 0,030
50 1643+ 0082*  1248:0,079*  0968:0045* 0,792 +0,028*
100 1008 + 0,089  0,929+0,035*  0,601+0049* 0,529 + 0,073*
200 0,142 + 0,011* 0,116 + 0,022* 0,193 +0,057* 0,217 + 0,021*
400 0,000+ 0,000 0,003 +0,000*  0,000+0,000x 0,017 + 0,024*

Taboa 4.1.I. Taxas de crecemento obtidas nos cultivos de C. reinhardtii expostos a diferentes concentracions de
paraquat durante 96 h de exposicidn. Os datos son dados como valores medios dos cultivos replicados + desviaciéns
estdndar das medias. Diferenzas significativas con respecto 6 control a un nivel de significacién do 0,05 (p < 0,05)

son representadas por un asterisco (*).

120

—— 96 h: EC5 = 107,57 nM
a 48 h: EC5 = 145,99 nM

100 -~ [A)

80 A

60 -

40 -

20 A

T.C. (% respecto 6 control)

0 100 200 300 400 500

Paraquat (nM)

Figura 4.1.2. Curvas de concentracién-resposta que representa o porcentaxe de inhibicién da taxa de crecemento
(T.C.) con respecto 6s cultivos control de C. reinhardtii fronte diferentes concentraciéns de paraquat despois de 48

e 96 horas de exposicién é herbicida.

As curvas de concentracion-resposta obtidas para o cdlculo das ECso méstranse na figura

4.1.2; as sdas funciéns matemdticas son:

Paraas 48 h:Y = 99,81 / (1 + exp (- (x - 145,99) / 2,27); r?= 0,99
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Paraas 96 h: Y = 95,66 / (1 + exp (- (x - 107,56) / 2,02); r? = 0,99

O valor de ECso obtido para C reinhardtii ds 48 h de exposicion 6 paraquat é

significativamente superior (p < 0.05) ao valor obtido despois de 96 h de exposicidn.
Pigmentos fotosintéticos

A presenza de paraquat nos cultivos de C reinhardtii afecta o seu contido celular de

pigmentos fotosintéticos (Fig. 4.1.3).

Tras 48 horas de exposicion, o contido celular de clorofila a ¢ significativamente inferior
(p < 0,05) respecto 6 control nos cultivos de C reinhardtii expostos a concentraciéns
superiores a 50 nM (Fig. 4.1.3). Apds 96 horas de exposicidn, a diminucién no contido celular de
clorofila a é significativa (p < 0,05) para todas as concentraciéns ensaiadas e de maneira
dependente das mesmas, rexistrdndose os valores de clorofila a mdis baixos nos cultivos

expostos ca concentracién ensaiada mdis alta (Fig. 4.1.3).

O contido celular de clorofila b, despois de 48 horas de exposicion, presenta valores
significativamente inferiores (p < 0,05) respecto 6 control nos cultivos tratados coas dias
concentraciéns de paraquat mdis altas ensaiadas, 200 e 400 nM (Fig. 4.1.3). Tras 96 horas de
exposicion, obsérvase un incremento significativo (p < 0,05) no contido celular de clorofila 6 a
unha concentracién 100 nM (Fig. 4.1.3); nos cultivos expostos ds dlas concentracions mdis

altas, ddse unha diminucion significativa (p < 0,05) respecto o control (Fig. 4.1.3).

En canto o contido celular de carotenoides, despois de 48 horas, os cultivos expostos @
concentracién mdis alta ensaiada, 400 nM, mostran unha diminucién significativa (p < 0,05) no
contido celular de carotenoides respecto 6 control (Fig. 4.1.3). Tras 96 horas de exposicidn, os
cultivos expostos a unha concentraciéon 100 nM incrementan significativamente o seu contido
en carotenoides, mentres que con concentracions superiores de paraquat ten lugar unha

reducion significativa (p < 0,05) respecto o control (Fig. 4.1.3).
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Figura 4.1.3. Contido celular de clorofila @ (A), clorofila 6 (B) e carotenoides (C) en cultivos de C. reinhardtii
despois de 48 e 96 de exposicién a diferentes concentraciéns de paraquat. Os datos son dados como valores medios
dos cultivos replicados + desviacions estdndar das medias. Os asteriscos indican diferenzas significativas con
respecto ds valores dos cultivos control (p < 0,05). (D) Imaxe representativa dos extractos de pigmentos obtidos a
partir de 3 x 10° células de C. reinhardtii de un cultivo control (cubeta da esquerda) e dun cultivo exposto a 400 nM

de paraquat (cubeta da dereita) despois de 96 h de ensaio.

