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Resumen

Los herbicidas utilizados en las practicas agricolas constituyen un grupo de sustancias de especial
interés en la evaluacion de la fitotoxicidad de grupos de algas por la similitud de sus mecanismos
de accion en plantas superiores, que son los organismos blanco de estas sustancias quimicas, y son
componente fundamental en la evaluacion del riesgo ecoldgico. El objetivo de nuestro trabajo fue
evaluar los cambios en el crecimiento, la sensibilidad y la demografia de Scenedesmus quadricauda
luego de su exposicion cronica a concentraciones subletales del herbicida paraquat. Para ello se
incubaron poblaciones de algas en diferentes concentraciones subletales de paraquat durante cuatro
meses. Se encontraron cambios en la sensibilidad al herbicida, segtin lo demostré el aumento de los
indices de toxicidad en correspondencia con las concentraciones mas altas antes de la exposicion.
Los experimentos con varias poblaciones antes de pre exposicion y en ausencia del herbicida
permitieron observar modificaciones en los modelos de crecimiento logistico que apuntan al caracter
permanente de los cambios observados. Se discuten las implicaciones ambientales de este fenomeno
de adaptacion de las comunidades fitoplanctonicas de agua dulce en relacion con el impacto del uso
de herbicidas en las practicas agricolas.

Palabras clave: Paraquat; Algas; Subletal; Adaptacion; Tolerancia.

Abstract

Herbicides used in agricultural practices are a group of substances of particular interest in evaluating
phytotoxicity on algal groups due to the similarity of their action mechanisms on higher plants,
which are the target organisms of these chemical substances. They are also a fundamental component
in assessing ecological risk. In this study, we evaluated growth, sensitivity, and demographic changes
of Scenedesmus quadricauda after chronic exposure to sublethal concentrations of the herbicide
paraquat. To achieve this, algal populations were incubated at different sublethal concentrations of
paraquat for four months. Subsequently, toxicity tests were conducted with each of these populations,
revealing changes in sensitivity to the herbicide, as demonstrated by higher toxicity indices
corresponding to higher pre-exposure concentrations. Experiments performed with the various
pre-exposed populations in the absence of the herbicide allowed us to observe modifications in the
logistic growth models suggesting a permanent nature of the changes observed. The environmental
implications of this adaptation on freshwater phytoplankton communities are discussed in relation to
the impact of herbicide use in agricultural practices.

Keywords: Paraquat; Algae; Subletal; Adaptation; Tolerance.
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Introduccion

Los ecosistemas acudticos expresan la tension que se origina en los ecosistemas terrestres
de la cuenca que drenan, por lo que el estado de las aguas epicontinentales de una region
refleja también el de dichos ecosistemas terrestres. Todos los ecosistemas contaminados
y eutrofizados son ecosistemas forzados, que funcionan bajo tensiéon (Margalef, 1983).
Los efectos de esta tension pueden manifestarse en forma inmediata o presentarse con en
el tiempo y estan determinados por las propiedades de la sustancia, su modo de accion y
la capacidad de los organismos de metabolizarlo o biotransformarlo. Estos efectos pueden
ser reversibles o irreversibles segln el grado de dafio producido por el toxico. Cuando un
organismo se encuentra expuesto a bajas concentraciones de una sustancia toxica, puede
excretarlo, acumularlo o iniciar sus mecanismos de detoxificacion para asi continuar su
ciclo de vida. Las concentraciones elevadas de un tdxico o la exposicion prolongada a su
accion, causan eventualmente una ruptura de los procesos normales de homeostasis que
ocasiona dafos. Si la concentracion aumenta, tales dafios pueden ser irreversibles y llevar
a la muerte del organismo (Machado & Soares, 2021).

Los estudios de ecotoxicologia acuatica buscan conocer los efectos directos del toxico
en los organismos, lo que es de gran interés e importancia, ya que permite estimar los
efectos indirectos o interpretar situaciones especificas. Los efectos indirectos incluyen
la modificacion de la viabilidad de los organismos, lo que tiene implicaciones en las
relaciones troficas, al originar una nutricion disminuida, o alteraciones en la composicion
especifica de las comunidades (Polazzo et al., 2022).

La evaluacion de la fitotoxicidad, en especial la de los herbicidas utilizados en las
practicas agricolas, es un componente fundamental de la evaluacion del riesgo ecoldgico
(Polazzo et al., 2022). Los productores primarios constituyen un nivel tréfico esencial
de cualquier ecosistema, por cuanto proveen la energia basica para las redes alimentarias
acuaticas (Wetzel, 2001)). Incluso en los sistemas donde la entrada de energia aloctona
es considerable, la productividad de las algas autoctonas puede contribuir significativa-
mente al flujo de energia del sistema. Las algas tienen un importante papel en la incor-
poracion de nutrientes al ciclo energético del sistema y mantienen la calidad de las aguas
continentales (Reynolds, 2006). Debido a que los cuerpos de agua naturales son los
recipientes ultimos de la mayoria de las sustancias liberadas al ambiente por la actividad
industrial, agricola y doméstica, la evaluacion de los efectos toxicos en las algas es par-
ticularmente critica. El concepto de estrés o tension en el contexto de las microalgas, se
define como una disrupcion del estado de homeostasis debido a diferentes estresores que
incluyen sustancias como los herbicidas, y que conllevan cambios en el metabolismo
celular del organismo durante la aclimatacion y la recuperacion del estado de homeostasis.
Esa recuperacion puede incluir estados de alarma, regulacion, aclimatacion y adaptacion
(Borowitzka, 2018).

