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1. RESUMO

Os contaminantes emerxentes supofien un problema global polo seu incremento
nos ecosistemas e polo descofiecemento dos potenciais danos que poden
causar nos seus habitantes. Derivados da actividade humana, é especialmente
preocupante a stia acumulacién como compostos contaminantes nas masas de
auga. Entre eles, atépanse os antibidticos, que rexistran altas concentraciéns

nas augas residuais espafiolas. Concretamente, a azitromicina é o mais
abundante e o méis concentrado dos detectados.

Para estudar o potencial efecto toxico que produce este antibidtico, utilizaronse
como organismos modelo Chlorella vulgaris (microalga amplamente empregada
en estudos de ecotoxicidade) e protalos de Culcita macrocarpa, que ata este
traballo non foron usados en ensaios deste tipo. Ao estudo dos efectos
producidos sobre cada organismo cando se expofien por separado, simaselle a
interaccién dos dous organismos en co-cultivo, reflectindo asi as condicions de
vida en comunidade nos ecosistemas.

Ensaiaronse concentracions de 0 ug.mL?%, 0,5 pg.mL?e 1 ug.mL*de AZT para
0S seguintes parametros: taxas de crecemento e de fotosintese, peso seco e
hamido, e do contido celular en pigmentos. A fin do ensaio os resultados
mostraron unha clara inhibicion da fotosintese en ambos organismos. A
microalga ademais rexistra un forte aumento da biomasa seca, hamentres que
os protalos ven decrecido o peso humido. En co-cultivo, os parametros de
fotosintese e peso seco experimentan alteracibns moito mais acusadas que
cando se estudan nos organismos illados.

Palabras clave: azitromicina, Chlorella vulgaris, contaminantes emerxentes,
Culcita macrocarpa, toxicidade.

Resumen

Los contaminantes emergentes suponen un problema global por su incremento
en los ecosistemas y por el desconocimiento de los potenciales dafios que
pueden causar en sus habitantes. Derivados de la actividad humana, es
especialmente preocupante su acumulacion como compuestos contaminantes
en las masas de agua. Entre ellos, se encuentran los antibioticos, que registran
altas concentraciones en las aguas residuales espafiolas. Concretamente, la
azitromicina es el mas abundante y el mas concentrado de los detectados.

Para estudiar el potencial efecto toxico que produce este antibiotico, se utilizaron
como organismos modelo Chlorella vulgaris (microalga ampliamente empleada
en estudios de ecotoxicidad) y protalos de Culcita macrocarpa, que hasta este
trabajo no han sido usados en ensayos de este tipo. Al estudio de los efectos
producidos sobre cada organismo cuando se exponen por separado, se le suma
la interaccién de los dos organismos en co-cultivo, reflejando asi las condiciones
de vida en comunidad en los ecosistemas.
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Se ensayaron concentraciones de 0 ug. mL-1, 0,5 pg. mL-1y 1 ug. mL-1 de AZT
para los siguientes parametros: tasas de crecimiento y de fotosintesis, peso seco
y himedo, y del contenido celular en pigmentos. Al final del ensayo los resultados
mostraron una clara inhibicion de la fotosintesis en ambos organismos. La
microalga ademas registra un fuerte aumento de la biomasa seca, mientras que
los protalos ven disminuido el peso hiimedo. En con el-cultivo, los parametros de
fotosintesis y peso seco experimentan descensos mucho mas acusado que
cuando se estudian los organismos aislados.

Palabras clave: azitromicina, Chlorella vulgaris, contaminantes emergentes,
Culcita macrocarpa, toxicidad.

Abstract

Emerging pollutants are a global problem due to their increase in ecosystems
and the lack of knowledge of the potential damage they can cause to their
inhabitants. Derived from human activity, their accumulation as pollutants in
water bodies is of particular concern. Among them are antibiotics, which have
high concentrations in Spanish wastewater. Specifically, azithromycin is the most
abundant and the most concentrated of those detected.

To study the potential toxic effect produced by this antibiotic, Chlorella vulgaris
(microalgae widely used in ecotoxicity studies) and Culcita macrocarpa prothals,
which until this work had not been used in tests of this type. To the study of the
effects produced on each organism when exposed separately, we added the
interaction of the two organisms in co-culture, thus reflecting the conditions of
community life in the ecosystems.

Concentrations of 0 pug. mL-1, 0.5 ug. mL-1 and 1 ug. mL-1 of AZT were tested
for the following parameters: growth and photosynthesis rates, dry and wet
weight, and cell pigment content. At the end of the trial, the results showed a clear
inhibition of photosynthesis in both organisms. The microalgae also recorded a
strong increase in dry biomass, while the prothals saw a decrease in wet weight.
In co-culture, the parameters of photosynthesis and dry weight decrease much
more markedly than when the organisms are studied in isolation.

Keywords: azithromycin, Chlorella vulgaris, emerging pollutants, Culcita
macrocarpa, toxicity.
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2. INTRODUCION

O emprego a escala global de novos produtos de orixe antropoxénico esta
levando a slla acumulacion nos ecosistemas como compostos contaminantes,
con consecuencias na saude e na biodiversidade ainda non ben entendidas.
Neste contexto, enténdese como contaminante emerxente (CE) calquera
sustancia quimica sintética ou de orixe natural, ou calquera microorganismo que
non se regule de maneira habitual no medio e con efectos potencialmente
adversos sobre as especies (UNESCO, 2021). Na actualidade, estase a prestar
especial atencién & monitorizacion destas substancias cada vez mais frecuentes
no medio ambiente (Gonzalez-Gaya, 2021).

O efecto dos CE é especialmente preocupante no medio acuatico onde o
problema se detectou por primeira vez (Pham et al., 1997; Rosal et al., 2010;
Vogelsang et al., 2006). Estas substancias poden alterar o ciclo da auga, impacto
gue ademais tera un caracter global pola sUa alta capacidade de dispersion
(Godoy & Sanchez, 2020; Murray et al., 2010). Concretamente, en Europa
grandes masas de auga estan contaminadas con complexas mesturas de
contaminantes emerxentes derivados da actividade antropica, desde pesticidas
e biocidas, pasando por farmacos e produtos cosméticos (Tousova et al., 2017).

O aumento da poboacion e a sUa acumulacién nas grandes areas urbanas,
concentra a emerxencia dos contaminantes ao redor destas zonas. En estudos
na bacia do Rio Lambro (Italia), seleccionaronse mais de 80 CE e mediuse a sUa
concentracion, en rios e augas residuais tratadas e non tratadas, asi como augas
superficiais e subterraneas. Observouse que case todos os CE aparecian nas
augas sen tratar, e que as augas superficiais contaminadas contribuian de
maneira notable a contaminacion das subterrdneas (Castiglioni et al., 2018).
Noutro estudo, 125 substancias clasificadas como CE foron atopadas en augas
residuais da Unién Europea, das cales estimase que cando menos 15 pasaran
a ser parte dos CE das augas superficiais (Tousova et al., 2017) onde poden ter
consecuencias negativas (Koumaki et al., 2015). Estes CE son extremadamente
variados, abranguendo compostos tales como farmacos, compostos
perfluorados, hormonas, produtos de hixiene e coidado persoal, pesticidas e
outros produtos quimicos industriais (Matamoros et al., 2015; Ramos Alvarifio,
2009). Ademais, a miado non unicamente os produtos tal e como se emiten
representan un risco para os medios acuaticos; tamén os compostos derivados
da sua degradacion fisica ou biol6xica (Koumaki et al., 2015).