Proteinas

O contido celular proteico da microalga C reinhardtii vese afectado pola exposicion 6

herbicida paraquat (Fig. 4.1.4).

Tras 48 horas de exposicién, os cultivos tratados con concentraciéns do praguicida
superiores a 50 nM, presentan unha diminucién significativa (p < 0,05) no contido celular
proteico (Fig. 4.1.6) de forma dependente da concentracion. Pasadas 96 horas de exposicidn,

obsérvase o mesmo patrén de afectacién (Fig. 4.1.4).
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Figura 4.1.4. Contido celular de proteinas, analizado mediante o método de Bradford, en cultivos de C. reinhardti,
despois de 48 e 96 horas de exposicién a diferentes concentracions de paraquat. Os datos son dados como valores

medios dos cultivos replicados + desviaciéns estdndar das medias. Os asteriscos indican diferenzas significativas

con respecto 6s valores dos cultivos control (p < 0,05).

4.2. Efecto do paraquat sobre o crecemento, tamafio, autofluorescencia da

clorofila a e viabilidade de C. reinhardtii en cultivos pre-expostos 6

herbicida
Desefio experimental

Co obxectivo de detectar diferenzas no potencial efecto toxico do paraquat en funcién de
si a microalga C. reinhardtii estivo en contacto previo ou non co herbicida, preparouse un
cultivo exposto previamente a unha concentracién de paraquat de 25 nM, equivalente a ECyo, é
decir, a concentracién da sustancia ensaida que provoca unha diminucién do crecemento do 10%
con respecto 6 control, calculada con datos da experiencia previa. Dito cultivo, o cal homeamos
cultivo pre-exposto, mantivose durante un mes, renovando o medio e engadindo de novo a
mesma concentracién de herbicida cada sete dias. En paralelo, tamén se incluiu un cultivo

microalgal sen herbicida.

18



A continuacidn, cada un dos cultivos utilizouse como inéculo de maneira independente para
establecer ddas series de cultivos que se suplementaron con diferentes concentracions de
paraquat: 25 nM (ECyo) e 110 nM (aproximadamente a ECso). De este modo a partir do cultivo
non pre-tratado prepardronse os seguintes cultivos: Control (0 nM), 25 nM (25nM) e 110 nM
(110 nM). A partir do cultivo pre-exposto prepardronse os seguintes cultivos: Control (O nMgg),
25 nM (25 nMpe) e 110 nM (110 nMpg). Todolos cultivos levdronse a cabo por duplicado en
botellas PYREX de 250 ml e mantivéronse baixo as condicions de temperatura, aireacidn,

iluminacion e medio de cultivo descritas en Material e Métodos.

Diariamente e ata as 96 horas, tomdronse alicuotas de cada cultivo e procedeuse 6 reconto
celular. Tamén, despois de 96 h de ensaio e mediante a técnica de citometria de fluxo,
analizdronse diversos pardmetros celulares como o tamafio, a autofluorescencia da clorofila ae

viabilidade celular.
Resultados
Crecemento

Seglin se mostra na tdboa 4.2.IT, os cultivos da microalga C. reinhardtii non pre-expostos
presentan unha diminucién significativa (p < 0,05) na taxa de crecemento respecto 6 control 6

ser tratados durante 96 horas con concentracions 25 nM e 110 nM do herbicida paraquat.

