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ABSTRACT: Vigna, M. S., Alberghina, J., Del Mónaco, S. M. & Galvagno, M. A. 2002. Prototheca
zopfii (Chlorophyta) able to degrade “gas oil”, recorded for the first time in contaminated waters in
Argentina. Darwiniana 40(1-4): 45-50.

Prototheca zopfii (Trebouxiophyceae, Chlorophyta) is a coccoid, colorless algae that we isolated from
Reconquista River (Argentina, Prov. de Buenos Aires, Pdo. Tigre) during september 2000.
Morphological and physiological (carbon sources assimilation) studies were carried out for its correct
identification. The ability of P. zopfii for “gas  oil” utilization was evaluated by its growth in culture
media containing “gas oil” up to 10% (v/v) as unique carbon and energy source.
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RESUMEN: Vigna, M. S., Alberghina, J., Del Mónaco, S. M. & Galvagno, M. A. 2002. Prototheca zopfii
(Chlorophyta) capaz de utilizar “gas oil”, registrada por primera vez en aguas contaminadas de
Argentina. Darwiniana 40(1-4): 45-50.

Prototheca zopfii es una alga cocoide, incolora que hemos aislado del río Reconquista en septiembre del
2000 (Argentina, Prov. de Buenos Aires, Pdo. Tigre). Para la correcta identificación de la especie se
llevaron a cabo estudios morfológicos y fisiológicos (asimilación de fuentes carbonadas). La capacidad de
utilizar “gas oil” de P. zopfii se evaluó por su capacidad de crecimiento en medios de cultivo conteniendo
“gas oil” hasta el 10% (v/v) como única fuente de carbono y energía.

Palabras clave: Prototheca zopfii, Argentina, Estudio nutricional, Utilización de “gas oil”,
Chlorophyta, Algas.

INTRODUCCIÓN

Prototheca zopfii Krüger 1894 (Trebouxio-
phyceae, Chlorophyta) es un alga incolora,
unicelular cocoide, su habitat más frecuente son los
cuerpos de agua y suelos contaminados, incluso
con petróleo y es además patógeno oportunista en
hombres y animales (Sudman, 1974; Tyler et al.,
1980; Janosi et al., 2000, 2001).

Cuando se describió el género por primera vez ya
se señaló que era muy similar a Chlorella Beij.
(Trebouxiophyceae, Chlorophyta), diferenciándose

de éste por la ausencia de pigmentación (Krüger,
1894), criterio que siguieron West (1916) y Fritsch
(1956 ). Pero algunos autores lo ubicaron entre los
hongos unicelulares por carecer de pigmentación,
comenzando por Saccardo (1895) que lo clasificó
como una levadura asignándolo a los Endomy-
cetaceae (Ascomycetes), hasta Tubaki & Soneda
(1959) quienes sostenían la misma propuesta. No
obstante la gran mayoría de los investigadores se
inclinaba por considerarlo un alga (Cooke, 1968;
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Arnold & Ahearn, 1972). Hoy en día con técnicas
moleculares ya se probó la relación filogenética en-
tre especies de este género y de Chlorella (Friedl,
1997; Huss et al., 1999).

La utilización de características morfológicas so-
lamente, como caracteres diacríticos para la determi-
nación específica de Prototheca, era poco satisfac-
toria cuando se trataba de clasificar las numerosas
cepas que iban siendo aisladas de la naturaleza
(Cooke, 1968; Arnold & Ahearn, 1972). Es así como
Pore en 1985 establece las bases sobre las cuales
hoy en día se trabaja a nivel taxonómico en este
género, utilizando criterios morfológicos y fisiológi-
cos para el reconocimiento de las especies.

En la actualidad se reconocen los siguientes
taxones: Prototheca zopfii, especie tipo del género,
P. moriformis Krüger, P. stagnora Cooke emend.
Pore, P. wickerhamii Tubaki & Soneda y P. ulmea
Pore (Pore, 1985, 1986).

Si bien la mención de este género es muy poco
frecuente en los estudios florísticos mundiales, lo
que indicaría que no es abundante en la naturaleza o
bien que pasa desapercibida por ser unicelular inco-
lora, su mención en otros estudios especialmente de
tipo clínico es frecuente, lo que revela su importan-
cia desde el punto de vista patogénico (Tindall &
Fetter, 1971).

Por otra parte se ha detectado que algunas cepas
de Prototheca zopfii poseen la capacidad de degra-
dar distintos tipos de hidrocarburos, principalmente
alifáticos, puros o mezclas de los mismos (Walker et
al. 1975 a y b; Walker & Pore 1978; Suzuki et al.,
1998; Yamaguchi et al., 1999). Esta característica

convierte a algunas cepas de esta especie de algas
en herramientas de potencial valor económico para
su utilización como agentes de biorremediación en
ambientes contaminados con dichos compuestos.

El objetivo de este trabajo fue llevar a cabo el
estudio morfológico y fisiológico de la cepa aislada
conducentes a su correcta determinación específica
y también evaluar la propiedad que presenta  de
crecer en un  medio de cultivo in vitro con “gas oil”
como única fuente de carbono y energía.