Ademas de su importancia ecologica, ciertos atributos de las algas las convierten en bue-
nas indicadoras de los cambios ambientales generados por los distintos toxicos que entran
a los sistemas. Entre los mas relevantes se pueden mencionar su representatividad, dada su
amplia distribucion geografica y su sensibilidad, en algunos casos, frente a una amplia gama
de toxicos a los cuales son mas sensibles que otros organismos acuaticos. Ademas, proveen
una informacion tinica con respecto a la condicion del sistema debido a sus cortos tiempos
de generacion y a sus rapidas respuestas ante cambios ambientales, lo que les confiere una
capacidad anticipatoria de los cambios adversos (Blaise & Ferard, 2005).

La evaluacion de los potenciales efectos toxicos de las sustancias puede hacerse a
través de exposiciones a corto plazo (exposiciones agudas) o a largo plazo (exposiciones
cronicas). En las evaluaciones a corto plazo, los organismos se exponen a los agentes toxicos
por algunas horas o dias, y a largo plazo, estos son expuestos a bajas concentraciones de las
sustancias quimicas por un largo periodo de tiempo (semanas, meses), dependiendo de su
ciclo de vida (Blaise & Ferard, 2005). Los herbicidas utilizados en las practicas agricolas
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son de especial interés en la evaluacion de la fitotoxicidad en grupos de algas dada su
similitud con los mecanismos de accién sobre plantas superiores, que son los organismos
blanco de estas sustancias quimicas.

Los herbicidas paraquat y diquat pertenecen al grupo de los bipiridilos y los dos se
utilizan en el control de malezas acuaticas (World Health Organization - WHO, 1984).
El mecanismo de accion del paraquat, especificamente, involucra las reacciones de la
fotosintesis, especialmente en los fotosistemas. La ferrodoxina, uno de los transportadores
de electrones del fotosistema I, puede reducirse y transferir electrones a distintas sustancias.
La reduccion de la nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato (NADP) es la reaccion
dependiente de la ferrodoxina mas importante. Cuando un dipiridilo esta presente, sustituye
a la ferrodoxina y acepta electrones del fotosistema I y, por consiguiente, se produce una
inhibicion en la formacion de NADPH,. Su rapida accion se explica porque el herbicida
seria reducido a radicales libres que, en un ambiente aerdbico, serian inmediatamente
oxidados por accidon del oxigeno molecular, generando radicales superdxidos. Asi, el
paraquat esta en condiciones de volver a aceptar otro electrén y, de esa manera, continuar
generando radicales superoxidos (WHO, 1984; Huang et al., 2019).

La generacion del anion superdxido lleva a las células al estrés oxidativo, produciendo
formas mads toxicas de oxigeno reducido como el peréxido de hidrégeno y los grupos
hidroxilos. Estos compuestos son responsables de la peroxidacion de los lipidos en
reacciones en cadena, de lo que lleva a la destrucciéon de las membranas celulares, la
inactivacion de proteinas y dafios en el ADN. Por otra parte, la interrupcion de la formacion
de NADPH, una de las mas importantes reacciones dependientes de ferrodoxina, inhibe
todos los procesos bioquimicos que requieren NADPH (Moreland, 1980; WHO, 1984).

En este estudio nos propusimos evaluar los cambios en el crecimiento, la sensibilidad
y la demografia de Scenedesmus quadricauda después de su exposicion cronica a
concentraciones subletales del herbicida paraquat. La hipétesis de trabajo supuso que la
exposicion cronica a concentraciones subletales de contaminantes produce cambios en las
respuestas observadas, la sensibilidad y la demografia de microalgas de agua dulce.

Materiales y métodos

Organismo utilizado

Se utilizo la cepa 276/21 de la especie Scenedesmus quadricauda (division Chlorophyta,
clase Chlorophyceae, orden Chlorococcales, familia Scenedesmaceae), proveniente de la
Coleccion de Cultivos de Algas y Protozoos del Institute of Freshwater Ecology (CCAP)
del Reino Unido. Esta cepa se mantiene en el cepario del Programa de Investigacion en
Ecotoxicologia de la Universidad Nacional de Lujan, Provincia de Buenos Aires, Argentina.

Sustancias utilizadas

Se utilizé una formulacion comercial con 27,6 % del principio activo del paraquat. Este
herbicida esta clasificado como de Clase II segun la categorizacion toxicologica de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos (SAGPyA N 350/1999) y de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las cuales lo definen como moderadamente
peligroso (banda amarilla en la etiqueta), o como uno que normalmente no presenta peligro
(banda verde en la etiqueta) (CASAFE, 2024). En el caso particular del paraquat, se indica
que es “ligeramente toxico para peces, moderadamente toxico para abejas y aves y por
ingestion toxico para mamiferos”. A pesar de tratarse de un herbicida, no se mencionan
riesgos ni toxicidad para organismos vegetales inferiores ni superiores. Las diferentes
concentraciones utilizadas en los experimentos se expresaron en miligramos de ingrediente
activo de paraquat por litro (mg Pq i.a/l).

Experimentos de exposicion cronica a concentraciones subletales

Para estudiar el efecto de la exposicion prolongada a concentraciones subletales del
paraquat en el crecimiento poblacional, se incubaron poblaciones de algas S. quadricauda
en medio nutritivo adicionado con concentraciones subletales del herbicida, determinadas
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a partir de estudios de toxicidad anteriores. Las concentraciones utilizadas fueron 0,05,
0,1, 0,2 y 0,8 mg Pq i.a/l en cuatro poblaciones preexpuestas, etiquetadas como B, C,
D y E. La incubacion se hizo en medio de control exento de herbicida, serie a la que se
denomind A.

El medio nutritivo utilizado se prepar6 adicionando las soluciones de macronutrientes
y micronutrientes a agua Milli-Q®. La formulaciéon del medio nutritivo, asi como las
concentraciones finales de cada elemento, se presenta en la Tabla 1 (U.S. Environmental
Protection Agency - US EPA, 2002). El pH del medio se ajusté a 7,5 (1) utilizando
soluciones de 0,1 de N NaOH o HCI, como se describe en US EPA (2002), Saenz &
Di Marzio (2009) y Séenz et al. (2012). La dureza media del medio resultante fue de
200 mg/1 (as CaCO3) y la alcalinidad media de 50 mg/l (as CaCO3). El medio se filtro a
través de una membrana de 0,45 pm de poro y se esterilizod en autoclave a 120 °C por 15
minutos antes de emplearlo. El tiempo de incubacion o preadaptacion fue de cuatro meses,
en condiciones controladas de 24 °C + 1 °C y 86 + 8,6 nE/m?/s de iluminacion y recambio
mensual de las soluciones del herbicida y los controles (US EPA 2002).

Ensayos con las poblaciones preexpuestas a las concentraciones subletales

Al cabo de la preadaptacion, los cultivos pre-expuestos a las diferentes concentraciones
subletales del herbicida, asi como los controles (sin herbicida), se centrifugaron y se
utilizaron después en los ensayos, siguiendo las recomendaciones de US EPA (2002) y
los métodos descritos en Saenz y Di Marzio (2009) y Saenz et al. (2012). Los ensayos
consistieron en exponer una densidad inicial conocida de células de algas provenientes de
las poblaciones preexpuestas a un rango de concentraciones mas amplio, el cual incluy¢ las
mismas concentraciones subletales y otras superiores. Se utilizaron matraces Erlenmeyer
de 250 ml de capacidad que contenian 100 ml del medio nutritivo esterilizado ya descrito

Tabla 1. Concentraciones finales de macronutrientes y micronutrientes en el medio de cultivo (US
EPA 2002)

Macronutrientes Concentracion (mg/l) Elemento Concentracion (mg/l)
NaNO3 25,5 N 4,20
MgCL6H,0 12,2 Mg 2,90
CaCl,2H,0 4,41 Ca 1,20
MgSO, 7H,0 14,7 S 1,91
K ,HPO, 1,04 P 0,186
NaHCO, 15,0 Na 11,0
K 0,469
C 2,14
Micronutrientes
H,BO, 185,0 B 32,5
MnCl4H,0 416,0 Mn 115,0
ZnCl, 3,27 Zn 1,57
FeCl,6H,0 160,0 Fe 33,1
CoCL6H,0 1,43 Co 0,354
Na,MoO,2H,0 7,26 Mo 2,88
CuCl,2H,0 0,012 Cu 0,004
Na,EDTA2H,0 300 -- -
Na SeO, 2,39 Se 0,91
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suplementado con las distintas concentraciones del herbicida a las que se agregé el
volumen apropiado a partir de una solucion stock. El medio nutritivo sin herbicida se
consider6 como control. Los cultivos tratados y los controles se hicieron por triplicado.
La exposicion duro 11 dias bajo las mismas condiciones ya mencionadas: 24 °C + 1 °C
y 86 £ 8,6 uE/m*s de iluminacion continua, con una agitacion de 100 rotaciones por
minuto (rpm) en un agitador orbital (Forma®). Los matraces se ubicaron al azar en el
agitador diariamente. A intervalos regulares se estim6 la densidad celular mediante
recuento de células utilizando un microscopio Nikon®, modelo Eclipse 600. El conteo
celular se expres6 como numero de células/ml. A las 96 horas de exposicion se estimaron
las concentraciones inhibitorias (CI50) de cada poblacion preexpuesta y de los controles
mediante el método de interpolacion lineal para crecimiento de algas utilizando el software
ICPIN Version 2.0 (US EPA Duluth MN USA). Las comparaciones entre las CI,; a las 96
horas en las distintas poblaciones tratadas y los controles se hicieron mediante andlisis de
la varianza (Sprague, 1990).

Para analizar las diferencias observadas entre el crecimiento de las poblaciones
expuestas de forma cronica a las concentraciones subletales del herbicida y el de las
de control, mantenidas en las mismas condiciones de experimentacion, se recurrié a un
analisis de varianza (ANOVA) combinado con la prueba de Dunnett (a<0,05) de las pen-
dientes de las distintas curvas de crecimiento ajustadas al modelo exponencial (Sparks,
2000; Zar, 2010).

Experimentos con las poblaciones preexpuestas en ausencia de herbicida

Para determinar si las diferencias observadas en el crecimiento en los ensayos anteriores
eran transitorias o permanentes, se analizo el crecimiento de las poblaciones preexpuestas
a las concentraciones subletales en un medio nutritivo exento de paraquat por 21 dias.
Simultaneamente se estudid el crecimiento de poblaciones no preexpuestas, con el fin de
comparar los modelos de crecimiento de las poblaciones tratadas con los de las poblaciones
de control. Los resultados obtenidos se ajustaron al modelo logistico de crecimiento:

1

N = Nmax * (m)

donde N méx es el numero de células maximo, r es la tasa de crecimiento y t_ es el tiempo
medio.

Para el analisis de las diferencias observadas entre los modelos de crecimiento de
las poblaciones preexpuestas a las concentraciones subletales sin paraquat por 21 dias
y los controles, se hizo un analisis de varianza (ANOVA) combinado con las pruebas
de Dunnett y de Tuckey (a<0,05) de las constantes r (tasas de crecimiento) y N max
(nimero de células maximo) de los modelos de crecimiento logistico. Todos los analisis
de varianza (ANOVA) se hicieron con el programa TOXSTAT version 3.5 (West Inc and
Gulley, 1996).

Resultados y discusion

Ensayos de toxicidad con la poblacion de control (4)

En los ensayos llevados a cabo con la poblacion de control (A), se registrd un incremento
del crecimiento superior al observado en las poblaciones expuestas a las diferentes
concentraciones del herbicida. Las tasas de crecimiento de las poblaciones expuestas a
concentraciones entre 0,05 y 0,4 mg Pq i.a./l no difirieron significativamente de aquellas
de las poblaciones de control. Sin embargo, las poblaciones expuestas a 0,8 y 1,6 mg
Pq i.a./l presentaron tasas de crecimiento de 0,279 y 0,19, respectivamente, resultando
significativamente menores a los controles (ANOVA + prueba de Dunnett con 0<0,05).
Las poblaciones expuestas a 3,2 y 6,4 mg Pq i.a./l presentaron una inhibicion total del
crecimiento (Figura 1, Tabla 2).

117



Séaenz ME, et al

Revista de la Academia Colombiana de Ciencias Exactas, Fisicas y Naturales
49(190):113-128, enero-marzo de 2025. doi: https://doi.org/10.18257/raccefyn.3089

Figura 1. Curvas de crecimiento de Scenedesmus quadricauda en los ensayos de toxicidad de la
serie A (poblacion sin preexposicion al herbicida)

Tabla 2. Tasas de crecimiento de las poblaciones de control y preexpuestas a las distintas
concentraciones subletales (serie A: control sin preadaptacion, serie B: 0,05, serie C: 0,1, serie D: 0,2
y serie E: 0,8 mg Pq i.a./l)

mg Pqi.a./l A B C D E

0 0,414 0,448 0,399 0,442 0,406

0,05 0,427 0,460 0,440 ND ND

0,1 0,413 0,449 0,434 0,444 ND
0,2 0,412 0,445 0,425 0,459 0,422
0,4 0,371 0,409 0,384 0,418* 0,423
0,8 0,279* 0,276* 0,251%* 0,375%* 0,414
1,6 0,190* 0,190* 0,237* 0,352* 0,364*
32 0 0 0 0,256* 0,258%*
6,4 0 0 0 0,119* 0,191%*

*Diferencias significativas en ANOVA y prueba de Dunnett (p<0,05)
ND: no determinada

Ensayos de toxicidad con las poblaciones preexpuestas a 0,05 (B) y 0,1 (C) mg Pq i.a./l

En los ensayos de toxicidad llevados a cabo en las poblaciones preexpuestas a 0,05 (B)
y 0,1 (C) mg Pq i.a/l, se obtuvieron resultados similares a los observados en la serie de
ensayos A. Las poblaciones expuestas a 0,05 mg Pq i.a./l (serie B) registraron una tasa de
crecimiento levemente mayor, pero esta diferencia no fue significativa comparada con la
tasa de crecimiento de los controles. Las poblaciones de algas expuestas a 0,05 y 0,1 mg
Pqi.a./l en la serie de ensayos C presentaron una tasa de crecimiento superior, de 11 %y
9 %, respectivamente, con respecto a la de los controles.

Las poblaciones expuestas a 0,8 y 1,6 mg Pq i.a./l presentaron tasas de crecimiento de
0,276 y 0,19, respectivamente, en los ensayos de la serie B (0,05 mg Pq i.a./l) y de 0,251
y 0,237, respectivamente, en la serie C (0,1 mg Pq i.a./l), resultando significativamente
menores (p<0,05) a las registradas en las poblaciones de control.

El crecimiento de las poblaciones expuestas a 3,2 y 6,4 mg Pq i.a./l fue inhibido de
forma total (100 %) (Figura 2, Figura 3, Tabla 2).
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Figura 2. Curvas de crecimiento de Scenedesmus quadricauda en los ensayos de toxicidad de la
serie B (poblacion preexpuesta a 0,05 mg Pq i.a./l)

Figura 3. Curvas de crecimiento de Scenedesmus quadricauda en los ensayos de toxicidad de la
serie C (poblacion preexpuesta a 0,1 mg Pq i.a./l)

Ensayos de toxicidad con la poblacion preexpuesta a 0,2 mg Pq i.a./l (D)

En los ensayos con la poblacion de algas preexpuesta a 0,2 mg Pq i.a./l se observé que en
esa concentracion del herbicida el crecimiento fue un 3 % superior (tasa de crecimiento =
0,459) a la de la poblacion de control (tasa de crecimiento = 0,442) (Tabla 2). A partir de
concentraciones de exposicion de 0,4 mg Pq i.a./l, se observd una reduccion significativa
de las tasas de crecimiento con respecto a la de la poblacion de control.

En esta serie de ensayos se observaron notables diferencias en el crecimiento de
las poblaciones de algas, ya que, al contrario de lo observado en las series de ensayos
precedentes (A, B y C), las poblaciones expuestas a 3,2 y 6,4 mg Pq i.a./l tuvieron una tasa
de crecimiento de 0,256 y 0,119, respectivamente (Figura 4, Tabla 2).

Ensayos de toxicidad con la poblacion preexpuesta a 0,8 mg Pq i.a./l (E)

A lo largo de los ensayos de toxicidad en la poblacion de algas preexpuesta a 0,8 mg Pq
i.a./l se registrd un aumento en la tasa de crecimiento de las poblaciones expuestas a 0,2 y
0,4 mg Pqi.a./l de un 3 % con respecto a este mismo parametro en la poblacion de control
(Tabla 2).
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La poblacion expuesta a 0,8 mg Pq i.a./l presentd una tasa de crecimiento 1,9 %
superior a la de la poblacion de control (Tabla 2). Se observo un crecimiento de igual
magnitud en las poblaciones expuestas a 3,2 mg Pq i.a./l comparado con el registrado en
los ensayos de la serie D en el grupo de tratamiento expuesto a la misma concentracion del
toxico (tasa de crecimiento de 0,258).

La poblacion expuesta a 6,4 mg Pq i.a./l experimentd un mayor crecimiento en esta
serie que el registrado en los ensayos de la serie D de exposicion a la misma concentracion
(tasa de crecimiento en la serie E de 0,191; tasa de crecimiento en la serie D de 0,119)
(Figura 5, Tabla 2).

Si bien las evaluaciones descritas se hicieron durante 11 dias de exposicion, al cabo de
las primeras 96 horas se estimo la concentracion inhibitoria 50 (CI, 96 horas) para cada
serie de ensayos. Los valores alcanzados por el indice estimado se observan en la Tabla 3.

Segun los resultados obtenidos, los valores de las CI,ja las 96 horas significativamente
superiores correspondieron a aquellas poblaciones de algas de S. quadricauda preexpuestas

Figura 4. Curvas de crecimiento de Scenedesmus quadricauda en los ensayos de toxicidad de la
serie D (poblacion preexpuesta a 0,2 mg Pq i.a./l)

Figura 5. Curvas de crecimiento de Scenedesmus quadricauda en los ensayos de toxicidad de la
serie E (poblacion incubada con 0,8 mg Pq i.a./l)
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Tabla 3. CI,-96 horas (mg Pqi.a./l) estimadas en los ensayos de toxicidad utilizando las poblaciones
preexpuestas a 0,05, 0,1, 0,2 y 0,8 mg Pq i.a./1 y en ausencia de toxico (0). Entre paréntesis se indican
los intervalos de confianza del 95 %

0 0,05 0,1 0,2 0,8
1,10 1,01 0,98 1,88* 3,13%
(0,8 1,4) (0,79 — 1,24) (0,79 — 1,18) (147-229) (2,56 3,93)

*Diferencias significativas en ANOVA y prueba de Dunnett (p<0,05)

que se expusieron a concentraciones subletales en el rango de 0,2 a 0,8 mg Pq i.a./lL
Las diferencias entre los valores de las CI a las 96 horas de la poblacion control y las
preexpuestas a 0,05 y 0,1 mg Pq i.a./l no fueron significativas (p>0,05).

Las poblaciones que presentaron una total inhibicion del crecimiento en las series A, B
y C 3,2y 6,4 mg Pqi.a./l) registraron un crecimiento significativo comparado con el de los
controles cuando se las someti6 a las condiciones de exposicion de las series D y E, aunque
con tasas de crecimiento significativamente inferiores (p<0,05) que las de las poblaciones
de control (Figura 4, Figura 5).

Ademas, segin lo observado en los experimentos con las series C, D y E, las
poblaciones de algas registraron un crecimiento superior (9, 3 o 2 %) con la concentracion
de toxico seleccionada para su preexposicion que el observado en las otras poblaciones
expuestas, incluidos los controles no expuestos a la adicion de toxico (Figura 3, Figura 4).

Evaluacion del crecimiento de las poblaciones preexpuestas incubadas en ausencia
de toxico

Con el fin de estudiar si las modificaciones observadas en el crecimiento de las distintas
poblaciones preexpuestas al herbicida comparadas con los controles eran transitorias o
permanentes, se incubaron las distintas poblaciones preexpuestas en ausencia del herbicida
paraquat por un periodo de 21 dias para comprobar si las poblaciones preexpuestas se
comportaban igual que los controles en ausencia del herbicida y establecer si las diferencias
observadas en su crecimiento se trataban de un fendomeno transitorio (aclimatacion)
ocasionado por la presencia del herbicida. Si por el contrario se observaba una modificacion
en sus constantes de crecimiento, atin sin herbicida, las diferencias observadas responderian
a un fendmeno permanente relacionado con su proceso de adaptacion. Las poblaciones
utilizadas en estos experimentos correspondieron a los controles de las series de ensayos
B, C, D, y E. Simultdneamente, se estudio el crecimiento de poblaciones no preexpuestas
(correspondientes a los controles en la serie de ensayos A), con el fin de compararlo con
el de modelos de crecimiento en una poblacién no tratada. Los resultados obtenidos se
ajustaron al modelo de crecimiento logistico segtin lo mencionado en Materiales y métodos.

Las constantes de los modelos logisticos correspondientes a cada poblacion preexpuesta
y a las de control se presentan en la Figura 6 y la Tabla 4.

Se observaron diferencias significativas entre las tasas de crecimiento de las
poblaciones preexpuestas a 0,1 y 0,2 mg Pq i.a./l y las de las poblaciones de control. Las
diferencias observadas entre las tasas de crecimiento de las poblaciones preexpuestas a 0,05
y 0,8 mg Pq i.a./l y las de control no fueron significativas (ANOVA + Dunnett, p>0,05).
Cuando se analizaron las diferencias observadas entre las diferentes concentraciones de
preexposicion, se observo que las tasas de crecimiento de las poblaciones preexpuestas
a 0,2 y 0,8 difirieron significativamente entre si (ANOVA + Tuckey, p<0,05) (Figura 6,
Tabla 4).

El analisis de los N max indico que las poblaciones preexpuestas a 0,2 y 0,8 mg Pq
i.a./l presentaron constantes significativamente diferentes al control (ANOVA + Dunnett,
p<0,05). Por otra parte, los N max de las poblaciones preexpuestas a 0,05 y 0,1 mg Pq
i.a./l no difirieron de la constante correspondiente a la poblacion de control (ANOVA +
Dunnett, p>0,05). Al analizar las diferencias encontradas entre las distintas poblaciones
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Figura 6. Curvas de crecimiento de poblaciones de Scenedesmus quadricauda de control y de las
preexpuestas a concentraciones subletales de paraquat e incubadas por 21 dias en medio nutritivo en
ausencia del herbicida

Tabla 4. Constantes de los modelos logisticos de crecimiento de las poblaciones de control y las
preexpuestas a las distintas concentraciones subletales incubadas en ausencia de paraquat

mg Pqi.a./l N max r tm
0 24831,69 0,27 12,30
0,05 22968,53 0,28 11,88
0,1 23050,21 0,33* 13,0
0,2 18672,69* 0,37*# 12,42
0,8 19375,87* 0,29%# 14,78

*Diferencias significativas en ANOVA y prueba de Dunnett (p<0,05)
#Diferencias significativas en ANOVA y prueba de Tuckey (p<0,05)

preexpuestas, los N max de las poblaciones expuestas a 0,2 y 0,8 mg Pq i.a./l no difirieron
entre si, como tampoco los N max estimados para las poblaciones preexpuestas a 0,05 y
0,1 mg Pqi.a./ (ANOVA + Tuckey, p>0,05) (Figura 6, Tabla 4).

Del analisis de estas experiencias podemos reconocer distintas combinaciones en los
modelos de crecimiento. La poblacion preexpuesta a 005 alcanzaria Nmax similares al
control, con tasas de crecimiento también similares. En este caso, la poblacion preexpuesta
incubada en medio exento de toxico presentd un modelo de crecimiento similar al control,
es decir, no habrian existido cambios originados por la accion de concentraciones subletales
de paraquat de 0,05 mg Pqi.a./L

Las poblaciones preexpuestas a 0,1 mg Pqi.a./l. alcanzarian N max similares al control,
pero a expensas de una tasa de crecimiento mayor. Las poblaciones preexpuestas a 0,2 y
0,8 mg Pq i.a./l. se verian imposibilitadas de alcanzar el N max de la poblacion de control.
Al analizar las tasas de crecimiento de ambas poblaciones, se observa que la poblacion
preexpuesta a 0,2 mg Pq i.a./l. alcanza un Nmax similar al alcanzado por la preexpuesta
a 0,8 mg Pq i.a./l., pero con una mayor producciéon de células por unidad de tiempo. La
concentracion subletal de paraquat de 0,8 mg Pq i.a./l no habria originado cambios en la

tasa de crecimiento de estas poblaciones, ya que la misma es similar a la hallada para la
poblacion de control.
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Podemos concluir que la preexposicion a concentraciones subletales entre 0,1 y 0,8 mg
Pqi.a./l habria determinado cambios permanentes e irreversibles en las poblaciones de algas
de la cepa de S. quadricauda, ya que al ser incubadas en ausencia de toxico presentaron
modificaciones en las constantes de los modelos de crecimiento significativamente diferentes
a las observadas en las poblaciones de control no preexpuestas. Estas concentraciones
subletales de preexposicion al paraquat habrian afectado el modelo de crecimiento, no
solo en lo relativo a la demografia de las algas sino también a la sensibilidad al herbicida,
segun lo demostraron los indices de toxicidad mayores en correspondencia con una mayor
concentracion de preexposicion.

A partir de los resultados obtenidos es posible postular que las concentraciones
subletales del herbicida paraquat en el rango entre 0,2 y 0,8 mg Pq i.a./l generarian
poblaciones resistentes de S. quadricauda. Esta resistencia o tolerancia se incrementaria
proporcionalmente al aumento de la concentracion subletal a la que las poblaciones
estuvieron preexpuestas.

Dicha resistencia o tolerancia puede deberse a mecanismos de aclimatacion o de
adaptacion. En el primer caso, se trataria de la modificacion de los niveles de expresion de
genes ya presentes en el genoma de las algas, en tanto que en el segundo caso, se trataria de
la seleccion de nuevas variantes genotipicas que aparecerian al azar debido a mutaciones
espontaneas. Existen antecedentes bibliograficos sobre la induccion de la resistencia a
herbicidas y contaminantes en grupos de algas y se han propuesto distintos mecanismos
como los cambios en las secuencias de ADN, los efectos epigenéticos, los cambios en las
tasas de crecimiento, interpretados como un costo fisiologico ante la accion del herbicida,
o la existencia de mutaciones que afectarian la fisiologia celular, entre otros (Belfiore &
Anderson, 2001; Funke ef al., 2006; Prado et al., 2009; Vogwill et al., 2012; Kronholm
et al., 2017; Borowitzka, 2018; Fugere et al., 2020; Melero-Jiménez et al., 2021).

En cuanto a las implicaciones de este fenomeno en las comunidades naturales,
Bai et al. (2019) estudiaron la sensibilidad diferencial de grupos de algas frente a este
herbicida y concluyeron que los contaminantes ejercen una presion de seleccion sobre los
componentes de la comunidad fitoplanctonica, modificando y moldeando su estructura. La
resistencia a este herbicida ha sido registrada por Jindakaraked et al. (2023) para cepas
microbianas, lo que ha resultado en su utilizacion en la remocion del paraquat de aguas
contaminadas. También deben mencionarse estudios anteriores en ambientes naturales que
ya mencionaban la evidencia de resistencia a herbicidas. En este sentido, De Noyelles et
al. (1982) (en Kosinski & Merkle, 1984) observaron en una laguna tratada con 0,5 mg/
kg de atrazina el desarrollo de una flora resistente al herbicida. Valentine y Bingham
(1976) (en Kosinski & Merkle, 1984) hallaron una cepa natural de Euglena sp. resistente
que se desarrollaba con éxito en presencia de 10 mg/kg de atrazina. Kosinski y Merkle
(1984) realizaron estudios en comunidades de algas en arroyos, con el fin de determinar
la magnitud de los efectos cronicos producidos por la exposicion a herbicidas, entre ellos
la atrazina y el paraquat, y establecer, asi, si la exposicion a bajas concentraciones de los
herbicidas podia inducir resistencia. Los autores concluyeron que existirian evidencias
de induccioén de formas resistentes debido al estrés cronico asociado con la exposicion al
herbicida paraquat.

También hay antecedentes bibliograficos relacionados con la accion mutagénica y
genotoxica del paraquat en organismos procariotas, algas y plantas vasculares. Asi, se han
hecho estudios sobre la accion genotoxica del paraquat en Escherichia coli (Machigov
et al., 2022) y Chlamydomonas reindhardtii (Jamers & De Coen, 2010), y sobre plantas
vasculares como Conyza, Erigeron philadelphicus, E. canadensis, Nicotiana tabacum,
Lolium perenne y Arabidopsis thaliana (Miller & Hughes, 1980; Fuerst et al., 1985;
Tanaka et al., 1986; Jansen et al., 1989, Hawkes, 2014; Brunharo & Hanson, 2017;
Nazish et al., 2022).

Diversos autores han postulado que el paraquat presenta actividad y capacidad muta-
génica debido a su disponibilidad para la generacion de radicales libres, ocasionando una
cascada de eventos que incluyen la elevada expresion de las enzimas relacionadas con
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el sistema de defensa antioxidante, alteraciones del metabolismo energético, dafios en el
ADN por accidon genotoxica, y alteraciones subcelulares que resultan en citotoxicidad y
apostosis (Prado et al., 2009; Jamers & De Coen, 2010; Brunharo & Hanson, 2017;
Gravina et al., 2017; Bai et al., 2019; Chen et al., 2021, Nazish et al., 2022; Bai et al.,
2023; Rychel ez al., 2023). La preexposicion a concentraciones subletales puede incre-
mentar la resistencia mediante la activacion de las enzimas encargadas de los mecanismos
de detoxificacion. Estos mecanismos incluyen el sistema de las enzimas oxidasas de
funcion mixta (OFM) y las enzimas del mecanismo de defensa antioxidante, tal como la
enzima superdxido dismutasa, las cuales aumentan su actividad en presencia de sustancias
generadoras de radicales libres, como es el caso del paraquat (Jamers & De Coen, 2010;
Bai et al., 2019; Bai et al., 2023).

Kao y Hassan (1985) realizaron estudios para establecer las bases bioquimicas de la
tolerancia al paraquat de una cepa mutante de E. coli. Los autores estudiaron el incremento
en la produccion de la enzima superdxido dismutasa de la cepa mutante y la compararon
con la de una cepa no tolerante al paraquat. Los resultados indicaron que no hubo diferen-
cias en la induccién de la actividad enzimatica de las cepas; se encontrd que el mecanismo
por el cual el mutante presentaba tolerancia al toxico estaba asociado a alteraciones en
las proteinas de la membrana celular, responsables del transporte activo que incorpora el
Pq? extracelular. En estudios mas recientes que combinan gendmica, transcriptomica y
metabolomica se ha demostrado que las deleciones, amplificaciones y duplicaciones del
genoma pueden alterar directamente la expresion de los genes, afectando los mecanismos
de transporte de las membranas, en tanto que las mutaciones pueden cambiar la expresion
de los genes implicados, afectando la regulacion de las respuestas frente al estrés,
principalmente por dafiar las enzimas que contienen hierro, asi como el ADN, y provocar
cambios en rutas metabdlicas (Rychel et al., 2023).

Seguin estos antecedentes, la tolerancia observada en las poblaciones de S. quadricauda
preexpuestas sugeriria una mutacion ocasionada por la exposicion al paraquat. Sin embargo,
si bien las modificaciones en los modelos de crecimiento logistico observadas en nuestros
experimentos con las distintas poblaciones preexpuestas en ausencia del herbicida serian
de caracter permanente, no se explord esta hipotesis.

Habria que evaluar la posibilidad de que la tolerancia estuviera determinada por
alteraciones generadas en la biosintesis de las enzimas responsables de los mecanismos
de detoxificacion y del sistema de defensa antioxidante en cuanto a su actividad. La
exploracion de estas hipotesis serd motivo de futuros estudios.

Con respecto a las consideraciones ambientales del uso de este herbicida y su impacto
en las comunidades vegetales, es importante destacar que el paraquat causa efectos
adversos en las Clorofitas de agua dulce con menores concentraciones de exposicion que
otros herbicidas usados frecuentemente en practicas agricolas, como el glifosato o el 2,4
D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético) (Saenz et al., 1997a; Saenz et al., 1997b; Wong, 2000;
Sdenz & Di Marzio, 2009). Este hecho revela el importante impacto de este herbicida
sobre organismos que no son su blanco, ya que las algas Clorofitas constituyen los
principales componentes de las comunidades fitoplactonicas de los sistemas acuaticos
dulceacuicolas. En particular, los estudios realizados sobre la accion de este herbicida en
distintos parametros de S. quadricuada Berb 614 demuestran que las concentraciones de
0,02 y 0,2 mg Pq i.a./l produjeron una inhibicion significativa de la tasa de crecimiento
y del contenido de clorofila a, mientras que las concentraciones mayores a 2 mg Pq i.a./l
causaron una inhibicion total del crecimiento y de la sintesis de ese pigmento (Wong,
2000). Se determino la accion de este herbicida sobre la tasa fotosintética, reportandose
una inhibicion del 60 % con concentraciones de exposicion de 0,2 mg Pq i.a./l, en tanto
que lo misma no se detectdé con concentraciones mayores a 2 mg Pq i.a./l (Wong, 2000).
Sdenz et al. (1997a) en sus estudios sobre la accion de este herbicida en distintas cepas de
la misma especie y otras especies de algas Clorofitas llegaron a conclusiones similares. Las
concentraciones de 0,1 mg Pq I.a./l ejercieron una inhibicién significativa del crecimiento
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enuna cepade S. quadricauda aislada del rio Lujan (Provincia de Buenos Aires, Argentina),
y el mismo efecto se observd con concentraciones de 0,8 mg Pq i.a./l en la cepa de S.
quadricauda (CCAP 276-21). También se observé este efecto en S. acutus (SAG 276-
3a) con concentraciones de 0,05 mg Pq i.a./l, lo que demostr6 una mayor sensibilidad
de esta especie al herbicida paraquat (Sdenz ef al., 1997a). La inhibicion significativa
del crecimiento de Chlorella vulgaris y Selenastrum capricornutum se registrd con
concentraciones de 0,1 y 0,2 mg Pq i.a./l, respectivamente (Saenz et al., 1997a). Con
respecto a las concentraciones ambientales esperables (CAE) de este herbicida, teniendo
en cuenta su tasa de aplicacion en practicas agricolas, Wong (2000) comparé los efectos
registrados con las CAE reportadas por Peterson et al. (1994) para el paraquat de 0,8 mg
Pq i.a./l. Debe mencionarse, en este sentido, que el paraquat se utiliza en la Provincia de
Buenos Aires también para el control de malezas acuaticas de lagunas abiertas al publico
con fines recreativos en la dosis de aplicacion recomendada por el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA), es decir, entre 0,1 y 2 mg Pa i.a./l., por lo que es posible
que las concentraciones de este herbicida en ambientes acuaticos superen ampliamente las
CAE reportadas en ambos estudios.

Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos podriamos postular que las concentraciones de
paraquat inferiores a las consideradas letales producirian cambios irreversibles en la
demografia de las poblaciones de algas, ocasionando la modificacion de los modelos de
crecimiento y provocando una menor sensibilidad a los toxicos presentes en los ambientes
acuaticos. El impacto de las concentraciones crecientes de herbicidas en los ecosistemas
acuaticos continentales en areas de actividad agricola, ademas de su uso en el control de
malezas acudticas, involucraria cambios en la composicion especifica de las comunidades
fitoplanctonicas debido a la seleccion de especies resistentes y la desaparicion de otras mas
sensibles, lo que, ademas, afecta la demografia de las poblaciones de algas y la integridad
de la comunidad en su conjunto.
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