Concentracion T.C. 24h T.C. 48h T.C. 72h T.C 96h
paraquat (nM) d?) d?) (d™) (d?)
0 nM 1,23 + 0,06 1,70+ 0,02 1,22 + 0,01 101+ 0,02
25 nM 0,99 + 0,01* 1,31+ 0,02* 1,08 + 0,02* 0,89 + 0,01*
110 nM 0,42 + 0,05* 0,48 + 0,03* 0,68 + 0,06* 0,67 + 0,03*

Tdboa 4.2.IT. Taxas de crecemento obtidas nos cultivos de C. reinhardtii non pre-expostos e tratados con
concentraciéns de paraquat correspondentes a ECig (25 nM) e EC5q (110 nM) durante 96 h. Os datos son dados como
valores medios dos cultivos replicados + desviaciéns estdndar das medias. Diferenzas significativas con respecto 6

control a un nivel de significacién do 0,05 (p < 0,05) son representadas por un asterisco (*).
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En canto os cultivos da microalga pre-expostos, a taxa de crecemento solo se ve afectada
nos cultivos expostos a unha concentracién 110 nM (110 nMy) de paraquat tras 24 e 48 horas
de exposicion, diminuindo significativamente (p < 0,05) con respecto 6 control (O nMee) (Tdboa.

4.2 TIII).

Concentracion T.C. 24h T.C. 48h T.C. 72h T.C 96h
paraquat (nM) (d" (d" (d" (d?
0 nMee 1,21+ 0,01 159 + 0,05 1,19 + 0,02 1,02 + 0,00
25 nMee 1,16 + 0,05 1,48 + 0,06 1,06 + 0,07 1,02 + 0,01
110 nMee 0,54 + 0,03* 0,85 + 0,00 1,04 + 0,01 0,93+0,02

Tdaboa 4.2.III. Taxas de crecemento obtidas nos cultivos de C reinhardtii pre-expostos cunha concentracion 25
nM de paraquat e tratados posteriormente coas concentracidns correspondentes a ECyo (25 nMpg) e EC50 (110 nMpg)
durante 96 h. Os datos son dados como valores medios dos cultivos replicados + desviacidns estdndar das medias.
Diferenzas significativas con respecto é control a un nivel de significacién do 0,05 (p < 0,05) son representadas por

un asterisco (*).

Tamafio celular e autofluorescencia da clorofila a

Nos cultivos de (¢ reinhardti non pre-expostos, o tamafio celular aumenta
significativamente (p < 0,05) respecto 6 control cando son expostos durante 96 horas a unha
concentracién de 25 nM, mentres que diminde de forma significativa (p < 0,05) cunha
concentracién 110 nM (Fig. 4.2.1). Nos cultivos pre-tratados e expostos a continuacion con
concentraciéns correspondentes a ECso (110 nMpe) e ECip (25 nMpe) durante 96 horas, ten lugar
un incremento significativo (p < 0,05) do tamafio celular a unha concentracién do praguicida 110
nM, respecto 6 control (Fig. 4.2.1). En canto a autofluorescencia celular emitida pola clorofila a,
os cultivos non tratados mostran unha diminucién significativa da mesma (p < 0,05), respecto 6
control O nM, ao ser expostos durante 96 horas cunha concentracion 110 nM (Fig. 4.2.1). En
contra, nos cultivos previamente pre-tratados e expostos a esa mesma concentracion, 110 nMge,

a fluorescencia celular aumenta significativamente (p < 0,05) respecto 6 control (Fig. 4.2.1).
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Viabilidade celular

A viabilidade celular vese tamén claramente afectada nos cultivos expostos 6 paraquat.
Tras 96 horas de exposicién cunha concentracién 110 nM, nos cultivos non tratados prodicese
unha reducién significativa (p < 0,05) da viabilidade celular respecto 6 control (Fig. 4.2.1). Nos
cultivos pre-expostos co praguicida, as células non experimentan cambios significativos na sta

viabilidade con ningunha das dlas concentraciéns ensaiadas (Fig. 4.2.1).