En concreto, os farmacos supofien unha adiciéon constante de CE aos medios
acuaticos, xa que o seu emprego na sanidade humana e animal non deixa de
medrar (Diaz-Cruz et al., 2003). De feito, a sGa entrada principal nas augas
prodicese a través dos residuos de orixe humano e animal nas augas residuais
(Celié etal., 2019; Kim et al., 2007; Roberts & Thomas, 2006) nas que se produce
unha mestura de metabolitos e sustancias practicamente inalteradas (Moro et
al., 2014).

Dentro da contaminacion emerxente producida por farmacos, a presenza dos
antibiéticos nas augas supdn un grave problema derivado da posibilidade de que
se desenvolvan cepas bacterianas resistentes (Diaz-Cruz et al., 2003). O CE
estudado neste traballo é a azitromicina (AZT), un dos antibiéticos mais
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detectados nas augas residuais en diversas zonas de Espafia. Por exemplo, en
estudos sobre as concentraciéns de antibidticos nas Estaciéns Depuradoras de
Augas Residuais (EDAR) viuse que de 17 augas analizadas s6 o AZT apareceu
no 100% das mostras sendo ademais o0 que rexistrou concentraciéns mais altas
(Martinez et al., 2020). O AZT pertence 6 grupo dos Macrélidos, e € empregado
no tratamento de diversas infecciéns respiratorias e enfermidades de transmision
sexual (Celi¢ et al., 2019).

A presenza destes contaminantes nos medio doceacuicolas xera ademais das
xa referidas resistencias, potenciais danos na flora, na fauna e nos
microorganismos que os habitan. Isto é debido a que poden afectar a organismos
non diana cuxas funciéns nos medios son moi relevantes (degradacién de
materia organica, fixacion de elementos e ciclos de nutrientes, etc.) (Naslund et
al., 2008; Vannini et al., 2011). Por outra banda, estes compostos a milido son
bioacumulativos, ascendendo 6 longo das cadeas troficas e concentrandose nos
niveis mais altos, alterandose finalmente o conxunto do ecosistema (Campanella
et al., 2001; Seoane et al., 2014).

Visto todo o anterior é preciso desenvolver bioensaios de toxicidade con
organismos representativos do medio, e asi poder estudar o efecto nocivo dos
compostos e establecer as concentraciéns umbral que producen dito efecto.

Na actualidade, as microalgas son 0s principais organismos empregados como
modelos nas analises de toxicidade ambiental, debido a sta gran sensibilidade
a un extenso grupo de sustancias (Fu et al., 2017; Ma et al., 2006) e a rapidez
de reaccion ante os cambios do medio no que habitan. Son ademais abondosas,
tanto en augas doces como salgadas (Ospina Alvrez, 2004). Algunhas das
especies mais empregadas seran Chlorella vulgaris Beijerinck e
Chlamydomonas reinhardtii P.A.Dang. As algas verdes (Div. Chlorophyta) son
claramente as mais empregadas nestes estudos pola sta abundancia nos
medios doceacuicolas e a facilidade de cultivo de moitos dos seus
representantes.

Se ben as especies bioindicadoras adoitan ser de facil cultivo e de ampla
distribuciéon (Gonzéalez Zuarth et al., 2014) é importante atopar novas especies
con capacidade indicadora en medios de alto valor ambiental. Os fieitos
verdadeiros (Tracheophyta, Euphyllophytina, Moniliformopses) poden ser bos
candidatos a explorar neste contexto. Os fieitos son seres duais, presentando
gametofitos talofiticos a milido de 6ptimo acuatico que son moi reactivos fronte
ao medio externo. Neles producese unha fecundaciébn o6gama (parcialmente
interna) mediada por gametos masculinos flaxelados (Diaz Gonzalez et al.,
2004).

Os fieitos representan o 2,8% das especies da flora galega. Porén, debido en
parte 6 seu ciclo diplobiéntico a moitos deles aparecen nas listaxes de especies
ameazadas e protexidas (Amigo, 2005). As principais ameazas s que se atopan
sometidos son a transformacién do seu habitat para cultivos agricolas e forestais,
a tala de bosques e a reducion do terreo dispofiible polo desenvolvemento
urbano (Brummitt et al., 2016). Non obstante, o posible efecto dos contaminantes
emerxentes na poboacions de gametofitos non é cofiecida. Culcita macrocarpa
C.Presl. (Culcitaceae) é un fieito ameazado (Quintanilla et al., 2007) de baixa
diversidade xenética e desenvolvemento lento (Martinez, 2021; Quintanilla et al.,
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2007). Os gametdfitos de C. macrocarpa desenvélvense canda pequenos regos
en fragas hiperhimidas, sendo polo tanto practicamente acuaticos e vense
potencialmente atinxidos polos CE das augas continentais (Kessler et al., 2018;
Moro et al., 2014).

Os organismos nos ecosistemas nunca viven illados entre si, sen6n que forman
comunidades e interactian entre eles. A andlise in vitro da reaccion de
organismos convivintes ante 0os contaminantes permitira apreciar esa interaccion
no que se refire 6s CE. Por elo, analizarase tamén a interacciéon de Chlorella
vulgaris Beijerinck xunto con protalos de Culcita macrocarpa C. Presl.

3. OBXECTIVOS

O obxectivo principal deste traballo é avaliar o efecto citotdxico do
antibiético azitromicina sobre a microalga Chlorella vulgaris e sobre os protalos
de Culcita macrocarpa. Porén, ademais de estudar o impacto sobre cada
especie, avaliarase tamén o potencial efecto da interaccion entre
os dous organismos no impacto do contaminante emerxente. A analise do efecto
antibiético sobre os organismos en co-cultivo permitira achegarse mais as
condiciéns normais nas que se desenvolven nos ecosistemas. Dito estudo da
citotoxicidade da azitromicina abordarase a través da andlise das taxas de
crecemento e de fotosintese, do peso seco e humido, e do contido celular en
pigmentos.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. DESCRICION DE CHLORELLA VULGARIS

A especie microalgal empregada no presente traballo, Chlorella vulgaris
Beijerinck (Chlorophyta, Chlorophyceae, Chlorellales; Leliaert et al., 2012),
obtivose da Coleccion de Cultivos de Algas e Protozoos (CCAP 211/11B; Culture
Collection of Algae and Protozoa) do Instituto de Ecoloxia de Auga Doce
(Cumbria, Reino Unido). A directiva europea 87/302/EEC recomenda o uso desta
cepa en ensaios de toxicidade de contaminantes.