MATERIAL Y MÉTODOS

Prototheca zopffi fue aislada durante septiembre
del 2000 a partir de muestras de agua provenientes
del río Reconquista (Argentina, Provincia de Bue-
nos Aires, Partido de Tigre) (Fig. 1), río contamina-
do por acción antropogénica (Castañé et al., 1998).
Los equipos utilizados para la medición de la tempe-
ratura, pH, conductividad y turbidez del agua fue-
ron respectivamente: un termómetro de mercurio
convencional, un pHmetro Hanna MI8424, un
conductímetro Myron L AR 1 y un turbidímetro
Hach 2100 N.

Se tomaron muestras completas con botellas es-
tériles de 5 l de capacidad, a 1,5 m de profundidad,
que se llevaron refrigeradas al laboratorio en donde
se procesaron inmediatamente.

Para llevar a cabo el aislamiento a partir de la
muestra de agua, se centrifugaron alícuotas de 40 ml
a 5000 rpm durante 15 minutos utilizando una centrí-
fuga de mesa Sorvall SS-4 manual, con un rotor SS-
34. Los sobrenadantes fueron descartados y los
precipitados se resuspendieron en un volumen final
de 1 ml de agua destilada estéril para sembrarse en
medio salino Yeast Nitrogen Base, Difco (YNB)
agarizado con 1% (v/v) de “gas oil”, como única
fuente de carbono, en cajas de Petri de 9 cm de
diámetro.

La cepa aislada se transfirió a medio Sabouraud
agarizado en pico de flauta, en tubos de 20 ml y así
se conservó en el cepario de la cátedra de Ficología
(Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universi-
dad de Buenos Aires).

Condiciones de cultivo:

En todos los casos las incubaciones se llevaron a
cabo a 27 ± 1 ºC durante los tiempos indicados en
cada ensayo; con agitación a 200 rpm en un agitador
rotatorio para el caso de los cultivos líquidos y
estáticamente para los cultivos en medio sólido.

Fig. 1.- Localización del río Reconquista (Buenos Aires,
Argentina).
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Asimilación de fuentes carbonadas:

Para los estudios de aprovechamiento de fuentes
carbonadas se utilizó como medio basal el medio
PIM (Pore, 1985) líquido y agarizado, el que fue
suplementado con los siguientes compuestos
carbonados de grado analítico al 1% (p/v): D-(+)-
glucosa, acetato de sodio, D-(+)- galactosa, 1-
propanol y D-(+)- trehalosa, incluyéndose un con-
trol no suplementado.

Se utilizó un inóculo proveniente de medio YNB
líquido suplementado con 1 % de glucosa, que se
hizo crecer durante 48 horas. Las células a inocular
se lavaron por centrifugación y resuspensión en
agua destilada estéril. Para los ensayos en medio
líquido (50 ml de medio de cultivo en Erlenmeyers de
250 ml), se inocularon 105 células/ml y los cultivos
se desarrollaron durante 48 y 72 horas.

Para los ensayos en medio agarizado se inocula-
ron cajas de Petri de 9 cm de diámetro, conteniendo
10 ml del medio de cultivo, con 0,1 ml de una suspen-
sión celular de 104 células/ ml , la que se distribuyó
sobre la superficie del medio con una espátula de
Drigalsky. Las placas de Petri se incubaron por un

período total de 21 días realizando observaciones
semanales.

El crecimiento se evaluó en el caso de los me-
dios líquidos espectrofotométricamente como den-
sidad celular, midiendo la absorbancia a 630 nm,
de una suspensión celular adecuada, utilizando un
equipo Metrolab 330. Cuando se utilizaron medios
sólidos, el crecimiento se evaluó visualmente
como superficie del medio cubierta con colonias
del alga, dándole valores arbitrarios: + (crecimien-
to evidente dentro de la 1er semana de incubación),
± (crecimiento evidente luego de la 2da semana), -
(no crecimiento al cabo de 21º dìa).

Utilización de “gas oil”:

Para evaluar la capacidad de la cepa de metabo-
lizar “gas oil”, se utilizó medio PIM líquido suple-
mentado con las siguientes concentraciones de
“gas oil” comercial : 0; 1; 5 y 10 % (v/v). El medio se
inoculó con 103 células/ml, proveniente de un culti-
vo desarrollado en el mismo medio conteniendo 1 %
de “gas oil”, durante 48 horas. Antes de ser inocula-
das las células fueron lavadas por centrifugación y

Fig. 2.- Prototheca zopfii Krüger. A: aspecto general de las colonias, en medio de cultivo agarizado. B-C: células
vegetativas y paredes celulares vacías del autosporocisto. D: autosporas liberándose.
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finalmente se resuspendieron en agua destilada es-
téril. El crecimiento se evaluó a los 7, 14 y 21 días por
recuento de UFC (Unidades Formadoras de Colo-
nias) de diluciones celulares apropiadas en medio
PIM agarizado conteniendo glucosa 1% (p/v).

En los gráficos la altura de la barra representa el
promedio de los valores de un test hecho por dupli-
cado y repetido por lo menos una vez.