140 140

120 [ 110 M 120 B x 110 nM
W—+———/— — — — 1004 — — — [ - ]
80 -
60 -

40 A * 40 4

Porcentaxe respecto é control
Porcentaxe respecto & control

20 A = 20 4

Tamafio  Autofluor ia clorofila a Viabilidad Tamafio Autofluor ia clorofila a Viabilidads

Figura 4.2.1. Tamafio celular, autofluorescencia da clorofila a e viabilidade celular analizados por citometria de
fluxo en cultivos de C reinhardtii non pre-expostos (A) e en cultivos de C. reinhardtii pre-expostos a 25 nM do
paraquat (B) e posteriormente tratados coas concentraciéns correspondentes a ECyy (25 nM) e ECso (110 nM)
despois de 96 h. Os resultados exprésanse como o porcentaxe dos valores obtidos por CMF con respecto 6 control.
O valor do control represéntase por unha lifia descontinua. Diferenzas significativas con respecto 6 control a un

nivel de significacién do 0,05 (p < 0,05) son representadas por un asterisco (*).

-

Figura 4.2.2. Autofluorescencia da clorofila a en células de C. reinhardtii despois de 96 h de exposicién a 110 nM a
partir dun cultivo inéculo non pre-exposto ¢ herbicida (A: 110 nM) e dun cultivo inéculo pre-exposto 6 paraquat (B;
110 nMpg). As barras indican 5 um. As imaxes foron tomadas nun microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse

E400, con excitacién a 450-490 nm.
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5. Discusion

O paraquat € un herbicida bipiridilico que actda a nivel do fotosistema I do cloroplasto,
inducindo a formacién de iéns superéxido e outras especies radicais de oxixeno. Debido ao
mecanismo de accion, este herbicida pode afectar negativamente a numerosos produtores
primarios, como as microalgas, considerdndose asi a sda presenza en medios acudticos como un

potencial risco para o medioambiente.

Un dos pardmetros mdis utilizados nos ensaios de toxicidade en microalgas € o crecemento.
No presente estudo, o crecemento da microalga Chlamydomonas reinhardtii é afectado polo
paraquat dunha forma dependente da concentracion do herbicida no medio. Os resultados
obtidos mostraron unha diminucion significativa na taxa de crecemento dos cultivos microalgais
expostos durante ds 96 horas de ensaio e a todas as concentraciéns ensaiadas (Tdboa 4.1.I).
Este mesmo efecto negativo foi observado en outras especies de microalgas de auga doce,
como Chlamydomonas moewusii exposta a concentraciéns de paraquat iguais ou superiores a 50
nM (Prado et al, 2009), ou Scenedesmus quadricauda exposta a concentracions iguais ou
superiores a 0,02 mg It (Wong, 2000). A inhibicién do crecemento tamén describiuse en outras
especies como Chlorella vulgaris ou Anabaena doliolum que foron tratadas con outro tipo de
herbicidas (Mohapatra e Mohanty, 1992; Rioboo et a/, 2002).

A interpolacién grdfica despois da determinacion da relacion concentracion-resposta no
presente estudo revelou un valor de ECs, despois de 96 h de exposicién de 107, 57 nM. Valores
de ECso descritos para o paraquat en microalgas en estudos anteriores varian dende 778 nM
nun ensaio de inhibicion de crecemento de 96 h en Chlorella vulgaris (Ma et al, 2002) a 30 mM
nun ensaio de inhibicion de crecemento tfamén de 96 h levado a cabo na microalga Selenastrum
capricornutum (Sdenz et al., 1997). O valor ECs, calculado no presente estudo aproximase
mellor és valores obtidos por Prado et al. (2009), que describiu unha ECso de 110 nM utilizando
como organismo de ensaio outra especie do xénero Chlamydomonas, C. moewusii. Este dato
suxire que ambas especies terian unha sensibilidade similar 6 efecto deste herbicida. Por outro
lado, o feito de que a ECs despois de 96 h de ensaio presente valores inferiores és obtidos ds
48 h indicaria que o efecto do paraquat é mdis agudo a medida que se incrementa o tfempo de
exposicion.