Chilorella vulgaris (Fig.1) é un alga verde unicelular de auga doce, cuxas células
se presentan normalmente illadas, se ben eventualmente poden formar
agregados. Tefien forma cocoide, carecen de flaxelos e o seu tamafio oscila
entre os 3,75 e 6 um de didmetro (Bourrelly, 1990). As células de C.vulgaris
presentan unha parede celular celuldsica rixida, fina e lisa que se compon de
esporopolenina, politerpeno moi resistente 4 degradacion (Becker ,1994;Soeder
& Hewegald, 1998).

Cada célula posue un cloroplasto parietal Ganico en forma de copa, con abertura
irregular e cun pirenoide, que ocupa gran parte do volume celular (Sant’Anna,
1984). Os pigmentos presentes nas células de C.vulgaris son clorofila a e b, B-
carotenos e varias xantofilas. Como material de reserva almacenan amidon
asociado ao pirenoide interior do cloroplasto. Reprodldcense asexualmente
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mediante a formacion de autosporas que se liberan ao medio cando a parede da
célula nai rompe (Van de Hoek et al., 1995).

As especies do xénero Chlorella tefien marcadas diferenzas no seu
comportamento ante factores coma a salinidade, acidez e temperaturas, ainda
gue de forma xeral toleran amplos rangos de variaciébn neses parametros
(Kessler, 1986). A maioria das especies do xénero son doadamente cultivables,
polo que, frecuentemente son empregadas como modelo biol6xico en
investigacions fisioloxicas e bioquimicas (Van den Hoek et al., 1995).

Chlorella vulgaris medra rapidamente a temperaturas relativamente elevadas e
tolerando ata 37°C, en condicions de cultivo a ceo aberto. No medio natural
C.vulgaris ten unha distribuciéon cosmopolita e é frecuente en numerosos medios
doceacuicolas, incluindo medios extremos como as augas residuais, as lagoas
de oxidacion, o solo e a atmosfera. Alguns cocoides de auga doce do xénero
Chlorella poden aparecer como endosimbiontes en animais invertebrados (Van
den Hoek et al. 1995).

®
QO ;;s:a
L) i @
& g |—
e 50 pm

Figura 1. Imaxe ao microscopio de células de Chlorella vulgaris

https://eol.org/pages/47344656 (20/07/21)

4.2. DESCRICION DE CULCITA MACROCARPA

Culcita macrocarpa C Presl. (Polypodiopsida, Cyatheales, Dicksoniaceae) é un
fieito isospéreo con esporéfitos de gran tamarfio e de porte rastreiro-arborescente
(Fig.2). Presenta un rizoma bastante groso e cuberto de péaleas pluricelulares
filiformes do que saen frondes que poden chegar a medir ata 3 m de limbo escuro
e triangular. As frondes producen no inverno numerosas esporas recalcitrantes,
sensibles aos cambios na humidade do medio (Ballesteros et al.2012;
Castroviejo et al. 1986; Delgado & Plaza, 2006).

Como todos os fieitos moniliéfitos, C. macrocarpa presenta ciclos dixenéticos
diplobiontes nos que as esporas producen gametofitos taléfitos de vida libre que
seran os que expresen a sexualidade do ciclo. Os gametdfitos de C. macrocarpa
(protalos haploides; Fig. 4) son de crecemento lento e carecen de estruturas de
sostén ou de proteccién fronte a desecaciébn, o que limita moito o
desenvolvemento das poboacions da especie (Fernandez Martinez, 2020;
Quintanilla et al., 2000). Estas limitacions reflictense na distribuciéon da especie,
limitada a zonas hiperhimidas da Macaronesia e do N e W da Peninsula Ibérica
(Atlantico-Macaronésico); ( Kessler et al., 2018; Quintanilla et al., 2000).
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Durante o desenvolvemento do gametéfito aparecen primeiro os anteridios (que
son 0s gametanxios masculinos) e posteriormente 0s arquegonios
establecéndose un ciclo reprodutivo no que a autogamia se ve moi favorecida
existindo moi pouca variabilidade xenética nas poboacions (Quintanilla et al.,
2005; Verma, 2001).

A nivel nacional, C.macrocarpa aparece incluida na Lista Roja de la Flora
Vascular Espafiola (Bafiares et al., 2010) como en perigo, asi como no Catalogo
Galego de Especies Ameazadas con idéntica categoria (Decreto 88/2007 do
Goberno de Galicia). Ademais, a UICN (International Union for Conservation of
Nature) considéraa como especie case ameazada (nearthreatened), escasa en
toda a sua area de distribucion agéas nas lllas Azores (Bafiares et al., 2004).

Figura 2. Fronde de C.macrocarpa Figura 3. Soros de C.macrocarpa protexidos
polo indusio

https://biodiversidade.eu/especie/culcita-macrocarpa-c-presl/?lang=es (22/07/21)

4.3. DESCRICION DO CONTAMINANTE ENSAIADO

A capacidade antibidtica da azitromicina (AZT) foi descuberta a finais da década
dos setenta do século XX en Zagreb por unha empresa farmacéutica croata,
Pliva. No 1981, este composto foi patentado mundialmente (Bani¢ TomiSi¢,
2021). Este antibittico pertence, xunto & claritromicina e eritromicina 0 grupo
dos macrolidos, compostos bacteriostaticos que s6 a concentracions elevadas
presentan actividade bactericida.

A AZT (Fig. 4) é un derivado da eritromicina (Fig. 4), da que difire pola insercién
dun atomo de nitréxeno asociado a un grupo metil na posicion 9 do anel
lacténico. Ten unha baixa solubilidade en auga e a sta férmula molecular é:
C38H72N2012 (peso molecular: 749,00 g molt). O seu mecanismo de accién
baséase na unién de maneira reversible a subunidade ribosémica 50S dos
procariotas, bloqueando a translocacién de aminoacidos (Turic, 2010).
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Figura 4. Estrutura quimica da azitromicina (esquerda) e eritromicina (dereita).

http://sedici.unlp.edu.ar/bitstream/handle/10915/61118/Documento_completo.pdf-
PDFA1b.pdf?sequence=1&isAllowed=y (21/07/21)

Malia ser un macrolido (pouca actividade ante as bacterias Gram negativas), a
presenza do grupo metilo na posicion 9 do anel confirelle unha maior carga
positiva que amplia o espectro antibacteriano con respecto a eritromicina (Turic,
2010). Porén, segue a ser inactiva con algunhas especies coma E.coli e outras
dentro dos xéneros Salmonella, Shigella e Pseudomonas (Zuckerman, 2000).

