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Resumen

Los herbicidas son uno de los compuestos quimicos de origen antrépico con mayor
impacto en los ecosistemas dulceacuicolas. Por ello, los estudios de ecotoxicidad de los
herbicidas son fundamentales de cara a proteger y conservar estos ecosistemas.

En este trabajo se estudid el efecto tdxico del glifosato sobre la microalga
dulceacuicola Scenedesmus quadricauda. La toxicidad del glifosato se evalué mediante
el estudio del crecimiento durante un periodo de hasta 144 horas, no encontrandose
diferencias significativas (p < 0’1) entre los controles sin glifosato y los tratamientos
con herbicida (10, 20 y 40 mg L'!). También se observé una importante alteracion de la
estructura de las células. El contenido en pigmentos mostré una importante reduccién
a nivel de clorofila a con concentraciones de 40 mg L™ de glifosato, mientras que el
contenido celular de proteinas se vio estimulado a concentraciones de 20 mg L™ de
glifosato. Mediante el protocolo utilizado para determinar la actividad celular se
observd una inhibicion de dicha actividad; sin embargo, mediante microscopia de
epifluorescencia se observé que las células expuestas a cualquiera de las
concentraciones del herbicida ensayadas permanecen activas. Por ultimo se estudié la
posible influencia de un cambio ambiental, como es el aumento de la temperatura,
sobre la toxicidad del glifosato, observandose una mayor sensibilidad de las células de
S. quadricauda ante el glifosato.



1. Introduccion

Los sistemas dulceacuicolas captan gran diversidad de productos quimicos producidos
por la actividad humana, los cuales, pueden tener diversos efectos téxicos sobre la
biota de estos ecosistemas. Las aguas residuales producidas por la agricultura suelen
mostrar altas concentraciones de herbicidas (Fenoll et al.,, 2014; Mallmann et al.,
2013), que terminan alcanzando los sistemas dulceacuicolas y tienen un gran impacto
sobre los organismos que viven en estos ambientes (Fargasova, 1994a; Giesy et al.,
2000), en especial sobre los productores primarios (Fargasova, 1994b; Ma et al., 2003;
Ma et al., 2004).

Estos herbicidas afectan en especial a las microalgas dulceacuicolas (Saenz & Di
Marzio, 2009; Saenz et al., 1997), y algunas de ellas se utilizan como bioindicadores del
estado de estos ecosistemas (Boyle, 1984) y son utilizadas en ensayos bioldgicos de
toxicidad (Haglund, 1997). Estos microorganismos son elegidos para los estudios de
toxicidad debido a su importancia en los ecosistemas como la base de las cadenas
tréficas acuaticas y a su papel esencial en el reciclaje de nutrientes en todos los
ambientes (Kallgvist & Svenson, 2003; Sabater & Carrasco, 2001).

La toxicidad de estos herbicidas puede afectar a las microalgas inhibiendo o limitando
su crecimiento, la fotosintesis, la sintesis de pigmentos fotosintéticos o induciendo la
clorosis. En algunos casos, a concentraciones bajas del herbicida, el crecimiento puede
verse estimulado (Albarracin et al., 2011; Prado et al., 2009; Prado et al., 2011; Wong,
2000). Ademas, debe tenerse en cuenta que la persistencia de los herbicidas en el
agua dulce (Tsui & Chu; 2008), en especial en las zonas con alta presencia de metales
guelantes, tiene como resultado que los organismos estén expuestos a este toxico
durante periodos de tiempo considerables.

La mayoria de los estudios de toxicidad que se realizan suelen centrarse en los efectos
inmediatos y a corto plazo de los contaminantes sin tener en cuenta las posibles
implicaciones que tendran estos contaminantes a largo plazo. Teniendo en cuenta que
la temperatura es una de las condiciones ambientales que mas influye sobre los
organismos, el cambio climdtico y el aumento de temperatura que conllevara, afectard
a los organismos (Walther et al., 2002) e influird en los efectos tdxicos de los herbicidas
sobre las microalgas dulceacuicolas, pudiendo modificar su grado de toxicidad
(Manciocco et al., 2014).