22



A presenza do paraquat provoca tamén cambios na composicién bioquimica da microalga C.
reinhardtii (Fig. 4.1.3 e 4.1.4). Os pigmentos fotosintéticos son afectados pola exposicion 6
herbicida despois de 48 e 96 horas. Estas alteracions foron xa observadas en outros estudos
realizados (Franqueira et al, 1999; Rioboo et al, 2002; Prado et al, 2009). As células sofren
un decrecemento no contido celular da clorofila a que é mdis notable 6 incrementar a
concentracién do herbicida (Fig. 4.1.3). A reducién no contido en clorofila celular pode deberse
0 mecanismo de accién do paraquat, que provocaria a sla degradacién oxidativa (Kirtikara e
Talbot, 1996). A clorofila b e os carotenoides totais sofren tamén unha diminucion significativa
tras 96 horas de exposicién coas concentraciéns de paraquat mdis altas (200 e 400 nM),
mentres que a concentracions inferiores ten lugar un incremento do seu contido celular (Fig.
4.1.3), podendo considerarse isto como un mecanismo de tolerancia celular 6 herbicida
(Frangois e Robinson, 1990). En outras microalgas, como Chlamydomonas eugametos,
observouse este mesmo efecto trala exposicién 6 paraquat, detectdndose a inhibicién dos
carotenoides a concentracions mdis elevadas que no caso da clorofila (Franqueira et a/., 1999).

O contido celular proteico tamén se atopa afectado en C. reinhardtii como consecuencia da
exposicion 6 herbicida, diminuindo respecto 6 control cunha concentracién igual ou superior a
100 nM (Fig. 4.1.4). En outros estudos realizados, cultivos de ¢ moewusii expostos 6 paraquat
manifestaron drdsticos decrecementos no contido proteico (Prado et a/, 2011). Este descenso
pode ter a sla causa na alteracién da estrutura das proteinas por fortes degradacions
oxidativas provocadas polos radicais libres de osixeno (ROS) xerados pola accién do paraquat
(Davies, 1987).

Co fin de estudar potenciais fenémenos de aclimatacién de C. reinhardtii fronte a
toxicidade do paraquat, mantivéronse cultivos expostos a un concentracion de paraquat
correspondente a ECio. Posteriormente estes cultivos expuxéronse a dlas concentraciéns do
herbicida, correspondentes ds valores da ECio e ECso obtidos na primeira experiencia durante
96 horas. Ao mesmo tempo, efectuouse unha comparativa con cultivos que non estiveron en
contacto previo co paraquat. Nestes cultivos deuse unha reducién da taxa de crecemento
significativa respecto 6 control debido os efectos téxicos do herbicida (Tdboa 4.2.IT), en
concordancia con resultados obtidos na experiencia de crecemento (Tdboa 4.1.I). En contra,

nos cultivos pre-expostos 6 paraquat o efecto toxico diminuiu, de maneira que a taxa de
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crecemento decreceu respecto 6 control sé en cultivos expostos d ECs, 110 nMpg, durante as
primeiras 48 horas (Tdboa 4.2.ITI).

Mediante a citometria de fluxo analizdronse diversos pardmetros celulares que poden
utilizarse como indicadores de toxicidade, como o tamafio das células, autofluorescencia da
clorofila a e a viabilidade celular. As células de C reinhardtii expostas 6 paraquat con
concentraciéns correspondentes a ECso 110 nM, durante 96 horas, mostraron unha reducién do
tamafio respecto ds cultivos control sen o herbicida (Fig. 4.2.1). Isto pode estar relacionado ca
elevada diminucién da taxa de crecemento ocasionada pola accién do paraquat neses cultivos,
como ocorre en outros estudos realizados (Franqueira et al., 1999). Sen embargo, as células
expostas a concentracion de paraquat 25 nM mostraron un incremento significativo do tamafio
celular con respecto ds células control (Fig. 4.2.1). Isto poderia deberse a formacion de
estruturas palmeloides pola incapacidade das células de rematala divisién celular, asi como
fallos na regulacién do volume celular debido a alteracién das membranas, tal e como
describiron outros autores (Bray et al, 1993; Franqueira et a/, 1999). En canto, os cultivos
pre-expostos 6 paraquat, o tamafio das células foi significativamente maior respecto 6 control
sé a unha concentracién 110 nMee (Fig. 4.2.1).