Malia a sua eficacia bactericida parcial, o uso da AZT en medicina esta
xustificado pola potencialidade de acadar os tecidos con moita mais rapidez ca
outros antibidticos, e polo tanto por unha posible reducion da dose a administrar
(Zuckerman, 2000). E precisamente pola sua eficiencia polo que esta
aumentando o seu consumo e polo que aparece como CE nas augas (Pefa-
Guzméan et al.,, 2019). Concretamente en estudos nas EDAR de Espafa
apareceu nunha concentracion de ata 1,11 pg.L* en efluentes (Martinez et al.,
2020). Esta alta frecuencia é a razén pola que se escolle para este traballo.

4.4. CULTIVO MICROALGAL

Os cultivos de Chlorella vulgaris realizanse no medio GOLDMEDIUM-FWS
(fresh water species) comercial (Aqualgae, Santiago de Compostela). O cultivo
de mantemento faise en botellas Pyrex de 0,5 L, que logo se trasladara
convenientemente diluido a tubos Afora (60 mL), os cales se mantefien nunha
camara durante todo o experimento con aireacion mediante a insuflacién de aire
atmosférico a 10 L.mint cun turbosoplador. O aire entrante filtrouse previamente
a través dun filtro de 0,22 um de diametro de poro. No que se refire & intensidade
de luz, os cultivos irrddianse a 100 pmol fotén m2 s nun ciclo de 12h de luz e
12h de escuridade. A temperatura mantense constante a 18°C. Todos os medios
e materiais que se empregan para o cultivo das microalgas esterilizanse en
autoclave (RAYPA) a 120°C durante 20 minutos.

4.5. CULTIVO DE PROTALOS

As esporas empregadas cultivaronse en placas de Petri embebidas co medio
mineral de Dyer (1983) 6 1% de agar suplementado co antifinxico nistatina (10
U/mL) disolto en dimetilsulfoxido (Dyer, 1983; Quintanilla et al., 2002). Antes da
sembra, as esporas engadeselles nun tubo eppendorf deterxente PVP
(polivinilpirrolidona), evitando asi a sua hidrofobia. O contido dos tubos
trasladase por envorcado as placas Petri axudando & sua distribuciéon con
esferas de vidro estériles. A continuacion, seguironse as mesmas condicions de
cultivo que a microalga, excepto a aireacién. Cando se obtefien os protalos dun
tamafio aceptable, pasanse a tubos Afora con medio GOLDMEDIUM-FWS agora

Xa con aireacion, que volven seguir as mesmas condicions cas microalgas.
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4.6. CO-CULTIVO

A co-cultivo das microalgas Chlorella vulgaris con protalos de Culcita
macrocarpa, realizouse tamén no GOLDMEDIUM-FWS seguindo as mesmas
condiciéns de cultivo descritas nos apartados previos.

4.7. PREPARACION DE SOLUCION STOCK DE AZITROMICINA

Partimos dunha concentracion de 1 mg.L* de AZT nunha solucién stock de 200
UL de metanol. O emprego do AZT debe asociarse cun solvente (o metanol neste
estudo) xa que o AZT presenta baixa solubilidade na auga. As cantidades de
AZT foron calculadas para as concentracions de cada réplica, referenciadas aos
resultados dos estudos sobre augas tratadas e non tratadas de Espafia (Celi¢ et
al., 2019; Martinez et al., 2020), e son as seguintes; un control con 0 pg.mL™,
0,5 ug.mLte 1 pgL.mL2.

4.8. DESENO EXPERIMENTAL

Co obxectivo de avaliar a citotoxicidade do antibiético azitromicina sobre os
cultivo de microalgas e os protalos, individualmente e en co-cultivo realizouse un
bioensaio a 5 e 10 dias vista.

Primeiro de todo comentar que as condicions de todos os ensaios son as
mesmas en canto a condiciéns de aireacion, temperatura e fotoperiodo que son
0s descritos previamente; tanto para o0s experimentos previos de
estandarizacién, como para o cultivo das esporas, asi como dos stocks e das
réplicas do experimento definitivo.

Para optimizar os cultivos desta experiencia definitiva, fixéronse tres previas:

1. Cultivo de esporas: probouse a cultivar protalos e algas en medio Dyer (1983)
pero que deu peores resultados c6 medio Gold. O cultivo das esporas fixose
partindo de tubos de esporas de Culcita macrocarpa (recollidas 01/2021,
poboacion Fragas do Eume; recolectadas con permiso da Xunta de Galicia).
Porén, malia levarse a cabo o proceso de sementado decidiuse empregar
protalos mdis vellos xa desenvolvidos, ainda que estériles, (sementados o
25/09/2020) pola lentitude observada no desenvolvemento.

2. Comprobacion do crecemento dun cultivo stock de microalga, para
estandarizar a densidade celular aproximada inicial de Chlorella vulgaris cos
mesmos intervalos de tempo que na experiencia definitiva.

3. Cultivo de microalgas, protalos e co-cultivo para observar a viabilidade dos
organismos no medio seleccionado, asi como destacar unha potencial
estimulacion ou inhibicién do crecemento entre ambolos dous.

Logo destas experiencias previas e con todo estandarizado procedeuse a
realizacion da experiencia definitiva.
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4.9. EXPERIENCIA FINAL

En primeiro lugar, estrutldranse tres tipos de cultivo: un con células de C. vulgaris,
outro con cultivo de protalos de C. macrocarpa e outro que mestura protalos de
Culcita con células de Chlorella.

En primeiro lugar, preparanse cultivos tanto de C. vulgaris, a unha densidade
celular inicial de 100.000 células/mL, como de C. macrocarpa, cun total de 20
unidades de protalos por réplica. Do mesmo modo, preparanse 0s co-cultivos
con ambas especies. As réplicas dispofiense en tubos Afora, cun volume total
de 60 mL de cultivo en medio GOLDMEDIUM-FWS por réplica, aos que se lles
engade a cantidade de AZT e metanol correspondente (Fig. 5)

En tanto s concentraciéns ensaiadas de AZT, estas foron 0,5 pg.ml?, 1 ug.mi?t
empregandose sempre un control se mesma cantidade de metanol que os
cultivos con AZT, de cada tipo de cultivo e con duas réplicas por concentracion.

A analise dos parametros estudados: (taxas de crecemento e de fotosintese, do
peso seco e humido, e do contido celular en pigmentos) levarase como esta
indicado con anterioridade tras 5 dias e 10 dias de exposicion ao antibiotico.

Figura 5. cultivos empregados nos ensaios de toxicidade fronte ao AZT.

4.10. DETERMINACION DA TAXA DE CRECEMENTO DOS CULTIVOS
DE C. VULGARIS

A taxa de crecemento estudouse para os cultivos microalgais. A densidade
celular dos cultivos de Chlorella e co-cultivo estimase mediante o reconto en
camara de Neubauer do nimero de células microalgais. Realizase a toma de
alicuotas de cada cultivo o dia 5 e o dia 10, e o reconto faise coa axuda dun
microscopio optico de fases Nikon Eclipse E400.

