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RESUMEN

Una cepa de Scenedesmus obliquus, cultivada en agar. se desecéd, ensayindose a
partir de los 12 meses, repiques mensuales que demostraron que el alga conser-
vaba su viabilidad por 24 meses, momento en que se da por finalizada la expe-
riencia. Algas liofilizadas, no sobrevivieron. mientras que algas congeladas a
—20° se reproducen al cabo de 90 dias de enfriadas. Las algas desecadas lenta-
mente forman gran cantidad de lipidos, mientras que las liofilizadas no pue-
den hacerlo,

Scenedesmus obliquus a ignal que otras células, elabora mecanismos protectores,
modificando la direccion de la sintesis de hidratos de carbono hacia la de lipidos.
Esto requiere un tiempo del que no dispone el alga liofilizada, por lo tanto,
muere. El método de enfriamiento ripido, utilizado para las algas que fueron
congeladas. no afecté su integridad. seguramente porque no perdieron agua.

La adaptaciéon a una atmésfera de niirégeno. permite suponer que las algas
poseen mecanismos de respiracién anaerébica.

ABSTRACT

The alga Scenedesmus obliquus cultivated in agar resists severe droughts and its
viability during 24 months of exposure to these conditions is demonstrated in
this paper.

However if the loss of water from the mediom takes place slowly the result
is the [ormation of great quantities of lipids. Dried algae do not survive during
a very active liofilization process.

The algae stock used resists both a temperature of —20° C. and an atmosphere
of pure nitrogen. On the other hand it does not survive at temperatures over
60° C for more than 15 minutes.

* Instituto de Limnologia. Facultad de Ciencias Naturales y Museo. Univ. Na-
cional de La Plata,



< 53080

INTRODUCCION

La sobrevicencia de algas terrestres en suelos desecados es un hecho
conocido (Bristol. 1919 y 1920: Evans, 1958 y 1959: Hortobagyi. 1959
v Trainor. 1970). Mientras que Bristol asigna a 2 algas verde-azuladas
70 anos de sobrevivencia en suelos desecados y segin el mismo autor
una Chlorococcacea resume el crecimiento después de 50 anos, Trainor
presenta una lista de 33 algas halladas en el suelo y después de 10
afios consigue que un tercio de ellas crezean y se multipliquen. Las
experiencias de Evans, también sobre algas terrestres, se refieren a
casos de algas relativamente recientes y con porcentajes de humedad
no muy bajos.

Otros vegetales como algunas Hepaticas. musgos y varias Selagine-
llas. han sido citadas como resistentes a periodos de sequia. Webster
v Steeves (1964) experimental con Selaginella densa y demuestran la
reviviscencia de esa especie al cabo de 33 meses de marchitez.

Asimismo algas unicelulares como Chlorella sp. resisten altas tem-
temperaturas (Trainor, 1970).

Es aceptable el concepto de que plantas terrestres posean meca-
nismos variados y no bien conocidos, que le permiten sobrevivir a
amplias variaciones de su habitat: esos mecanismos deben hallarse
especializados a un alto nivel. tratindose de plantas acuaticas, que
les permiten sobrevivir a las condiciones de sequia total con las que
deben enfrentarse periédicamente.

En esta experiencia. se trata de establecer la vitalidad del alga
Secenedesmus obliquus, de naturaleza planténica. frente a la carencia
casi total de agua, variaciones de temperatura. ambiente gaseoso de
nitrégeno y desecacion brusca por liofilizacion.

MATERIAL Y METODOS

En este trabajo se utilizé una cepa de Secenedesmus obliquus. ais-
lada en nuestro laboratorio. Inicialmente se cultivé en medio liquido
de Arnon y luego en agar nutriente, con la siguiente composicion:

(NO,) Ca 1.000 g EDTA Fe 0,0307 g
PO HK, 0,250 g Baeto agar 159/0
SO Mg . TH,O 0,512 g H,0 e.s.p. 1000 ml

S

CIK 0,250 g
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En tubos de ensayo de 150 mm x 16 mm, se colocé Sml de este
medio. esterilizandose en autoclave a 1 atm de presion por 20 minu-
tos. disponiéndose posteriormente el contenido en forma de pico de
flauta.