La necesidad actual de proteger y conservar el medio natural y toda su biota, da como
resultado que los estudios de toxicidad sean imprescindibles para determinar los
posibles efectos perjudiciales, a corto y largo plazo, que puedan tener los diversos
productos quimicos de origen antrdpico que llegan a estos ecosistemas.



2. Objetivo

El objetivo general de este trabajo es evaluar el potencial efecto tdxico del glifosato,
principio activo de algunos herbicidas no selectivos, sobre la microalga dulceacuicola
Scenedesmus quadricauda (Turpin) Brebisson, a nivel de crecimiento, composicion
bioquimica y actividad celular.

Ademas se pretende evaluar las posibles implicaciones que tendria un aumento de la
temperatura sobre la toxicidad del glifosato sobre S. quadricauda, de tal forma que se
pueda predecir la posible influencia del cambio climatico.

3. Materiales y métodos
3.1. Descripcion de la especie utilizada

En el estudio se empled la especie de agua dulce Scenedesmus quadricauda (Turpin)
Brebisson, la cual se clasifica en la clase Chlorophyceae, dentro de la division
Chlorophyta.

Esta especie presenta células cilindricas aisladas y rectangulares (las del centro) y un
poco convexas (las externas) cuando forma cenobios de 4 células. Las células externas
poseen dos espinas de longitud similar a la de la célula, y que se proyectan hacia
afuera en angulo de 45 grados (Ortega-Mayogoitia & Rojo, 2000). Con frecuencia, las
células se agrupan en cenobios de cuatro u ocho células, los cuales se forman dentro
de la pared de la célula madre y se liberan para formar una nueva colonia o dispersar
como organismos unicelulares independientes. La morfologia de las células y la
formacion de las espinas se ve determinada por las variaciones de las condiciones
guimicas del medio en el que se encuentran (Shubert & Trainor, 1974).
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Figura 1. Fotografia de Scenedesmus quadricauda. Tomada de:
http://nordicmicroalgae.org/taxon/Scenedesmus%20quadricauda.
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S. quadricauda es una especie indicadora de ambientes eutréficos (Rosenstrom &
Lepistd, 1996) y presenta una amplia distribucion en toda Espafia (Cambra et al.,
1998).

3.2. Herbicida

El glifosato (N-fosfonometil-glicina; C3sHgNOsP) es el principio activo mas empleado en
los herbicidas no selectivos de amplio espectro. Salazar et al. (2011) determinaron que
el glifosato suprime la capacidad de generar aminodcidos aromaticos, bloqueando la
enzima enolpiruvilsiquimato-3-fosfatosintasa (EPSPS) que se encuentra normalmente
dentro de los cloroplastos. El glifosato también tienen importantes efectos sobre el
crecimiento, la capacidad reproductiva, la fotosintesis y la sintesis de clorofila a de las
plantas afectadas (Wong, 2000).

El glifosato utilizado en el estudio es un estandar quimico (grado PESTANAL de Fluka
Analytical) con una riqueza del 99°9% y comercializado por Sigma-Aldrich.

En las diferentes experiencias se utilizan diferentes concentraciones de glifosato que
se preparan a partir de una solucion stock estéril en agua muy concentrada.

3.3. Cultivo microalgal

Los cultivos de S. quadricauda se realizan en medio Bristol (Brown et al., 1967),
preparado a partir de una solucion acuosa de macroelementos, y otra de
oligoelementos. Ambas soluciones se esterilizan en autoclave. Posteriormente se
mezclan en condiciones de esterilidad y se almacena refrigerado a 4 °C.

Los cultivos stock se realizan en botellas Pyrex de 1 L y se mantienen con aireacién en
una camara de cultivo bajo condiciones controladas de luz y temperatura. La
iluminacion, de 68.25 pumol fotén m™ s™, es proporcionada por tubos fluorescentes
Philips TLD de 36 W y aplicada con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
La temperatura se mantiene constante a 18 + 1 °C para la primera experiencia,
mientras que para la segunda experiencia la temperatura es de 22 + 1 °C. El aire
inyectado a los cultivos es filtrado mediante filtros Millipore FG de 0'20 um de tamafio
de poro.

