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Efecto de la salinidad en la actividad sexual de Dunaliella
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RESUMEN

Se evalia el efecto de la concentracién salina sobre la actividad sexual en Dunaliella salina, cepa CONC-006, mediante
registros periddicos de la proporcion de cigotos y cigosporas del total de células observadas en los cultivos. Los resultados
revelan que a concentraciones salinas bajas, de 2 y 5% de NaCl, se estimula la actividad sexual de esta cepa; en cambio, a
concentraciones salinas altas, de 30% de NaCl, la sexualidad se ve disminufda. Se discuten las condiciones que podrian
provocar estas respuestas, asi como se puntualiza la relevancia que tendrfan los estudios cuantitativos de reproduccién sexual
en el manejo de las poblaciones de D. salina.

Palabras claves: D. salina, sexualidad, salinidad.

ABSTRACT

The effect of salt concentration on sexual activity of Dunaliella salina, strain CONC-006, was evaluated by periodic recording
of the ratio of zygotes and zygospores to total cells observed in the cultures. Results indicate that at low salt concentrations,
2 and 5% NaCl, the sexual activity of this strain is enhanced; on the contrary, at the highest salt concentration tested, 30%
NaCl, sexuality is diminished. Conditions which might trigger sexuality in this strain is discussed; also the relevance of

quantitative estimates of sexual reproduction for the management of D. salina populations is pointed out.

Keywords: D. salina, sexuality, salinity.

INTRODUCCION

Dunaliella salina (1905) Teodoresco
(Chlorophyta, Volvocales) es la principal
fuente algal para la produccién comercial
de betacaroteno y glicerol en diversos paises
del mundo (Borowitzka et al. 1984,
Borowitzka & Borowitzka 1988). Este
organismo eucarionte presenta la mayor
halotolerancia conocida, lo que favorece su
cultivo en condiciones de laboratorio y
naturales ya que a una alta salinidad se
minimizan los problemas de depredacién,
competencia y patogenicidad (Brown &
Borowitzka 1979, Borowitzka &
Borowitzka 1988). Se han realizado nu-
merosos estudios para establecer las con-
diciones 6ptimas de crecimiento y de pro-
duccién de pigmentos en diferentes cepas

de D. salina (Massyuk 1966, 1973, Ben-
Amotz & Avron 1983, Borowitzka et al.
1984, Borowitzka & Borowitzka 1988,
Cifuentes et al. 1992); sin embargo, los
estudios sobre biologia de la reproduccién
y desarrollo de las especies del género son
escasos.

Lainduccién de sexualidad en microalgas
ha sido estudiada en diversas especies, y
muy detalladamente en Chlamydomonas.
Estos estudios han permitido establecer
algunos factores inductores de sexualidad,
relacionados con estrés ambiental, tales
como la carencia de fuentes de nitrégeno y/
o fésforo en el medio (Ellis & Machlis
1968, Hill 1980, Snell 1980, Trainor 1980,
1986, Tuttle 1980).

Los primeros trabajos realizados en
Dunaliella han sido cualitativos; ellos han
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permitido establecer que el crecimiento y
tipo de reproduccién estin determinados
por laconcentracién de sal y probablemente
por otros pardmetros ambientales (Lerche
1937, Massyuk 1966, Borowitzka 1981).
Posteriormente, Borowitzka et al. (1984)
observaron una intensa actividad sexual
después de diluciones periddicas por
efecto de lluvias durante el desarrollo de
un proyecto piloto de cultivo masivo de
esta especie. En Chile, los estudios sobre
cepas nativas de D. salina se han orientado
principalmente a una caracterizacién
taxonémica (Parraetal. 1990a) y fisiolégica
de las cepas (Parra et al. 1990b, Dellarossa
y Cifuentes 1991, Cifuentes et al. 1992)
con el fin de optimizar su manejo en culti-
vos experimentales y masivos. Solo re-
cientemente, Carvajal (1991) estudié el
efecto de la concentracién salina sobre la
sexualidad en la cepa chilena D. salina,
CONC-001. Sus resultados indican esti-
mulacidén de la sexualidad a concentracio-
nes salinas cercanas a la saturacién y for-
macién de estados de resistencia a niveles
bajos de salinidad.

Los objetivos de este trabajo son deter-
minar y cuantificar el efecto de la concen-
tracion salina sobre la actividad sexual en
D. salina, cepa CONC-006, y establecer
los rangos de salinidad que estimularian su
reproduccidn sexual.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en la cepa chilena
Dunaliella salina, CONC-006, procedente
del Salar de Atacama (Cifuentes et al. 1992)
a partir de un cultivo unialgal y clonal
(seguin Pringsheimen Venkataraman 1969)
mantenido en la cdmara de cultivo del
laboratorio de Ficologia y Bioensayos del
Departamento de Botdnica de la Universi-
dad de Concepcién. Ensayos preliminares
permitieron establecer el cardcter homo-
talico de esta cepa. La deteccidn de células
fusionadas en diversas condiciones de
cultivo y su gran tamaio (Cifuentes et al.
1992) decidieron su eleccién para el pre-
sente estudio.