Sobre dicho agar nutriente se sembré un cultivo fresco de algas en
estrias. el que se mantuvo a 12 horas de luz bajo un foco incandes-
cente de 100 wats alternando con 12 horas de oscuridad y a una tem-
peraturas de 18° == 25° C permaneciendo durante todas las experien-
cias en las condiciones de laboratorio indicadas.

Al cabo de 12 meses, el agar estaba seco. reducido a una delgada
lamina, muchas veces desprendida de la pared del tubo: las algas
presentaban color verde oscuro hacia el fondo del tubo y rojo na-
ranjada hacia el extremo afilado del agar debido a la presencia de
carotinoides. Una parte de los tubos se reservé como testigo: a un
lote se le reemplazé su atmésfera por nitrégeno puro. Simultanea-
mente, un cultivo fresco de algas en agar nutriente. bien desarrollado,
fue liofilizado por congelacion rapida a —35° y desecamiento por 24
horas, luego cerrado herméticamente al vacio.

A partir de ese momento cada mes durante doce meses, se agregé
a tres tubos, 0,1 ml de agua estéril y luego de dos horas de imbibicion
se sembraron las algas rehidratadas en agar fresco. colocandose los
tubos en las condiciones de laboratorio ya mencionadas.

Tres lotes de algas fueron sometidos a temperaturas de 0%, —5° y
—20° C bajando la temperatura a razon de 3° C/minuto; cada 30
dias se efectué una resiembra. a partir siempre del tubo original. el
cual era llevado posteriormente a la temperatura indicada. La expe-
riencia se repitio durante tres meses.

Otra experiencia consistio en colocar lotes de algas frescas a tem-
peraturas de == 60° y 101 C. practicaindose luego resiembras.

RESULTADOS

Las algas que procedian de cultivos desecados. reasumian el ereci-
miento dentro de los 7 primeros dias de la siembra. el color verde
oscuro y los carotinoides desaparecian. dando lugar a un color verde
natural de la especie, sefialando la regeneraciéon del cloroplasto. Lo
mismo sucedia con las algas desecadas provenientes de tubos con
ambiente de nitrégeno. demostrandose asi que en las condiciones ex-
perimentales mantenidas en un ambiente con = 1 % de agua se con-
servaron vivas.
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Las algas liofilizadas no pudieron sobrevivir al enérgico tratamiento
de congelamiento y rapida pérdida de agua. a pesar de conservar su
aspecto normal, con excepcion de alguna célula cuyo cloroplasto se
hallaba desgarrado.

Los lotes de algas mantenidos a baja temperatura, reanudaban el
crecimiento pudiendo ohservarse a simple vista colonias vigorosas a
0° vy

tardaban unos 15 dias en formar colonias. El periodo de sobrevivencia

52 C mientras que las algas provenientes de cultivos a —20°

a —20°C es de 90 dias al momento de redactar este trabajo.
Solamente sobrevivié un 50 % de las algas tratadas a —20° C, pues
la resiembra se presentaba en forma de colonias que cubrian aproxi-
madamente ese porcentaje de la superficie resembrada.
Un lote de algas expuesto a 60° C. por 15 minutos no sobrevivid.

DISCUSION

El alga Scenedesmus obliquus. sobrevivié a una desecacién casi to-
tal, de =1 % de agua, por mas de 24 meses, cuando dicho proceso
se realizé lentamente. Observaciones periédicas, mostraron una reduc-
cion en el proceso reproductivo, disminucién de la clorofila y aumen-
to de carotinoides: ya en las ultimas etapas del proceso de desecacion
se observé la formacion de pequenos globulos de grasas. que al com-
pletarse el mismo. ocupaban toda la célula. observandose dos glébu-
los grandes o 3 a 4 mas pequenos. La presencia de grandes cantidades
de lipidos en las células desecadas. se demostré por téenicas histoqui-
micas utilizando como colorante Fat Red 7B (Chroma-Gesellschaft:
Schmid & Co.). Las paredes celulares se hallaban muy engrosadas.
v las células en formas aisladas. Al reasumir el crecimiento. se
formaron los clasicos cenobios propios de la especie.