3.4. Determinacion de la densidad celular

Se determiné la densidad celular, por medio de recuentos al microscopio 6ptico
utilizando una camara Neubauer, cada 24 horas, empleando una alicuota de cada uno
de los cultivos y utilizando un microscopio dptico de contraste de fases NIKON



Labophot. A partir de estos datos, se calculd la tasa de crecimiento () y el porcentaje
de inhibicidn del crecimiento algal:

Ecuacion 1: = (In (Nf) = In (No)]/ In2 (ts — to)

Dénde p es la tasa de crecimiento expresada en dias™, (to) v (tf) son el tiempo inicial y
final del periodo estudiado, ambos expresados en dias, y (Ng) y (N¢) son el nUmero de
células por mL™ en dichos tiempos.

Ecuacidén 2: % inhibicion = (C-T)/C 100
Dénde (C) y (T) son el ndimero de células mL™ del control y de cada tratamiento.

El calculo de la Concentracién Efectiva 50 para el crecimiento (EC 50, concentracidon
qgue reduce en un 50% un parametro) se lleva a cabo a las 96 horas mediante
interpolacion grafica (Walsh et al., 1987).

3.5. Determinacion espectrofotométrica de pigmentos

Para el analisis espectrofotométrico del contenido en clorofilas y carotenoides de S.
quadricauda, se recogen las células por centrifugacion de un volumen determinado de
cultivo en una centrifuga refrigerada ALC PK121R a 8000 g durante 20 minutos a 4 °C.
Se retira el sobrenadante y la biomasa se resuspende en un volumen conocido de
acetona:metanol (2:1). Se mantienen de este modo durante 24 horas a 4 °C y en
oscuridad para que la extraccion sea completa. Tras este tiempo, se centrifuga de
nuevo para retirar los restos celulares y se recoge el sobrenadante que contiene los
pigmentos extraidos. Se realizan lecturas de absorbancia a 664, 647 y 480 nm de
longitud de onda en un espectrofotémetro Shimadzu UV-1700, frente a un blanco de
acetona:metanol (2:1).

El valor de los coeficientes y la longitud de onda a la cual se produce la maxima
absorcion varian en funcién del solvente utilizado (Parsons y Strickland, 1965). De los
propuestos hasta ahora, se han adoptado los de Jeffrey y Humphrey (1975), utilizando
las siguientes ecuaciones para el calculo de la concentracidn del pigmento

Ecuacion 3:  [Clorofila a] = 11’93 Aggs — 1’93 Ags7
Ecuacion 4:  [Clorofila b] = 20’36 Ags7 — 5’5 Aseas
Ecuacién 5:  [Carotenoides totales] =4 Asgg

Dénde la concentracidn de pigmentos se expresa en ug mL™* de extracto, y Agsa, Asa7 Y
Aygo representan las absorbancias medidas a 664, 647 y 480 nm.



3.6. Determinacion de proteinas hidrosolubles

La cuantificacién de la concentracién de proteinas hidrosolubles en las células de S.
quadricuada se determiné mediante el método de Bradford (1975).

Este método se basa en el cambio de color diferencial del colorante azul brillante de
Coomassie G-250 en respuesta a diferentes concentraciones de proteinas. Este
método cuantifica proteinas y polipéptidos cuyo peso molecular sea superior a 3 kDa.
El complejo proteina-colorante tiene un alto coeficiente de extincion, lo cual
proporciona sensibilidad al ensayo.

Las células de S. quadricauda se recogen por centrifugacién en una centrifuga
refrigerada ALC PK121R a 8000 g a 4 °C durante 20 minutos. Se retira el sobrenadante
y el precipitado se resuspende en 1 mL de agua destilada. Esta suspension se somete a
5 ciclos de 30 segundos a 4600 rpm de ruptura celular con microesferas de 212-300
um de diametro, con las que se obtiene una ruptura aproximada del 80% de las
células. A continuacion, se centrifuga de nuevo la muestra para eliminar las
microesferas y los restos celulares. El extracto celular asi obtenido se diluye con agua
destilada en una relacién extrato:agua 1:1 (v:v). La reaccion colorimétrica se inicia
afiadiendo colorante azul de Coomassie en una relacién muestra:reactivo 2:1 a cada
una de las muestras, y agitando suavemente. Las medidas de absorbancia se realizan
en un espectrofotdmetro Shimadzu UV-1700 a 595 nm.

Los calculos de concentracion de proteina se realizan utilizando una recta de calibrado
elaborada con seroalbumina bovina (BSA) como proteina estandar, a diferentes
concentraciones comprendidas entre 5y 25 ug mL™.

3.7. Analisis de la actividad celular

El diacetato de fluoresceina (DAF), es un éster no polar, no fluorescente y lipofilico que
penetra libremente en las células vivas, atravesando las membranas celulares. Tras
entrar en las células, esterasas no especificas citoplasmaticas hidrolizan los enlaces
éster de la molécula de DAF perdiendo asi los residuos acetato. La fluoresceina libre
resultante es una molécula polar, hidrofilica, que emite fluorescencia en el espectro
del verde cuando se excita con luz azul (480 nm) y que es retenida por las células
cuando la membrana plasmadtica estd intacta. En este caso, la ausencia de
fluorescencia verde de la fluoresceina, en células viables con la membrana celular
intacta, indicaria efectos tdxicos sobre la actividad de las esterasas, que son enzimas
esenciales para el funcionamiento normal de la célula (Jochem, 2000). De este modo,
analizando si existen diferencias en la tasa de produccién de fluoresceina podremos
detectar posibles alteraciones de la actividad celular.



La produccion de fluoresceina se ha realizado mediante un ensayo
espectrofotométrico. Se toman alicuotas de los cultivos microalgales y se les anade
DAF, a partir de una solucion stock de fluoresceina (2’5 mg mL™"), para alcanzar una
concentracion final de 10 pug mL™. Tras una incubacién adecuada, durante un periodo
de tiempo suficiente, la fluoresceina se extrae de las células afiadiendo acetona a los
tubos de ensayo en una proporcion 1:1, siguiendo el protocolo de Schnirer & Rosswall
(1982) adaptado a microalgas.

Finalmente, se mide la absorbancia de la fluoresceina producida a 490 nm en un
espectrofotémetro Shimadzu UV-1700. La concentracion de fluoresceina se calcula a
partir de una recta de calibrado realizada con concentraciones de fluoresceina
comprendidas entre 0’5y 5 pg mL™ a partir de una solucidn stock de fluoresceina de
2’5 mg mL™.

3.8. Disefio experimental

Para evaluar los posibles efectos toxicos del herbicida glifosato sobre la microalga S.
quadricauda se realizaron experiencias de hasta 144 horas de duracién en las que las
células se expusieron a distintas concentraciones del herbicida. También se realizaron
controles sin herbicida.

Los cultivos se establecieron a partir de un indculo en fase de crecimiento exponencial
en tubos Kimax con 40 mL de cultivo. Los cultivos se mantuvieron sin aireacion en las
mismas condiciones de luz descritas anteriormente para los cultivos stock. La
temperatura empleada en la primera experiencia fue de 18 + 1 °C y en la segunda
experiencia fue de 22 £ 1 °C. Se realizaron tres réplicas de cada una de las
concentraciones de glifosato ensayadas.

En la primera experiencia, se toman muestras cada 24 horas para la determinacién de
la densidad celular, mientras que las determinaciones de contenido pigmentario,
contenido en proteinas y actividad celular se realizaron a las 144 horas, al final de la
experiencia.

En la segunda experiencia sélo se tomaron muestras cada 24 horas para la
determinacion de la densidad celular.

3.9. Analisis estadistico

Para todos los pardmetros analizados, se calculan las medias y las desviaciones
estandar de cada tratamiento y de los controles.
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El tratamiento estadistico de los datos se realiz6 mediante el programa R version 3.0.2.
En cada experiencia, la hipétesis de que la concentracién de antibiético del medio no
afecta al pardmetro de estudio se analiza mediante un analisis de la varianza de una
via (ANOVA) a un nivel de confianza del 95%. Cuando la hipétesis se rechaza, se utiliza
el test de rango multiple de Tukey para analizar de qué forma afecta cada
concentracion de glifosato al parametro estudiado. El test de Tukey se aplica a todos
los casos al nivel de significacion 0’1 (p < 0'1).

Las graficas se realizaron con el paquete de andlisis estadistico y de graficas avanzadas
SigmaPlot version 12.5.

4. Resultados y discusion

4.1. Determinacion de la densidad inicial

Los microorganismos utilizados en estudios de ecotoxicidad deben disponer de los
recursos suficientes y una densidad celular dptima, para que a lo largo del estudio se
produzca una curva de crecimiento logistica. De esta forma, todas las observaciones
qgue se realicen a lo largo del tiempo afectaran a todas las células por igual, ya que
estas se encontraran en la misma fase de crecimiento (Prescott et al., 2008; Zwietering
etal., 1990).

Antes de estudiar el efecto del glifosato sobre Scenedesmus quadricauda se determind
la densidad inicial éptima en la cual el cultivo formaria una curva de crecimiento
exponencial (Fig. 2).

La densidad inicial de 1x10° células mL™ es la que presenté un mejor crecimiento
exponencial, apreciandose una fase lag o de latencia de las 0-24 horas, y después el
numero de células aumentd exponencialmente hasta alcanzar una densidad final a las
96 horas de 9’33x10° células mL™.

Por tanto, se utilizé una densidad inicial de 1x10° células mL™ para realizar el estudio
de los posibles efectos téxicos del herbicida glifosato sobre la microalga dulceacuicola
S. quadricauda.
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Figura 2. Curvas de crecimiento de los cultivos de S. quadricauda con diferentes densidades celulares
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estandar. R1: 5x10" cél ml™; R2: 1x10° cél ml™; R3: 2x10° cél ml .

4.2. Crecimiento

Los resultados obtenidos muestran que el crecimiento de S. quadricauda se ve
ligeramente afectado por la presencia de las concentraciones ensayadas de glifosato
en el medio de cultivo a una temperatura de 18 £ 1 °C (Fig. 3).

Los resultados muestran que las concentraciones de glifosato ensayadas ejercen un
efecto ligeramente algistatico sobre el crecimiento de S. quadricauda, no habiendo
diferencias significativas entre el control los tratamientos (p < 0’1).
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Figura 3. Curva de crecimiento de los cultivos de S. quadricauda en ausencia de glifosato (Control) y
con diferentes concentraciones de glifosato. Los valores representados corresponden con la media de
tres réplicas de cada tratamiento * la desviacion estandar.

Los valores de la tasa de crecimiento a una temperatura de 18 + 1 °C se representan en

la Tabla 1.

Tabla 1. Tasas de crecimiento los cultivos con diferentes concentraciones de glifosato (expresadas en
mg L'l) a las 24, 96 y 144 horas. Los valores representados se corresponden con la media de tres
réplicas de cada tratamiento * y la desviacidn estandar.

Cultivo Tasa crecimiento (dia™)
24 horas 96 horas 144 horas
Control 0'85+01 0’88 + 001 0'63+0°01
10 0’80+ 0°25 0’76 £ 0’04 0’55+ 0°05
20 0’94 £ 0’05 0'71+0°06 0’58 +0'01
40 0’80 £ 0’06 0’75 +0°04 0'61+0°03

Las tasas crecimiento son muy similares en las distintas fases de la curva de

crecimiento de S. qudricauda, sin que haya diferencias significativas (p < 0'1).
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La EC50 para el crecimiento (concentracién efectiva) después de una exposicion de 96
horas a glifosato fue de 1’79 mg L™, muy inferior a 72 mg L™ observados por otros
autores (Sdenz et al., 2009).

Se observd que las células tratadas con glifosato a la mayor concentracién ensayada
(40 mg L) formaron estructuras cilindricas aisladas, a diferencia de las células del
control que mostraban cenobios de 4 células (Fig. 4).

A B

Figura 4. Imagenes tomadas mediante microscopio de fluorescencia de las células control y tratadas
. .z -1 e .

con glifosato a una concentracion de 40 mg L. Se observa que las células forman cenobios de 4

células (A) y células aisladas cilindricas (B).

A la vista de los resultados, el glifosato no solo afecta a las tasas de crecimiento sino
gue también tienen un efecto considerable en la estructura de las células de S.
quadricauda.

En los ultimos afos se han venido desarrollando bioensayos basados en nuevos
parametros y métodos cada vez mas rapidos, sencillos, practicos y sensibles para la
deteccion de contaminantes y el estudio de su toxicidad, pero el crecimiento sigue
siendo el pardmetro mas utilizado hasta la fecha para estudiar los efectos de
compuestos toxicos sobre las microalgas en los ensayos de toxicidad crénicos (van
Wezel & van Vlaardingen, 2004). La determinacién de la densidad celular o nimero de
células como medida del crecimiento microalgal es un parametro fundamental en los
ensayos de toxicidad de cualquier agente. En numerosos ensayos, la toxicidad se mide
en funcion de la reduccién de la tasa de crecimiento o de la biomasa final, en relacion a
un control (Hogan et al., 2005; Debelius et al., 2008; Nie et al., 2009; Pereira et al.,
2009; Strom et al., 2009). Hay estudios en los que se concluye que este parametro es
menos sensible que otros como la morfologia celular o la produccién fotosintética
(Geoffroy et al., 2007), pero existen otros trabajos cuyos resultados indican que el
crecimiento es el pardametro mas sensible dentro de los estudiados (Franklin et al.,
2001a; Franklin et al., 2001b; Strom et al., 2009), aunque esto depende del organismo,
del contaminante y de los pardmetros estudiados.
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El efecto de un contaminante sobre el crecimiento refleja un valor medio de la
poblacidn estudiada sin tener en cuenta la respuesta que se produce a nivel celular
(Geoffroy et al., 2007). Puesto que los cambios ambientales afectan directamente a las
células, antes de que se manifieste el efecto sobre la poblacidn, resulta conveniente la
medida de otros parametros celulares, como la medida de pigmentos y proteinas, y la
actividad celular.

4.3. Pigmentos

Los resultados de este estudio mostraron que una concentracion de glifosato de 40 mg
L™ redujo significativamente (p < 0’1), el contenido en clorofila @ en Scenedesmus
quadricauda con respecto a lo observado en las células de los cultivos del control,
después de 144 horas de exposicién. Sin embargo, concentraciones de 10 y 20 mg L™
de glifosato, no produjeron variaciones significativas (p < 0’1) con respecto al control.
El contenido celular de los pigmentos de clorofila b y carotenoides también mostraron
una ligera disminucion en los cultivos tratados de S. quadricauda, aunque esta
diferencia no fue significativa (p < 0’1) con respecto los controles (Fig. 5).
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Figura 5. Contenido celular de pigmentos en cada uno de los tratamientos con diferentes
concentraciones de glifosato a las 144 horas de exposicion. Los valores representados se
corresponden con la media de tres réplicas de cada tratamiento * la desviacion estandar. Cl a:
clorofila a; Cl b: clorofila b; Car: carotenoides.
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Las concentraciones celulares de clorofila a, clorofila b y carotenoides disminuyen por
la exposicidon de la microalga a las distintas concentraciones de glifosato; después de
144 horas de exposicion, el contenido de clorofila a en las células del control presenta
unos valores de 0’24 + 0’02 pg cel™ mientras que en el resto de células tratadas a
distintas concentraciones de glifosato varia entre 0’25 + 0’04 y 0’14 + 0’03 pg cel™; el
contenido en clorofila b del control presentd un valor de 0’052 + 0’01 pg cel™ mientras
gue en el resto de concentraciones de glifosato varia entre 005 + 0’005 y 0’04 + 0’01
mg cel™’; el contenido en carotenoides del control presenta un valor de 0’13 + 0’003
mg cel™ mientras que en el resto de concentraciones de glifosato varia entre 0’13 +
0’02 y 0’09 + 0'007 mg cel™. Esta reduccidn en el contenido celular de los pigmentos,
en especial en clorofila a, podria deberse a que el glifosato afecte al aparto
fotosintético de las células de S. quadricauda.

Las variaciones de pigmentos en las microalgas nos permiten conocer su estado
fisiolégico y los cambios que se dan en este como respuesta al estrés ambiental
(Hendry & Price, 1993; Masojidek et al., 2000). Por ello, el contenido en pigmentos es
utilizado como biomarcador de exposicion de diversos tdxicos en microalgas
(Couderchet & Vernet, 2003).

Los herbicidas suelen actuar sobre el aparato fotosintético y afectar a la sintesis de
clorofilas (Ruizzo et al., 1992) induciendo clorosis en las células afectadas (Prado et al.,
2011). Concretamente, el glifosato actia principalmente sobre la enzima
enolpiruvilsiquiato-3-fosfatosintasa (EPSPS) que se encuentra normalmente dentro de
los cloroplastos, bloqueandola, lo que tiene repercusiones en el aparato fotosintético y
los pigmentos (Salazar et al., 2011).

Las posibles variaciones en los ratios de los pigmentos nos permiten determinar
distintas caracteristicas de las células y de su estado fisiolégico, como son el
envejecimiento o la adaptacion al estrés oxidativo (Kobayashi et al., 1993; Kobayashi et
al., 1997; Masojidek et al., 2000).
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Figura 6. Ratios de los pigmentos contenidos en las células de los tratamientos a diferentes
concentraciones de glifosato a las 144 horas de exposicion. Los valores representados se
corresponden con la media de tres réplicas de cada tratamiento * la desviacién estandar. a/b: ratio
clorofila a/clorofila b; a/car: ratio clorofila a/carotenoids; (a+b)/car: ratio (clorofila a + clorofila b)
/carotenoides.

Se observd una ligera disminucién de los ratios de los pigmentos en las células S.
quadricauda tratadas con diferentes concentraciones de glifosato respecto de las
células del control, aunque esta no fue significativa para ningun tratamiento (Fig. 6).
Observando todos estos datos, se determiné que el contenido de clorofilas a de las
células de S. quadricauda expuestas a glifosato disminuyd, mientras que el resto de
pigmentos no se vieron significativamente afectados (p < 0’1). Los resultados
obtenidos no parecen indicar que las células estuvieran afectadas por estrés oxidativo.

4.4. Proteinas

El contenido celular en proteinas es un pardmetro que se emplea para estudiar el
efecto toxico de los contaminantes sobre los organismos acuaticos (Livingstone, 2001;
Valavanidis et al., 2006).
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Figura 7. Contenido celular de proteinas en cada uno de los tratamientos con diferentes
concentraciones de glifosato a las 144 horas de exposicion. Los valores representados se
corresponden con la media de tres réplicas de cada tratamiento * la desviacién estandar.

Se observd un aumento significativo (p < 0’1) del contenido celular en proteinas en los
cultivos expuestos a 20 mg L™ de glifosato con respecto a los cultivos control, mientras
que las células expuestas a la mayor concentracion ensayada (40 mg L) presentaron
un contenido menor de proteinas, no significativamente diferente al de los cultivos
control (p < 0'1) (Fig. 7).

Se esperaban alteraciones en el contenido celular de proteinas ya que se ha descrito
que el glifosato suprime la capacidad de generar aminoacidos aromaticos lo que afecta
a la sintesis de determinadas proteinas (Salazar et al., 2011). El posible aumento de la
sintesis de proteinas a una concentracién de 20 mg L™ de glifosato posiblemente se
deba a que el glifosato tienen un efecto de hormesis sobre las células de S.
quadricauda (Spoljaric et al., 2011). Concentraciones de glifosato superiores a las
ensayadas podrian provocar esa reduccién esperada del contenido proteico celular.

4.5. Actividad celular

La medida de inhibicién de la actividad enzimatica en microalgas es un indicador
rapido y sensible de estrés ambiental (Blaise & Ménard, 1998). La actividad esterasa se
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relaciona con la actividad metabdlica celular general (Regel et al., 2002; Regel et al.,
2004) en una gran variedad de células (Adam & Duncan, 2001; Breeuwer et al., 1995).

La actividad celular en los cultivos control fue de 177 + 0’70 pg fluoresceina cél* h™,
mientras que en todos los cultivos expuestos a glifosato no se detectdé actividad, ya
gue no se detectd fluoresceina en el andlisis espectrofotométrico, lo que indica
diferencias significativas entre el control y los tratamientos.