Durante la etapa experimental se mantu-
vo aproximadamente 150 ml de un cultivo
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madre de la cepa en fase de crecimiento
exponencial mediante recambios semana-
les con 75 ml de medio fresco. Las condi-
ciones experimentales dadas a este cultivo
y a los utilizados en los tratamientos fue-
ron las mismas: medio de cultivo Johnson
modificado por Borowitzka (J/1) (Borowitzka
1988) con 15% de NaCl, densidad de flujo
foténico de 50 pmolm2s’! aprox., medida
con un cuantémetro LICOR modelo 185-
A, temperatura de 23 + 2 °C y fotoperiodo
de 16:8 (L:O) (Condiciones experimenta-
les de mantencién de diferentes cepas de
D.salina en la cimara de cultivo del labo-
ratorio). Se obtuvo lacurvade crecimiento
del cultivo madre bajo las condiciones da-
das, determindndose una tasa de creci-
miento de 0,37 div. dia! y una densidad
celular de 7,8 x 10° células ml!, al final de
la fase de crecimiento exponencial. Los
tratamientos se realizaron en tubos de en-
sayo con 8 ml de medio de cultivo y una
densidad celular inicial de 3 x 10* células
ml!. Se ensayaron las siguientes salini-
dades: 2, 5, 15 y 30 % NaCl, siendo la
salinidad de 15% de NaCl el tratamiento
control ya que esta salinidad ha sido esti-
mada como la 6ptima para el crecimiento
vegetativo de diferentes cepas de D. salina
(Loeblich 1982, Parra et al. 1990b).

Para cuantificar la sexualidad se conside-
ré6 la cantidad relativa de cigotos y
cigosporas del total de células observadas
en cada muestra. El total de células incluyé
alas células vegetativas, agrupamientos de
isogametos, cigotos, cigosporas y estados
de resistencia (cistos). Los cigotos y
cigosporas son estados de facil deteccién
al microscopio foténico con contraste de
fase. Los cigotos son células tetrafla-
geladas, de mayor tamafio que las células
vegetativas y con formas irregulares. Las
cigosporas carecen de flagelos, presentan
forma redondeada y gran pigmentacién. La
diferenciacién entre cigosporas y cistos a
bajas salinidades se basé principalmente
en el color anaranjado que estos dltimos
presentan en cultivo. A salinidades altas,
las células vegetativas son rojizas, al igual
que los cistos pero éstos son de menor
tamafio y de forma esférica.

El recuento se realizé «in vivo», en un
microscopio Carl Zeiss, con aumento de
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400 X con contraste de fase. Cada muestra
fue recorrida en franjas verticales de una
reglilla micrométrica hasta registrar
aproximadamente 400 células.

Se analizaron dos réplicas de cada trata-
miento (tubos de cultivo) y se hizo tres
recuentos (gotas) en cada réplica. Se rea-
lizaron ocho registros de cada tratamiento
durante 15 dias y los resultados se expresa-
ron como porcentaje de cigotos y cigos-
poras del total de células contadas en cada
muestra. Los resultados fueron analizados
estadisticamente mediante el test no
paramétrico de Kruskal & Wallis (Gibbons
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1976). Se determind ademds la densidad de
células totales en todas las salinidades en-
sayadas al comienzo y final del tiempo
experimental. Esto permitié estimar la
densidad de células reproductivas por vo-
lumen de cultivo a cada salinidad en el
iltimo control (348 horas).

RESULTADOS

En las observaciones realizadas durante la
etapa experimental se detectaron varios
estados sexuales del ciclo de vida de D.

Fig. 1. Estados del ciclo sexual de D. salina, cepa CONC-006. 1a. Célula vegetativa, 1b. Agrupamiento de
isogametos, 1¢. Fusion de isogametos, (nétese la presencia de un cisto, estado de resistencia asexual, en el
extremo superior izquierdo de la figura.) 1d. Cigosporas.

Stages in the sexual cycle of D. salina, strain CONC-006. la. Vegetative cell, 1b. Clump of isogametes, 1c. Isogametes
fusion. (note the presence of a cyst, a resistance asexual stage, in the upper left corner of the figure) 1d. Zygospores.
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salina cepa CONC-006, lo que fue eviden-
te a bajas salinidades (2 y 5% de NaCl). Se
observaron células vegetativas de aproxi-
madamente 22 [m en todos los tratamien-
tos ensayados (Fig. la), agrupamientos de
isogametos («clumps») formados por un
niimero variable de células 2-30 aproxima-
damente, unidas por su parte apical (Fig.
tb). