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ABSTRACT: Vigna, M. S., Alberghina, J., Del Ménaco, S. &Galvagno, M. A. 2002Prototheca
zopfii (Chlorophyta) able to degrade “gas oil”, recorded for the first time in contaminated waters in
Argentina.Darwiniana40(1-4): 45-50.

Prototheca zopfi{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 oP. zopfiifor “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.

Key words: Prototheca zopfji Argentina, Nutritional study, “Gas oil” utilization, Chlorophyta,
Algae.

RESUMEN: Vigna, M. S., Alberghina, J., Del Ménaco, S&MGalvagno, M. A. 2002Prototheca zopfii
(Chlorophyta) capaz de utilizar “gas oil”, registrada por primera vez en aguas contaminadas de
ArgentinaDarwiniana40(1-4): 45-50.

Prototheca zopfies una alga cocoide, incolora que hemos aislado del rio Reconquista en septiembre del
2000 (Argentina, Prov. de Buenos Aires, Pdo. Tigre). Para la correcta identificacion de la especie se
llevaron a cabo estudios morfoldgicos y fisioldgicos (asimilacion de fuentes carbonadas). La capacidad de
utilizar “gas oil” deP. zopfiise evalué por su capacidad de crecimiento en medios de cultivo conteniendo
“gas oil” hasta el 10% (v/v) como Unica fuente de carbono y energia.

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

INTRODUCCION

Prototheca zopfiiKriiger 1894 (Trebouxio- de éste por la ausencia de pigmentacion (Kriger,
phyceae, Chlorophyta) es un alga incoloral894), criterio que siguieron West (1916) y Fritsch
unicelular cocoide, su habitat mas frecuente son 168956 ). Pero algunos autores lo ubicaron entre los
cuerpos de agua y suelos contaminados, inclu§@ngos unicelulares por carecer de pigmentacion,
con petréleo y es ademas patdgeno oportunista @@menzando por Saccardo (1895) que lo clasifico
hombres y animales (Sudman, 1974; Tyler et aicomo una levadura asignandolo a los Endomy-
1980; Janosi et al., 2000, 2001). cetaceae (Ascomycetes), hasta Tubaki & Soneda

Cuando se describi6 el género por primera vez y4959) quienes sostenian la misma propuesta. No
se sefialé que era muy similarChlorella Beij.  obstante la gran mayoria de los investigadores se
(Trebouxiophyceae, Chlorophyta), diferenciandosiclinaba por considerarlo un alga (Cooke, 1968;
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convierte a algunas cepas de esta especie de algas
en herramientas de potencial valor econémico para
su utilizacién como agentes de biorremediacién en
ambientes contaminados con dichos compuestos.
El objetivo de este trabajo fue llevar a cabo el
estudio morfologico y fisiolégico de la cepa aislada

B i conducentes a su correcta determinacion especifica
Hli= y también evaluar la propiedad que presenta de
= ! crecer en un medio de cultiiovitro con “gas oil”
Buenos Alres 'x___l como Unica fuente de carbono y energia.
 J MATERIAL Y METODOS
4 152 ism ﬁ,' Prototheca zopffiue aislada durante septiembre