Dado que los cultivos expuestos a glifosato presentaban crecimiento como se ha
indicado anteriormente, ambos resultados no resultaban compatibles. Por ello, se
comprobé mediante microscopia de epifluorescencia si se producia o no fluoresceina
libre en los cultivos expuestos a glifosato. Se comprobd que las células tratadas con
glifosato a la mayor concentracién ensayada (40 mg L'!) seguian activas (Fig. 8).

A

-

Figura 8. Imagenes tomadas mediante microscopio de fluorescencia de las células tratadas con
o .z -1 - - .

glifosato a una concentracion de 40 mg L . Se observa que las células estan activas antes de extraer la

fluoresceina con acetona (A) y después de la extraccién con acetona (B).

Es decir, las células afectadas por el glifosato se mantienen activas pero no se puede
extraer la fluoresceina de su interior con el protocolo utilizado. Esto posiblemente se
deba a que la pared celular de Scenedesmus quadricauda se ha modificado como
respuesta al estrés ejercido por el glifosato, impidiendo la extraccidn de la fluoresceina
para poder ser medida con el espectrofotémetro.

4.6. Influencia del aumento de la temperatura sobe la toxicidad del
herbicida glifosato

La temperatura es uno de los parametros que mas influye sobre los organismos. Los
cambios de temperatura pueden suponer grandes variaciones en los efectos que
ejerce un toxico sobre un organismo (Manciocco et al., 2014).
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Para comprobar el potencial efecto de la temperatura sobre la toxicidad ejercida por el
herbicida glifosato en cultivos de Scenedesmus quadricauda se llevaron a cabo cultivos
en las mismas condiciones ambientales de nutrientes y luz que los realizados
anteriormente pero a una temperatura superior, 22 + 1 °C.

Los resultados obtenidos mostraron tasas de crecimiento inferiores a las tasas de
crecimiento del apartado 4.2, con una temperatura de 18 + 1°C. Se observé que a esta
temperatura mas elevada, el glifosato resulto mas toxico especialmente a la mayor
concentraciéon ensayada (40 mg L™). Esto podria deberse a que las células de S.
quadricauda estdn sometidas a un mayor estrés al aumentar su temperatura en
presencia del glifosato.

Tabla 2. Tasas de crecimiento del cultivo control y de los cultivos con diferentes concentraciones de
glifosato (mg L) a las 24, 96 y 144 horas. Los valores representados se corresponden con la media de
tres réplicas de cada tratamiento t y la desviacion estandar.

Cultivo Tasa crecimiento (dia™)
24 horas 96 horas 144 horas
Control 0'73+013 0’71+ 006 044+ 0’15
10 064021 0'61+0,01 049 + 0’08
20 0’72 £ 0’05 0’62 + 0,09 0’52 +0'06
40 02+0'17 0’56 + 0,04 0’45 + 0’04

La EC50 (concentracion efectiva) para las células tratadas con glifosato a una
temperatura de 22 + 1 °C después de una exposicion de 96 horas es de 0’55 mg L™,
valor mas de 3 veces menor que la EC50 observada a 18 + 1°C (1’79 mg L™).

En un escenario de cambio global, un aumento de la temperatura implicaria que, las
células de S. quadricauda fuesen mas sensibles a los efectos toxicos del glifosato.

5. Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos, se puede concluir que las concentraciones de
glifosato ensayadas no inhiben significativamente el crecimiento de Scenedesmus
quadricauda pero si provoca alteraciones estructurales (forma y pared celular). El
contenido de clorofila a se vio reducido considerablemente en proporcién a la
cantidad de glifosato en el medio, mientras que el contenido en proteinas aumenté a
concentraciones intermedias (20 mg L) de glifosato en el medio, posiblemente debido
a un efecto de hormesis. El protocolo utilizado para la determinacién de la actividad
celular no fue adecuado ya que las células de S. quadricauda expuestas a glifosato
siguen activas aunque la medida de la actividad celular fuese nula; esta contradiccidn
podria explicarse por modificaciones en la pared de las células debidas al estrés
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producido por el glifosato y que impidieron la extraccidon de la fluoresceina para su
determinacién. Finalmente, ante un aumento de la temperatura las células de S.
quadricauda serdn mas sensibles al efecto toxico del glifosato.
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