No caso de obter densidades celulares que superasen as 200 células por
cuadrante, realizaronse as consecuentes diluciéons. Tras o reconto, o célculo das
taxas de crecemento para cada tempo e concentracion de azitromicina ensaiada,
expresada en dia! faise mediante a seguinte formula:

T.C.= [log(Ny- log (No)]/log2 (t-to)
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En dita formula (to) e (t) son o tempo inicial e final do periodo estudado ambos
expresados en dias, e (Nt) e (No) 0 nimero de células.ml* neses tempos.

4.11. DETERMINACION DO PESO SECO DE C. VULGARIS

Tras determinar a densidade celular de cada cultivo de Chlorella e co-cultivo,
filtranse volumes cofecidos de cultivo en filtros de microfibra de vidro,
previamente tarados e secados en estufa a 55°C. Os filtros col6canse nun
sistema de filtrado Multifilter, e unha vez acabado o filtrado retiranse
coidadosamente con pinzas, e lévanse en placas de Petri & mesma estufa, onde
estaran polo menos 48h ata o seu peso constante (que se calcula pola diferenza
da tara do primeiro dia).

4.12. DETERMINACION DO PESO HUMIDO DE C. MACROCARPA

No caso dos cultivos con protalos, estes foron recollidos e pesados ao principio
e ao final da experiencia, sen empregar métodos de secado adicionais, polo tanto
obtivemos o peso humido dos mesmos.

4.13. DETERMINACION DO CONTIDO EN PIGMENTOS NAS CELULAS
DE C. VULGARIS E NOS PROTALOS DE C. MACROCARPA

Para a andlise espectrofotométrica dos pigmentos de C. vulgaris, recollese un
numero cofiecido de células por centrifugacién dun volume determinado de
cultivo nunha centrifuga con refrixeracion (5°C) durante 10 minutos. Ao rematar
este ciclo de centrifugado, descartase o sobrenadante mediante aspiracion con
pipeta Pasteur, e o precipitado resuspéndese en metanol 100%.

Para favorecer a extraccion dos pigmentos que guedan no pellet, as mostras
lévanse & neveira en escuridade durante 48h tras un ciclo de ultrasons de 20s
en auga xeada. Logo levarase outra vez a centrifuga (mesmas condicions de
centrifugado) para proceder & analise. Recéllese o sobrenadante que contén os
pigmentos extraidos das células e realizanse as lecturas das absorbancias, as
lonxitudes de onda de :665,2, 652,5 e 470 nm. O aparello empregado para as
lecturas € o espectrofotémetro UV-PharmaSpec 1700 Shimaduzu.

No caso dos cultivos de protalos, extraese un de cada réplica, sécase cun papel
de filtro, e unha vez pesado, introddcese nun tubo eppendorf cun volume
cofiecido de metanol 100%. A continuacion, o protalo homoxenizase no propio
tubo coa axuda dun émbolo. Posteriormente Iévase a cabo a incubacion en
neveira e a centrifugacion. Finalmente realizase a medida no espectofotdmetro
anteriormente citado coas mesmas lonxitudes de onda.

As lonxitudes de onda e os coeficientes aos cales se produce a maxima
absorciéon varian dependendo do solvente, polo que empregamos metanol e
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seguimos os recollidos por Litchtenthaler (1987). Partindo disto, as ecuacions
para o céalculo dos pigmentos son:

- Clorofilaa = 16,72 Aess,2— 9,16 Ass2,4
- Clorofila b = 34,09 Aes2,4— 15,28 Aess,2
- Carotenoides = (1000 A470— 1,63 cl a — 104,96 cl b) / 221

onde as clorofilas a, b, e carotenoides representan concentraciéns en pg.mi?de
extracto e as Asss,2, Ass2,4 € Aa70 SON absorbancias (DO= log lo/l) as lonxitudes de
onde 665,2, 652,4 e 470 nandmetros, respectivamente.

4.14. DETERMINACION DA ACTIVIDADE FOTOSINTETICA

Neste caso, a andlise realizase maneira diferente para os protalos e a Chlorella.

Para os cultivos de microalga, o rendemento fotosintético analizouse por
fluorimetria mediante modulacion de amplitude de pulso (PAM, Pulse Amplitude
Modulation) empregando o fluorimetro AquaPen-C-AP-C100 (Photon Systems
Instruments, Drasov, RepuUblica Checa), que refire medidas de eficiencia do
fotosistemas Il (PSII).

Este dispositivo estd preparado para medir a fluorescencia dos pigmentos de
microalgas e cianobacterias, conta cun lector de cubetas, unha fonte de emision
de luz LED azul (455 nm) para a excitacion da clorofila da microalga e unha
fonte de emision de luz vermella (620 nm).

Para o procedemento, en primeiro lugar tomanse alicuotas dos cultivos, que se
deixan en escuridade durante 30 minutos. As alicuotas introdicense nas cubetas
e son iluminadas, polo que os fotosistemas captan a luz mediante os complexos
antena. Ao funcionaren a maxima capacidade, a luz que non son capaces de
empregar pero si absorber, reflictena e é medida polo dispositivo. Esa
fluorescencia non empregada denominase Quantum Yield (QY). A maiores
valores de QY, menores fluorescencias emitidas en condicidéns de saturacion de
luz, e polo tanto en mellor estado se atopara o fotosistema. As células que se
atopen en condiciéns 6ptimas referenciaran valores de QY elevados.

Para os protalos empregamos outro método e outro aparello, se ben a base da
metodoloxia empregada é a mesma. Utilizouse un fluorimetro JUNIOR-PAM
(Walz, Effeltrich, Alemafia). Para elo, mantéfiense os protalos en escuridade 6
longo de 30 minutos. A continuacion aplicaselles unha luz de fondo cun pico de
emision de 650 nm, obtendo nese momento o valor de Fo (nivel de fluorescencia
minimo en organismos adaptados & escuridade). Posteriormente, aplicase un
pulso de saturacion de 665 nm (luz actinica) co que se obtén o valor de Fm (nivel
de fluorescencia maximo en organismos adaptados & escuridade). A
continuacion, aplicase un novo pulso de saturacién co que se obtén o valor de
F'mou nivel de fluorescencia maximo en organismos preiluminados. Por ultimo,
a aplicacion dunha luz vermello-afastado (730 nm) conxuntamente coa
eliminacibn da luz actinica proporcibnanos o valor de F'o ou nivel de
fluorescencia minimo en organismos preiluminados. Todos estes valores,
permiten calcular parametros como o rendemento cuantico (QY), a taxa de
transferencia de electréns, etc.
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4.15. ANALISE DE DATOS

Realizanse andlise estatisticos exploratorios para os resultados obtidos de taxa
de crecemento, peso seco, peso humido, contido en pigmentos e fotosintese,
calculando medias e desviaciéns estandar das réplicas do tratamento con AZT
asi como dos controis, co programa MS- Excel 2016.