del 2000 a partir de muestras de agua provenientes
Fig. 1.- Localizacion del rio Reconquista (Buenos Airesdel ”0. Reconq.wsta (Argentlng, PrOV,InCIa de Sue-
Argentina). nos Aires, !Darudo de Tlgrg) (Fig. 1), rio contamina-
do por accion antropogénica (Castafié et al., 1998).
Arnold & Ahearn, 1972). Hoy en dia con técnicas os equipos utilizados para la medicion de la tempe-
moleculares ya se prob¢ la relacion filogenética ematura, pH, conductividad y turbidez del agua fue-
tre especies de este género yatgorella (Friedl, ron respectivamente: un termometro de mercurio
1997; Huss et al., 1999). convencional, un pHmetro Hanna MI8424, un
La utilizacion de caracteristicas morfologicas sceonductimetro Myron L AR 1 y un turbidimetro
lamente, como caracteres diacriticos para la deterrfiach 2100 N.
nacion especifica derototheca era poco satisfac-  Se tomaron muestras completas con botellas es-
toria cuando se trataba de clasificar las numerosgsiles de 5 | de capacidad, a 1,5 m de profundidad,
cepas que iban siendo aisladas de la naturalegge se llevaron refrigeradas al laboratorio en donde
(Cooke, 1968; Arnold & Ahearn, 1972). Es asi comege procesaron inmediatamente.
Pore en 1985 establece las bases sobre las cualepara llevar a cabo el aislamiento a partir de la
hoy en dia se trabaja a nivel taxonémico en esfguestra de agua, se centrifugaron alicuotas de 40 ml
género, utilizando criterios morfologicos y fisiol6gi-a 5000 rpm durante 15 minutos utilizando una centri-
cos para el reconocimiento de las especies. fuga de mesa Sorvall SS-4 manual, con un rotor SS-
En la actualidad se reconocen los siguiente®. Los sobrenadantes fueron descartados y los
taxonesPrototheca zopfjiespecie tipo del género, precipitados se resuspendieron en un volumen final
P. moriformisKruger, P. stagnoraCooke emend. de 1 ml de agua destilada estéril para sembrarse en
Pore,P. wickerhamiiTubaki & Soneda Y. ulmea medio salino Yeast Nitrogen Base, Difco (YNB)
Pore (Pore, 1985, 1986). agarizado con 1% (v/v) de “gas oil”, como Unica
Si bien la mencion de este género es muy podgente de carbono, en cajas de Petri de 9 cm de
frecuente en los estudios floristicos mundiales, lgiametro.
que indicaria que no es abundante en la naturaleza d_a cepa aislada se transfirio a medio Sabouraud
bien que pasa desapercibida por ser unicelular incagarizado en pico de flauta, en tubos de 20 mly asi
lora, sumencion en otros estudios especialmente sieconservoé en el cepario de la catedra de Ficologia
tipo clinico es frecuente, lo que revela su importar{fFacultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universi-
cia desde el punto de vista patogénico (Tindall &ad de Buenos Aires).
Fetter, 1971). - .
Por otra parte se ha detectado que algunas Cegé)sndmlones de cultivo:
dePrototheca zopfiposeen la capacidad de degra- EN todos los casos las incubaciones se llevaron a
dar distintos tipos de hidrocarburos, principalmentgab0 a 27 + 1 °C durante los tiempos indicados en
alifaticos, puros o mezclas de los mismos (Walker 8fda ensayo; con agitacion a 200 rpm en un agitador
al. 1975 a y b; Walker & Pore 1978; Suzuki et alfotatorio para el caso de los cultivos liquidos y
1998; Yamaguchi et al., 1999). Esta caracteristi@staticamente para los cultivos en medio sélido.
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Fig. 2.- Prototheca zopfiKrliger. A: aspecto general de las colonias, en medio de cultivo agarizado. B-C: células
vegetativas y paredes celulares vacias del autosporocisto. D: autosporas liberandose.

Asimilacion de fuentes carbonadas: periodo total de 21 dias realizando observaciones
Para los estudios de aprovechamiento de fuenteamanales.

carbonadas se utiliz6 como medio basal el medio El crecimiento se evalué en el caso de los me-

PIM (Pore, 1985) liquido y agarizado, el que fudlios liquidos espectrofotométricamente como den-

suplementado con losiguientes compuestos sidad celular, midiendo la absorbancia a 630 nm,

carbonados de grado analitico al 1% (p/v): D-(+)de una suspension celular adecuada, utilizando un

glucosa, acetato de sodio, D-(+)- galactosa, Bquipo Metrolab 330. Cuando se utilizaron medios

propanol y D-(+)- trehalosa, incluyéndose un corsdlidos, el crecimiento se evalué visualmente

trol no suplementado. como superficie del medio cubierta con colonias
Se utilizé un inéculo proveniente de medio YNBdel alga, dandole valores arbitrarios: + (crecimien-

liquido suplementado con 1 % de glucosa, que $& evidente dentro de I&&emana de incubacion),

hizo crecer durante 48 horas. Las células a inocular(crecimiento evidente luego de 1& 8 mana);

se lavaron por centrifugacion y resuspension gmo crecimiento al cabo de 21° dia).

agua destilada estéril. Para los ensayos en meﬂ?llizacién de

liquido (50 ml de medio de cultivo en Erlenmeyers de i
250 ml), se inocularon i@élulas/mly los cultivos  Para evaluar la capacidad de la cepa de metabo-

se desarrollaron durante 48 y 72 horas. lizar “gas oil", se utiliz6 medio PIM liquido suple-
Para los ensayos en medio agarizado se inocuf@éntado con las siguientes concentraciones de
ron cajas de Petri de 9 cm de diametro, conteniencdfS Oil" comercial : 0; 1,5y 10 % (v/v). El medio se
10 ml del medio de cultivo, con 0,1 ml de una suspeHlocmO con 18células/ml, proveniente de un culti-
sién celular de Hcélulas/ ml , la que se distribuy6 VO desarrollado en el mismo medio conteniendo 1 %
sobre la superficie del medio con una espatula @€ “9as oil", durante 48 horas. Antes de ser inocula-
Drigalsky. Las placas de Petri se incubaron por Jiigs las células fueron lavadas por centrifugacion y
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Fig. 3.- Densidad celular d& zopfiien 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 vacia) en medio liquido y los 21 dias en medio solido (inserto). D.O.: Densidad 6ptica como absorbancia a 630 nm;
— Desviacion standard; (*) Significativamente diferente del cultivo control (p<0.05).

finalmente se resuspendieron en agua destilada £§- almidon. Autosporocistos esféricos u ovoides

téril. El crecimiento se evalud alos 7, 14y 21 dias périg- 2 B-D).

recuento de UFC (Unidades Formadoras de Colo- Reaccion con lugol positiva evidenciando la pre-

nias) de diluciones celulares apropiadas en medi¢ncia de almidon. Vaina ausente.

PIM agarizado conteniendo glucosa 1% (p/v). Dimensionescélulas vegetativas esféricas: 10-
En los gréficos la altura de la barra representa & Hm de diam. y ovoideas: 6-8 x 8,5-12m;

promedio de los valores de un test hecho por dupfiutosporocistos esféricos: 14-3fn de diam. y

cado y repetido por lo menos una vez. ovoideos: 8-12 x 12,5-1fim; autosporas esféricas:
La evaluacion de la respuesta del alga a las difé=51m de diam. y ovoideas: 4-5 x 4.

rentes fuentes de carbono y a las concentracioneskas caracteristicas fisico-quimicas del agua en el

de “gas oil” y los ensayos control (sin fuente carbgnomento del muestro fueron, temperatura: 20,0 +

nada) se realizaron utilizando ANOVA de un factoP,5°C, pH: 7,2+ 0,1, conductividad: §9S y turbi-

con un nivel de p<0.05 (Zar, 1996). dez: 66 NTU.

Estudios morfolégicos: Ensayos de nutricion:

El estudio morfoldgico fue realizado mediante la Para confirmar la determinacion especifica del
observacién del material con microscopio optic@islamiento dérotothecase valord el crecimiento
Zeiss Standard 14 equipado con tubo de dibujoGglular en las distintas fuentes carbonadas (Fig. 3)
camara fotogréafica automatica. (diferencia significativa con respecto al control

Se realizaron tinciones con solucién de lugofNOVA p<0.05). Se comprob6 que la cepa aislada
para detectar la presencia de almidén y con azul 8 capaz de utilizar como fuentes carbonadas:

metileno para detectar la presencia de vaina.  acetato (como su sal sodica), 1-propanol, y no utili-
z6 galactosa ni trehalosa, al cabo de 72 horas de

RESULTADOS incubacion. En los cultivos desarrollados en medio
agarizado, los resultados valorados al 21° dia de
Descripcion morfoldgica: cultivo no variaron cualitativamente respecto de los

Colonias blancas de bordes ondulados, brillafPtenidos en medio liquido en cuanto a la asimila-
tes, cremosas. Células hidrofébicas cuando crecgi®n de acetato, 1-propanol y trehalosa; pero si en
en medio liquido ( Fig. 2 A). cuanto a la asimilacion de galactosa. Si bien en este

Células esféricas a ovoideas y algunas pocggimo caso el crecimiento sobre este monosacarido
reniformes, con un leucoplasto laminar y granulo0 alcanzd los valores observados para 1-propanol
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Fig. 4.- Crecimiento dB.zopfiien medio PIM suplementado con “gas oil” a las concentraciones (v/v) indicadas y no
suplementado, al cabo de 7, 14 y 21 dias de incubacién. — Desviacion standard; (*) Significativamente diferente del
cultivo control (p<0.05) en el dia correspondiente.

y acetato, fué superior al hallado para trehalosa y el La capacidad de desarrollarse en un compuesto

cultivo control sin fuente carbonada,como se muesemo el “gas oil” y muy probablemente de degra-

tra en el inserto de la figura 3; lo que probaria la lentlarlo, hacen de esta cepa @eototheca zopfji

asimilacion de este az(car atribuida aopfi(Pore, reportada como patdogeno humano (Tindall &

1985). Fetter, 1971), un riesgo potencial para el hombre en

Crecimiento en hidrocarburos zonas ,cpntaminaglas con hidrolcz_irburos u otros
i o xenobidticos de origen antropogénico.

Los resultados obtenidos de creciminentd®de  por otro lado, la posible utilizacién de esta alga
zopfii, incubada en medio basal conteniendo distinsa g trabajos de biorremediacién en sistemas estric-
tas concentraciones de “gas oil", por distintos pgamente confinados, la convierten en una herra-
riodos de tiempo (Fig. 4), evidenciaron que la ceRgjenta potencial para el tratamiento de materiales de
aislada era capaz de utilizgas oil” como unico gstintos origenes conteniendo hidrocarburos y de-

recurso de carbono y energia para su crecimieni;ados del petroleo, como es el caso de nUMerosos
difiriendo este significativamente para todas lagsiquos industriales.
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