La evaluación de la respuesta del alga a las dife-
rentes fuentes de carbono y a las concentraciones
de “gas oil” y los ensayos control (sin fuente carbo-
nada) se realizaron utilizando ANOVA de un factor
con un nivel de p<0.05 (Zar, 1996).

Estudios morfológicos:

El estudio morfológico fue realizado mediante la
observación del material con microscopio óptico
Zeiss Standard 14 equipado con tubo de dibujo y
cámara fotográfica automática.

Se realizaron tinciones con solución de lugol
para detectar la presencia de almidón y con azul de
metileno para detectar la presencia de vaina.

RESULTADOS

Descripción morfológica:

Colonias blancas de bordes ondulados, brillan-
tes, cremosas. Células hidrofóbicas cuando crecen
en medio líquido ( Fig. 2 A).

Células esféricas a ovoideas y algunas pocas
reniformes, con un leucoplasto laminar y gránulos

de almidón. Autosporocistos esféricos u ovoides
(Fig. 2 B-D).

Reacción con lugol positiva evidenciando la pre-
sencia de almidón. Vaina ausente.

Dimensiones: células vegetativas esféricas: 10-
12 µm de diám. y ovoideas: 6-8 x 8,5-12 µm;
autosporocistos esféricos: 14-15 µm de diám. y
ovoideos: 8-12 x 12,5-16 µm; autosporas esféricas:
4-5 µm de diám. y ovoideas: 4-5 x 5-7 µm.

Las características físico-químicas del agua en el
momento del muestro fueron, temperatura: 20,0 ±
0,5ºC, pH: 7,2 ± 0,1, conductividad: 695 µS y turbi-
dez: 66 NTU.

Ensayos de nutrición:

Para confirmar la determinación específica del
aislamiento de Prototheca se valoró el crecimiento
celular en las distintas fuentes carbonadas (Fig. 3)
(diferencia significativa con respecto al control
ANOVA p<0.05). Se comprobó que la cepa aislada
fué capaz de utilizar como fuentes carbonadas:
acetato (como su sal sódica), 1-propanol, y no utili-
zó galactosa ni trehalosa, al cabo de 72 horas de
incubación. En los cultivos desarrollados en medio
agarizado, los resultados valorados al 21° día de
cultivo no variaron cualitativamente respecto de los
obtenidos en medio líquido en cuanto a la asimila-
ción de acetato, 1-propanol y trehalosa; pero sí en
cuanto a la asimilación de galactosa. Si bien en este
último caso el crecimiento sobre este monosacárido
no alcanzó los valores observados para 1-propanol

Fig. 3.- Densidad celular de P. zopfii en medio PIM suplementado con 1 % (p/v) de: Galactosa (GAL), Acetato de Na
(ACE), 1-propanol (PRO), Trehalosa (TRE) y sin fuente carbonada al cabo de 48 horas (barra tramada) y 72 horas
(barra vacía) en medio líquido y los 21 días en medio sólido (inserto). D.O.: Densidad óptica como absorbancia a 630 nm;
— Desviación standard; (*) Significativamente diferente del cultivo control (p<0.05).
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y acetato, fué superior al hallado para trehalosa y el
cultivo control sin fuente carbonada,como se mues-
tra en el inserto de la figura 3; lo que probaría la lenta
asimilación de este azúcar atribuida a P. zopfii (Pore,
1985).

Crecimiento en hidrocarburos

Los resultados obtenidos de creciminento de P.
zopfii, incubada en medio basal conteniendo distin-
tas concentraciones de “gas oil”, por distintos pe-
ríodos de tiempo (Fig. 4), evidenciaron que la cepa
aislada era capaz de utilizar “gas oil”  como único
recurso de carbono y energía para su crecimiento,
difiriendo este significativamente para todas las
concentraciones ensayadas respecto del control no
suplementado con fuente carbonada (ANOVA,
p<0.05).

DISCUSIÓN

Mientras que Prototheca es un género fácilmen-
te distinguible, las cuatro especies que lo constitu-
yen no lo son tanto, al menos por sus características
morfológicas (Pore, 1985). Así, la incapacidad de
utilizar trehalosa y la capacidad de utilizar 1-
propanol y acetato como fuentes carbonadas permi-
tieron diferenciar con seguridad a P. zopfii de P.
wickerhamii presente, en forma numéricamente ma-
yoritaria, en aguas contaminadas (Tubaki &
Soneda, 1959).

La capacidad de desarrollarse en un compuesto
como el “gas oil” y muy probablemente de degra-
darlo, hacen de esta cepa de Prototheca zopfii,
reportada como patógeno humano (Tindall &
Fetter, 1971), un riesgo potencial para el hombre en
zonas contaminadas con hidrocarburos u otros
xenobióticos de origen antropogénico.

Por otro lado, la posible utilización de esta alga
para trabajos de biorremediación en sistemas estric-
tamente confinados, la convierten en una herra-
mienta potencial para el tratamiento de materiales de
distintos orígenes conteniendo hidrocarburos y de-
rivados del petroleo, como es el caso de numerosos
residuos industriales.
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