Asemade, os datos obtidos analizanse estatisticamente mediante o estudo da
varianza (ANOVA) dun so6 factor (cun nivel de confianza do 95%, significacion de
a de 0,05) co software IBM SPSS Stadistics (versién 28.0.0.0). Valéranse duas
hip6teses: a primeira que a exposicion dos cultivos ante os AZT non afecta aos
parametros estudados; e a segunda se a interaccion entre a microalga e os
protalos non afecta aos mesmos parametros.

Se o contraste ANOVA resulta significativo, aplicaremos unha proba Post-hoc do
Test de Tukey, que compara por parellas as variables seleccionadas. As gréficas
realizdronse co MS-Excel 2016.

5. RESULTADOS E DISCUSION

5.1. ESTUDO DO EFECTO CITOTOXICO SOBRE A TAXA DE
CRECEMENTO DE CHLORELLA VULGARIS

Os resultados obtidos no presente traballo respecto as taxas de crecemento
indican claramente que a exposicion 6 antibidtico afecta significativamente
inhibindo o desenvolvemento da microalga (Taboa 1). No cultivo puro de
Chlorella, a diminucién tras dez dias de ensaio é do 3,8% sobre a mostra control.
No caso do co-cultivo o descenso é moito méis acusado, alcanzando o 35%.

Porén, non existen diferenzas significativas ata o dia dez no efecto da
azitromicina sobre a taxa de crecemento de Chlorella cando esta se cultiva sola
fronte aos danos que se producen cando esta se cultiva en conxunto cos
protalos.

Taboa 1. Resultados en dial das taxas de crecemento de Chlorella vulgaris (sola e en co-
cultivo cos protalos) respecto s concentracions ensaiadas de azitromicina. Cv_ fai referencia
aos cultivos puros de Chlorella e CvCm_ aos co-cultivos cos protalos.

Cv_0 0,85+0,032 0,78 +£0,01?
Cv_0,5 0,85+0,022 0,78 + 0,012
Cv_1 0,81 +0,00° 0,75+ 0,01°
CvCm_0 0,74 +£0,032 0,80+ 0,012
CvCm_0,5 0,74 £ 0,012 0,68 +0,03°
CvCm_1 0,66 £ 0,02 0,52 +0,03°

Numerosos estudos sinalan a azitromicina e outros macrélidos como uns dos
farmacos mais toxicos para o0 crecemento microalgal. Algins como a
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claritromicina presentan danos moi significativos mesmo con concentracions
menores de 1 mg.L! (Aubakirova, 2017). No que se refire & azitromicina, os
nosos resultados son coherentes co observados en estudos previos (Aubakirova,
2017). Outros artigos sinalan que a toxicidade dos macrolidos en Chlorella
vulgaris vai en progresivo ascenso a medida que aumentan os dias de
exposicion (Aderemi et al., 2021).

A cofilecemento dos autores, non se ten probado o efecto do antibiético en C.
vulgaris en co-cultivo con outros organismos. Os resultados obtidos resultan
chamativos porque apuntan a unha interaccion negativa entre as duas especies
gue afecta en gran medida 6 crecemento da alga.

5.2. ESTUDO DO EFECTO CITOTOXICO SOBRE O PESO SECO
CELULAR EN CHLORELLA VULGARIS

Ao igual que a taxa de crecemento celular, o calculo do peso seco é un parametro
basico en ensaios de toxicidade (Van Wezel & Van Vlaardingen, 2004). O seu
analise conxunto amosa resultados dispares pero coherentes coa afectacion
polo antibiotico. Mais concretamente, os efectos da azitromicina son altamente
notables en tanto & medicion do peso seco tras dez dias (Taboa 2).

No cultivo puro de C.vulgaris apréciase un forte aumento do peso seco de case
0 24% no dia 5, chegando a ser do 52,46% no dia 10.

No caso do co-cultivo, o aumento da biomasa seca é moito maior en ambos os
dous dias, cun incremento de case o0 515% no décimo dia. Porén estes datos
contan con desviacions moi altas o que pode interferir na fiabilidade dos datos.

Aqui tamén existen diferenzas significativas (p<0,05) respecto & toxicidade da
azitromicina sobre a microalga, respecto a cando se atopa en co-cultivo, é dicir
de novo vélvelle afectar negativamente a interaccién cos protalos.

Taboa 2. Resultados en pg.cél' dos pesos de Chlorella vulgaris (sola e en co-cultivo cos
protalos) respecto as concentracions ensaiadas de azitromicina. Cv_ fai referencia aos cultivos
puros de Chlorella e CvCm_ aos co-cultivos cos protalos.

dia 5 dia 10

Cv_0 64,61 +3,478 11,19 £ 0,402
Cv_0,5 58,39 + 3,428 7,47 + 03,612
Cv_1 80,06 + 6,08° 17,06 + 03,29°
CvCm_0O 50,72 + 46,122 9,05 + 0,532
CvCm_0,5 33,42 +£7,982 11,43 +01,852
CvCm_1 108,92 + 20,98 55,58 + 22,62

A maioria dos estudos concliuen que ante a exposicion a concentracions
crecentes de antibidticos sobre algas adoitan producirse descensos na biomasa
seca a medida que aumentan as concentraciéns de contaminante (Seoane et al.,
2014). Porén, o descenso na taxa de crecemento unida 6 aumento do peso seco
tras a exposicion pode deberse a que primeiro induza un aumento no tamafio
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das células con respecto as do control, ainda que logo a presenza do antibiético
provoque un bloqueo na division celular. Desta maneira as células de Chlorella
experimentan ao principio un incremento, pero a medida que se alonga a
exposicién é macrdlido as células non chegan a completar a division celular.

5.3. ESTUDO DO EFECTO CITOTOXICO SOBRE O PESO HUMIDO DE
CULCITA MACROCARPA

O parametro de peso humido en caso dos protalos de C. macrocarpa, reflicte a
situacion contraria que en Chlorella; agui o descenso do tamafio observado non
€ significativo (p>0,05), e non se pode atribuir un descenso medio do case 8% a
exposicién ao antibidtico (Taboa 3). Este descenso xeral poderia producirse
polas condiciéns xerais do cultivo, en tanto as necesidades luminicas de algas e
protalos non parecen ser as mesmas, xa que 0s protalos acadan Optimos
desenvolvementos a baixas luminosidades (Quintanilla et al., 2000).

Pero este descenso xeral non é coherente co observado noutros apartados, o
gue suxire problemas nas medidas probablemente derivados do secado das
mostras, xa que este non se fixo de maneira completa tratando asi de non danar
os protalos; aplicouse logo un secado mais exhaustivo na segunda medicion do
dia 10.

No caso do co-cultivo ven incrementados 0 seu peso en mais dun 25% aos dez
dias, ainda que este dato non ofrece significacion, tampouco a ofrece a
interaccibn coa microalga en co-cultivo onde non existen diferencias
significativas entre a afectacion co cultivo puro e do co-cultivo nin no dia 5 nin no
dia 10.

Taboa 3. Resultados en mg.protalo* do peso himido dos protalos de C. macrocarpa (sos e en
co-cultivo coa microalga) respecto as concentracions ensaiadas de azitromicina. Cm_ fai
referencia aos cultivos puros de Culcita macrocarpa e CmCv_ aos co-cultivos coa microalga.

Cm_O 122,10+3,39% 80,15+39,102
Cm_0,5 109,05+12,522 | 73,95+23,122
Cm_1 111,20+2,552 75,05+15,342
CvCm_0O 103,20+3,96% | 77,65+10,252
CvCm_0,5 128,80+0,282 97,35+5,592
CvCm_1 115,10+8,632 @ 97,10+2,402

5.4. EFECTO CITOTOXICO SOBRE OS PIGMENTOS NAS CELULAS DE
C. VULGARIS E NOS PROTALOS DE C. MACROCARPA

O contido celular en pigmentos é usado como biomarcador en ensaios de
toxicidade con microalgas (Couderchet & Vernet, 2003), sendo o mais
empregado a clorofila a. No presente traballo analizaronse ademais a clorofila b
e 0s carotenoides.
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Nos ensaios con Chlorella, hai diferenzas importantes entre os dias cinco e dez
de cultivo. Como se amosa na Figura 6, s6 a clorofila a rexistra diferenzas
significativas ante a exposicion & azitromicina (cun descenso do 12%) no quinto
dia de cultivo. Porén ningunha das outras condicions de cultivo reflicte cambios
no seu contido de pigmentos tras este tempo para ningdn dos pigmentos
analizados.
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Figura 6. Resultados en pg.cél* dos pigmentos de Chlorella vulgaris (sola e en co-cultivo cos
protalos) respecto as concentracions ensaiadas de azitromicina do dia 5 de experimento. Cv_
fai referencia aos cultivos puros de Chlorella e CvCm_ aos co-cultivos cos protalos.

No dia dez de ensaio coa microalga, os resultados (Figura 7) son moi distintos
aos anteriores. Ambos 0s tres pigmentos amosan diferenzas significativas ante
a exposicion ao antibiético (un descenso do 19, 9,7 e 5,77% respectivamente).
Tamén os tres reflicten diferenzas significativas ante a combinaciéon do
antibiético e o protalo; onde a clorofila a e os carotenoides sofren un aumento
moito mais acusado.
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Figura 7. Resultados en pg.cél* dos pigmentos de Chlorella vulgaris (sola e en co-cultivo cos
protalos) respecto as concentracions ensaiadas de azitromicina do dia 10 de experimento. Cv_
fai referencia aos cultivos puros de Chlorella e CvCm_ aos co-cultivos cos protalos.
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No canto dos protalos (Figura 8), no ensaio a cinco dias a casuistica é totalmente
diferente & de Chlorella, s6 a clorofila a ve a sua producion estimulada
significativamente respecto 6 control en case un 78% pola azitromicina e ningin
dos tres pigmentos se ve afectado na interaccion alga-antibiético, este aumento
porcentual € moi amplo e pode deberse &s desviacions estandar elevadas que
posuen estas medidas. Porén os carotenoides si reflicten afectacion ao atoparse
en co-cultivo con Chlorella.

250
b
a
200
b
150 a
a b b
100 2 s
a a
b
5 a b a a
Ia s 1 I
Al HEm EER EEA

Cm_0 Ctm_0,5 cm_1 CmCv.0  CmCv.05  CmCv_1

o

B MediaCla ®MediaClb ® Mediacarotenoides

Figura 8. Resultados en pg.g de protalo* dos pigmentos de Culcita macrocarpa (sos e en co-
cultivo coa microalga) respecto as concentracions ensaiadas de azitromicina do dia 5 de
experimento. Cm__fai referencia aos cultivos puros de Culcita macrocarpa e CmCv_ aos co-
cultivos coa microalga.

No dia dez de ensaio, os resultados (Figura 9) son completamente distintos,
ningun deles amosa cambios na afectacion coas concentracions crecentes de
azitromicina e tampouco ningln reacciona ante a interaccion da microalga co
antibiotico.
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Figura 9. Resultados en pg.g de protalot dos pigmentos de Culcita macrocarpa (sos e en co-
cultivo coa microalga) respecto as concentracions ensaiadas de azitromicina do dia 10 de
experimento. Cm__ fai referencia aos cultivos puros de Culcita macrocarpa e CmCv_ aos co-
cultivos coa microalga.

Os efectos téxicos dos farmacos e outras sustancias sobre as microalgas estan
amplamente testados. En especies como Stephanodiscus hantzschii Grunow
(unha diatomea), o contido celular de clorofila a decrecia na exposicion a
concentraciéns maiores que 1mg.L' de BPA (bisfenol A) , mentres que a
concentracions inferiores o efecto non era significativo (Li et al., 2009). Noutra
como Scenedesmus rubescens P.J.L.Dangeard, tras tratamentos dunha semana
con ibuprofeno tamén se rexistrou un descenso na producién de clorofilas, neste
caso da a e da b (Moro et al., 2014).

En Scenedesmus obliquus Turpin, avaliouse os efectos negativos na alga no
tratamento cun herbicida, o flazasulfuron; e viuse que o marcador mais sensible
ao contaminante era a clorofila a, que rexistrou unha inhibicién da sta producion
(Couderchet & Vernet, 2003).

A reaccién dos protalos € bastante complexa e os distintos pigmentos reaccionan
de maneira moi dispar, a reducién da producion dos mesmos cando se atopa en
co-cultivo, poderia ser causa do aumento desmedido de Chlorella; o crecemento
da microalga reduce a cantidade de luz que chega aos protalos, coa conseguinte
caida na producion dos pigmentos. Polo tanto, poderiase estar a falar dun erro
no desefio do experimento onde é dificultoso diferenciar se as variacions dos
parametros son froito do efecto do AZT ou da intensidade luminica que reciben.

5.4. EFECTO CITOTOXICO SOBREA ACTIVIDADE FOTOSINTETICA
NAS CELULAS DE C. VULGARIS E NOS PROTALOS DE C.
MACROCARPA

O rendemento fotosintético é un dos parametros mais afectados nas microalgas
en ensaios de ecotoxicidade (Ma et al., 2006). Por elo mediuse de que maneira
se via afectada a sUa eficiencia coa azitromicina.

Os resultados do dia cinco de ensaio con Chlorella reflicten que si se atopan
diferenzas significativas respecto ao descenso da actividade fotosintética
producida pola exposicion ao macrolido; asi como unha afectaciébn polas
condiciéns de co-cultivo con protalos. No dia dez estas diferenzas non fan mais
gue acentuarse, producindose unha importante inhibicion do rendemento
fotosintético a concentraciéons de 1 pug.mL* (do 38% nas microalgas en co-
cultivo) (Figura 10).
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Figura 10. Resultados da actividade fotosintética de Chlorella vulgaris (sola e en co-cultivo cos
protalos) respecto as concentracions ensaiadas de azitromicina do dia 5 de experimento. Cv_
fai referencia aos cultivos puros de Chlorella e CvCm_ aos co-cultivos cos protalos.