Tamén se detecta nas células en presenza do paraquat, un descenso na autofluorescencia
da clorofila a (Fig. 42.1 e 4.2.2). Isto coincide co ocorrido en outros xéneros de
Chlamydomonas afectadas polo paraquat (Franqueira et al, 1999). Ademais correspondese co
observado neste estudo con respecto 6 contido celular de clorofila. En cambio, en cultivos pre-
expostos, a autofluorescencia da clorofila a increméntase significativamente respecto 6
control (Fig. 42.1e 4.2.2).

A andlise da viabilidade celular mediante o citémetro de fluxo con DAF mostra un descenso
significativo da porcentaxe de células metabolicamente activas naqueles cultivos tratados a
unha concentracion 110 nM durante 96 horas (Fig. 4.2.1). Os radicais libres de osixeno (ROS)
orixinados pola accién do paraquat, poden provocar a peroxidacion lipidica da membrana celular
ocasionando a perda da integridade da mesma e causando danos en enzimas esenciais no
funcionamento celular, como son as esterasas; isto concorda cos resultados obtidos. Por outra
banda, nos cultivos tratados previamente co herbicida, a viabilidade celular non se veu

afectada en ninglin momento ca exposicién 6 herbicida (Fig. 4.2.1).
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Unha hipotese a estas diferenzas fronte 6 efecto toxico do paraquat entre os cultivos
pre-expostos 6 herbicida e aqueles que non estiveron en contacto previo co mesmo, seria a
inducion en C. reinhardtii de certas adaptacions fisioléxicas que aumentarian a tolerancia
desta microalga ante o efecto téxico do herbicida. Traballos realizados coa microalga C
moewusii describen a estimulacion xeral do seu metabolismo inducida pola presenza do
paraquat (Prado et al, 2009). Ademais, a pre-exposicion a este herbicida pode activar
mecanismos de destoxificacién celular, enzimdticos ou non enzimdticos (Franqueira et al,
1999), que poderia explicar as diferenzas observadas nos cultivos pre-expostos. En outros
estudos realizados, observouse que microalgas como C. reinhardtii resistentes 6 paraquat,
presentan enzimas antioxidantes como a superoxidasa dimutasa, e outros antioxidantes, cuxo
incremento no citosol estd relacionado ca aparicion de lesiéns oxidativas (Vartak e Bhargava,
1999). O incremento mediado polo paraquat no contido citosélico de antioxidantes foi tamén

documentado por outros autores como Donahue et a/. (1997).

Conclusions

No presente estudo comprdobase que o herbicida paraquat provoca alteracions
significativas sobre a microalga Chlamydomonas reinhardtii, afectando 6 crecemento e 6
contido celular de pigmentos fotosintéticos e de proteinas. Ademais a pre-exposicién da
microalga 6 paraquat diminde o efecto negativo do herbicida cando C reinhardtii se expon a
novos aportes deste praguicida. Isto poderia indicar que a exposicién 6 paraquat induce en C.
reinhardtii certas adaptaciéns fisioléxicas que aumentan a tolerancia desta microalga ante o
efecto téxico do herbicida, particularmente sobre pardmetros como o crecemento,

autofluorescencia da clorofila a e a viabilidade celular dos cultivos.
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Abreviaturas

CCAP
CMF
DAF
DMSO
ECso
ECio
FL
FS
HPLC
ROS
SS
TAP

T.C.

PBS

Coleccion de Cultivos de Algas e Protozoos

Citometria de fluxo

Diacetato de fluoresceina
Dimetilsulféxido

Concentracion Efectiva 50 ou Media
Concentracion Efectiva 10
Fluorescencia

Luz reflectada nun dngulo < 20°
Cromatografia liquida de alta eficacia
Especies reactivas de osixeno

Luz reflectada no angulo lateral
Tris Acetato Fosfato

Taxa de crecemento

Unidades arbitrarias

Tampon fosfato salino
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