CRECIMIENTO DE SCENEDESMUS OBLIQUUS
EN MEDIO DE CULTIVO ENRIQUECIDO CON SACAROSA™

Por ELISA D’ANTONI **

SUMMARY

An axenic culture of Scenedesmus obliguus was spread partly on inorganic medium
and on the same medium added with 2 % saccharose. The growth pattern showed
significant differences.

Then, the saccharose medium was submitted to different temperatures (17° C
21° C and 27° C). The temperatures were also proved with two different light periods.

After 28 days, the results showed a great increase of cell population in all the
cultures performed on saccharose medium with respect to those without saccharose.

Afterwards, an estimation was made in relation to photosynthesis and respiration
under the aferementiones conditions of temperature. The experiments didn’t show
significant modifications in photosynthetic values. Higher values of respn-auon activity
were found in saccharose cultures.

It is thought that the prolonged light period allows a more effective use of the
carbohydrate.

INTRODUCCION

En esta comunicacién se exponen resultados obtenidos durante el trans-
curso de un estudio sobre factores de crecimiento en Scenedesmus obliguus,
una clorofita de hdbito cenobial.

En forma simultdnea a los ensayos realizados oportunamente para el
citado estudio, s¢ mantuvo en estrfa un cultivo axénico del alga por medio
de periédicos repiques sobre agar-Detmer.

Las experiencias efectuadas en la investigacién arriba mencionada mos-
traron la posibilidad de obtener diferentes valores de crecimiento segtin
las condiciones de cultivo a las que estuviera sometida el alga. Sobre la
base de dichas experiencias, durante uno de los repiques, ademds de efec-
tuar la siembra sobre agar-Detmer simple (Kufferat, 1929) se utilizé el
mismo medio enriquecido con sacarosa al ‘2 %. Ambas series fuercn some-

* Trabajo presentado en el Tercer Simposio Latinoamericano de Fisiologia Vege~
tal. Santlago de Chile, marzo de 1969.

“* Laboratorio de Fisiologia Vegetal. Facultad de Ciencias Naturales y Museo de
La Plata Investigacién realizada bajo la direccién del Ing. Agr. Enrique M Stvori.
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tidas a iguales condiciones de temperatura y luz y al cabo de una semana
se comprobé entre ellas una notable diferencia de crecimiento. En la figu-

Fig. I. — Aspecto de dos estrias axéuicas de Seenedesmus obliquus al cabo de ocho dias
de siembra. La derecha sobre medio inorgénico y la izquierda sobre el mismo medio.

enriquecido con sacarosa al 2 0/,.

ra I se observan ambas estrias: la de la derecha sobre medio normal y la
de la izquierda sobre medio azucarado.

Esta observacién sugirié investigar la influencia del agregado de saca-
rosa a distintas temperaturas v diferentes regimenes de luz-obscuridad.
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MATERIAL Y METODO

En el estudio fueron utilizadas algas provenientes de una poblacién
clonal que crecia en estria axénica y en los experimentos se cultivaron en
medio liquido. Al igual que en las demds experiencias anteriotes realizadas
con Scenedesmus obliguus, en la oportunidad fue empleado el medio
Arnon, del cual se prepararon dos soluciones: la primera en la forma ha-
bitual y la segunda enriquecida con sacarosa al 2 %.

Seguidamente fueron esterilizadas dos series de doce tubos de ensayo
«cada una. En los tubos de la primera serie se colocarcn 10 ml de solucién
Arnon original (testigo), y en la segunda serie igual volumen de solucién
Arnon con sacarosa.

A partir de la estrfa las algas se transfirieron a un tubo cénico con agua
destilada estéril donde fueron lavadas por centnfugacxon procediéndose
luego a la estimacién del nimero por volumen a través de recuentos en
cdmara de Neubauer. Luego de sembrar en todos los tubos igual nimero
de algas por mm?® con los recaudos necesarios para evitar contaminacion, -
se ubicaron dos tubos de cada serie en distintas cdmaras de cultivo. Dichas
cédmaras estaban iluminadas con tubos “Grolux” y posefan una fluctuacién
térmica aproximada de =*=1°C. Las condiciones de prueba estudiadas
fueron las siguientes:

Tratamiento Luz Obscuridad Temperatura
n° (horas) (horas) en °C
T i et 16 8" o L
e G e 8 16 17
St s O 16 8 21
[ PR o Lt 8 16 21
RSP 16 8 27
6 8 ; 16 27

Al cabo de 28 dias se efectuaron los recuentos correspondientes a cada
tratamiento. Los valores obtenidos, expresados en nimero de algas por
mm?, se exponen en la figura II, expresados en un grifico bidimensional.

En general dichos recuentos muestran valores de crecimiento mucho
més elevados en las soluciones ‘con sacarosa y en las sometidas a 16 horas
de Iuz, cuando se las compara con sus respecflvos patrones. Al mismo tiem-
Ppo, se observa a 21 y 27°C, un fuerte sinergismo entre &l agregado de
azucar y el perfodo de luz mds prolongado.

Dados los resultados pbtenidos en la experiencia expuesta se consideré
de interés estudiar la actividad fotosintética y respiratoria de Scenedesmus
obliquus en la solucién con sacarosa y en el testigo a las tres temperaturas
ensayadas.
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Se trabajé con micro-respirémetro tipo Warburg. La cuba del Warburg
fue conectada a un criostato por medio de un sistema de reflujo, logrindose
de este modo un control exacto de las temperaturas a estudiar, que fueron
de 17°C, 21° C y 27° C. Se utiliz6 una concentracién de 30.000 algas por
mm? y cuatro repeticiones de cada tratamiento.

Para las determinaciones de fotosintesis fue aplicado el método des-
cripto por Erikson, Wedding y Brawnamann (1955). Este método consiste
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Fig. II. — Valores de crecimiento de Scenedesmus obliguus a tres temperaturas.

con 8 y 16 horas de luz, en solucién inorganica y en solucién con sacarosa

en utilizar un “buffer” para CO, que mantiene el gas a concentracién cons-
tante en la atmdsfera confinada del vaso; en esta forma se mide la libe-
racién de O, por las algas.

El promedio de los valores de fotosintesis en la solucién con sacarosa
mostré escasa diferencia con respecto a los valores del testigo.

También con micro-respirémetro Warburg y por aplicacién del métode -
directo (Umbreit, Burris y Stauffer, 1955) se valoré la actividad respira-
toria, por medio de la estimacién del O, absorbido en atmdsfera libre de
‘CO,. Las condiciones de experimentacién, ntimero de repeticiones, con-
centracién de algas, temperaturas empleadas y su control, fueron similares
a las de la prueba de fotosintesis. Los resultados se exponen en la Tabla 1.

.
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TABLA |

Respiracién de «Scenedesmus ohliguus » en solucién con sacarosa y en solucién
testigo a las temperaturas estudiadas

Temperatuia en °C
Sacarosa
0
o

)
~1

17 21

= 4,43 6,08 8,17
6,25 9,63 12,82

()

o

Los valores se expresan en microlitros de O, consumidos cada veinte minutos.

Como puede observarse, la sacarosa ha estimulado el crecimiento de
Scenedesmus obliquus a las tres temperaturas ensayadas.

En la experiencia de respiracién las diferencias observadas en el prome-
dio de los valores de O, consumido por las algas en ambas soluciones,
fueron estadisticamente significativas (Kohan v Carro, 1968).

DISCUSION

Los resultados de la primera observacién de la Figura II indican en
lineas generales un crecimiento mayor en la solucién con sacarosa. Este
aumento lleva implicitas algunas sugerencias que consideramos de interés
analizar,

En primer lugar, bajo las condiciones en que se realizé la prueba los
elementos nutrientes como asi también la luz no parecen haber sido factores
limitantes ya que en algunos tubos se alcanzaron valores superiores a
100.000 algas por mm?,

Por otra parte, se trata de algas planctomcas con umbrales de 4nten-
sidad de luz Sptima ba]os y en las cdmaras crecieron a 2.000 lux, con
luz especial cuya composicién favorece el proceso fotosintético. Se supone
que el CO; pudo haber sido el factor limitante, por cuanto en otros ensa-
yos en los que las algas se sometieron a “burbujeo” por insuflado de aire,
en una semana se alcanzaron valores que en cultivos similares pero sin
“burbuieo” sélo se cbtuvieron al cabo de 20-25 dias. Al actuar el CO, como
. factor limitante, la actividad fotosintética es baja y en conseCLenua hay
menor producc1on de aztgares.

Todo ello conduciria a una respiracién menor y contenido inferior de
ATP, lo que explica el bajo crecimiento obtenido en los cultivose sin azd-
car exdgena. ;
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Los valores de crecimiento y respiracién indicaron un aumento notable
en las algas cultivadas en la solucién con sacarosa con respecto a las que
crecieron en la solucién testigo.

En la Figura IIT se ha tratado de esquematizar el posible efecto de la
sacarosa sobre los procesos metabdlicos bésicos, como la fotosintesis, la
respiracién y su accién sobre el crecimiento.

En principio la accién fundamental de la sacarosa serfa activar la respi-
racién, por cuanto representa el substrato principal de este proceso. Una
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Fig. I1I. — Esquema del posible efecto de la sacarosa sobre los procesos metabélicos
basicos, fotosintesis, respiracién y su accién sobre el crecimiento

respiracién més intensa eleva el nivel de ATP al incrementarse la fosfori-
lacién oxidativa, al mismo tiempo que propotciona una mayor concentra-
cién de CO; al medio interno celular,

Esta mayor disponibilidad de-CO, aumenta la actividad fotosintética, lo
cual incrementa el contenido de ATP, esta vez por via de la fotofosforila-
cién. En la determinacién fotosintética aqui expuesta no se observa nin-
glin efecto por el agregado de sacarosa, ya que el método empleado eleva
el contenido del CO, al 1 %, valor sumamente alto, sin duda no limitante
del proceso. La mayor fotosintesis implica una mayor produccién de azd-
cares y de O, y ello permite una respiracién ain mds intensa de lo cual
resulta un nuevo incremento de ATP y de intermediarios utilizados en el

crecimiento.
La mayor produccién de ATP por fotofosforilacién en las algas someti-

.
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das a 16 horas de luz permitirfa un mejor aprovechamiento del azdcar ex4-
geno. Esto podria explicar el sinergismo que se obsetva sobre el creci-
miento entre el agregado de azticar y el mayor perfodo de iluminacién.
Asi, las algas sometidas a 8 horas de luz a 17° C, 21° C y 27° C con azicar
en todos los casos, no lograron duplicar su crecimiento con respecto -al
testigo. En cambio, si se compara el crecimiento a 21°C y 27°C con 16
horas de luz, se observa que el agregado de sacarosa triplica los valores.
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