Uphof (1920). en un estudio anatémico sobre selaginelas xerofiticas
encuentra lipidos formando gotas ovoideas: estos cuerpos no aparecen
en especies mesofiticas cuando se las cultiva con abundante provi-
sion de agua. Igualmente Evans (1958 y 1959) senala que algunas
algas filamentosas capaces de sobrevivir a una sequia. acamulan lipi-
dos en sus células vegetativas. extraidas del borde del lago. donde la
desecacion es lenta. pero el fenémeno no se repite cuando toma mues-
tras y las seca rapidamente en el laboratorio.

Las algas liofilizadas no sobrevivieron al tratamiento. El estudio
del meecanismo fisiolégico de sobrevivencia de algunas algas, a un bajo
potencial de agua es un desafio, segin una expresion de F. R. Trai-
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nor. El comportamiento de las algas desecadas lentamente. juntamen-
te con la progresiva pérdida de agua. modifican su metabolismo. sin-
tetizando lipidos en cantidad tal que ocupan casi toda la célula, mien-
tras que las algas liofilizadas, por la rapida desecacion que sufren, no
tienen posibilidad de modificar en poco tiempo el sentido de la sin-
tesis de compuestos organicos protectores,

La literatura sobre algas liofilizadas es escasa. pero queda claro
que muy pocas sobreviven siempre que antes del tratamiento. se le
agreguen suslancias coadyuvantes que las proteja (leche solida, suero
de caballo, glutamate de Na, ete.). Holm Hansen (1964) y Luyet y
col. (1952) usan glicerol. afirmando que al penetrar éste en la célu-
la, aumenta los valores osméticos de la misma, elevandose asi el ni-
vel de agua protoplasmatica que impediria el dafo intracelular. La
presencia de gran cantidad de lipidos en la célula algal desecada len-
tamente. sugiere que esos compuestos actuarian como los coadyuvan-
tes en la liofilizacién, contribuyendo a la retenciéon del agua. Esta
demostrado que durante el proceso de liofilizacién solamente se re-
mueve el agua libre. es posible que en la desecacién lenta suceda lo
mismo, resultando dificil determinar con precision cuanta agua queda
en la célula sometida a bajo potencial de agua, puesto que el método
del peso seco es impracticable para determinar agua residual. En
vegetales superiores se ha determinado por otros métodos, valores pa-
ra el agua ligada que va desde un 6 a 20 %.

El agua residual, permitiria reducir a un minimo el metabolismo
compatible con la capacidad vital. al mismo tiempo. protegeria a las
proteinas celulares de una posibles =alificacion,

Iljin (1957) por su parte. basandose en que las plantas xerofitas
tienen ecélulas pequenas, sostiene que estas células pequenas sufren
menos dano bajo condiciones de desecacion.

La resistencia a la sequia. por lo expuesto no tiene una explicacion
concreta, pero las experiencias llevadas a cabo hasta el presente, per-
miten asignarle a dicha resistencia un caracter adaptativo, cuyo meca-
nismo se desencadena cuando la célula pasa a un estado de relativa
falta de agua, que puede llegar a ser total. Un proceso asi es normal
en la naturaleza. proceso por otra parte muy diferente al de la liofi-
lizacién que deseca bruscamente a las células; esta rapida desecacién
inducida en el laboratorio no se produce en un ambiente acuatico.

La sobrevivencia de cultivos mantenidos en atmésferas de nitrégeno.
sugiere la posibilidad de que las algas adapten su metabolismo a las
condiciones anaerébicas con que se enfrentan.

En cuanto a la resistencia al frio. Liebo y Jones (1963) demostraron
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que la velocidad del enfriamiento es importante para provocar la re-
sistencia al frio, produciéndose en la célula mayor dano cuanto mayor
sea la velocidad de congelaciéon. A iguales conclusiones llega Holm
Hansen (1963), por lo que puede admitirse que el daino producido
por el frio. estaria relacionado con la concentracion de la solucion
de la célula, cuando ésta se enfria rapidamente se producirian erista-
les intracelulares, capaces de danar la integridad celular. No existen al
presente pruebas definitivas sobre el modo de accién del frio sobre la
eclula y de qué mecanismo se vale ésta para resistir al congelamiento.
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