Porén, o rendemento do fotosistema no protalo non parece mostrar esas
diferenzas tan claras. No dia cinco ningun dos parametros amosa diferenzas
significativas con respecto ao control, nin lle afecta a exposicion a azitromicina
nin a presenza de Chlorella no cultivo con eles.

No dia dez do ensaio, o Unico que varia é que a contaminacién do antibiético si
gue chega a producir descensos significativos no rendemento dos protalos
(Figura 11) que chegan a ser do 20,10% en co-cultivo.

0,8
a

0,7 2 a a b

a a b
0,6 a 2 a b
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0
Cm_0 Cm_0,5 Cm_1 CmCv_0 CmCv_0,5 CmCv_1

M mediadia5 M mediadia 10

Figura 11. Resultados da actividade fotosintética dos protalos de Culcita macrocarpa (sos e en
co-cultivo coa microalga) respecto as concentracions ensaiadas de azitromicina do dia 5 de
experimento. Cm__fai referencia aos cultivos puros de Culcita macrocarpa e CmCv_ aos co-
cultivos coa microalga.

Nun estudo realizado con Microcystis flos-aquae Wittrock no que se testaba a
exposicion a eritromicina, os parametros de fluorescencia descendian
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significativamente ao aumentar o tempo de exposicidon e a concentracién da
eritromicina, indicando asi que a fotosintese se via inhibida (Wan et al., 2015).

Os antibidticos afectan a fotosintese impedindo a formacién dos cloroplastos, asi
como a biosintese proteica e tamén & producién de clorofilas; este descenso de
clorofilas debilita a capacidade do fotosistema e o metabolismo celular (Liu et al.,
2018). Porén no estudo realizado con Raphidocelis subcapitata Korshikov
expofiéndoa a concentraciéns de eritromicina e sulfametoxazol, demostrouse
gue pese a ter unha elevada toxicidade no rendemento fotosintético, os danos
eran moito mais acusados no crecemento (Aderemi et al., 2021)

5.5. ANALISE CONXUNTA

Os resultados obtidos neste traballo suxiren a necesidade dunha maior
cantidade de réplicas por medicion, que axudaria a discernir a casuistica das
medicions obtidas.

No caso do peso seco de Chlorella que experimenta en todo momento un
marcado ascenso, puidera deberse a metabolizacién do antibidtico por parte do
protalo que produciria residuos que afectaria & microalga. Asemade, estes datos
unidos ao decrecemento da taxa de crecemento de C.vulgaris refiren tameén a
posibilidade de que se trate por outra parte dunha estimulacién por parte do AZT
no aumento do tamafio das células con respecto as do control, ainda que logo a
presenza do antibiético provoque un bloqueo na division celular.

O peso humido de C. macrocarpa presenta resultados pouco coherentes, que
poden ser debidos, como se indicou anteriormente a un erro non secado das
mostras ou ben & problematica da reducion luminica derivada do sobre-
crecemento da microalga.

No canto dos pigmentos celulares, unha Unica conclusion é bastante complexa
Xa gue reaccionan de xeitos moi diferentes. No caso de Chlorella vulgaris so se
ve claro descenso na clorofila a, en cambio en Culcita macrocarpa € este mesmo
pigmento 0 que maior aumento rexistra, por outra banda a reducién dos
pigmentos en co-cultivo poderiase atribuir igualmente a competencia luminica
gue exerce a microalga. Polo tanto, requiria de maiores réplicas e redesefio para
poder discernir se se trata de interferencias co antibiético ou coa falta de luz.

Amplamente ligado a isto vai o rendemento fotosintético, que en todos os casos
presenta resultados coherentes co seu descenso, proporcional coas
concentracions crecentes de azitromicina. Reflictese por tanto, que Chlorella é
mais sensible a AZT que os protalos, causa que pode ser derivada do rapido
ciclo de vida, asi como da interaccion co protalo.

Este estudo serve tamén para pofier en relevancia a necesidade de usar como
modelos organismos ameazados como C. macrocarpa, aos que O0S
contaminantes emerxentes poden estar xa afectando. Neste caso concreto, é de
esperar que as poboaciéns naturais non estean ainda expostas a concentracions
como as testadas, que son superiores as que se poden atopar nas comunidades
naturais deste fieito que vive en bosques. Ainda que estes CE son ubicuos e
estan tamén nas augas superficiais, as concentraciéns detectadas ata o
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momento adoitan ser algo mais baixas que as ensaiadas. Por elo, seria
interesante a futuro realizar novos ensaios con concentracions inferiores e baixo
diferentes condiciéns de cultivo.

6. CONCLUSIONS

A exposicion de Chlorella vulgaris & azitromicina en diferentes concentracions
provoca alteracions significativas en todos os parametros agas na producion de
pigmentos. O rendemento fotosintético € o que maior inhibicién experimenta;
porén o peso seco celular rexistra un marcado incremento.

Nos protalos de Culcita macrocarpa o efecto das concentracions de azitromicina
no cultivo provoca a diminucién do rendemento fotosintético dos mesmos a altas
concentracions so a partires do décimo dia.

O tratamento con azitromicina dos dous organismos en co-cultivo afecta
significativamente aos parametros de fotosintese e peso seco celular, mostrando
un descenso moito mais acusado que nos cultivos illados de microalga e
protalos.

CONCLUSIONES

La exposicion de Chlorella vulgaris a la azitromicina en diferentes
concentraciones provoca alteraciones significativas en todos los parametros
excepto en la produccion de pigmentos. El rendimiento fotosintético es lo que
mayor inhibicion experimenta; sin embargo, el peso seco celular registra un
marcado incremento.

En los protalos de Culcita macrocarpa el efecto de las concentraciones de
azitromicina en el cultivo provoca la merma del rendimiento fotosintético de los
mismos a altas concentraciones soélo a partir del décimo dia.

El tratamiento con azitromicina de los dos organismos en con el-cultivo afecta
significativamente a los parametros de fotosintesis y peso seco celular,
mostrando un descenso mucho mas acusado que nos cultivos aislados de
microalga y protalos.

CONCLUSIONS

Exposure of Chlorella vulgaris to azithromycin at different concentrations causes
significant alterations in all parameters except pigment production.
Photosynthetic yield is most inhibited; however, cell dry weight shows a marked
increase.

In Culcita macrocarpa prothals, the effect of azithromycin concentrations in the
culture causes a decrease in photosynthetic yield at high concentrations only
from the tenth day onwards.
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Azithromycin treatment of the two organisms in co- culture significantly affects
photosynthetic parameters and cell dry weight, showing a much more
pronounced decrease than isolated cultures of microalgae and prothals.
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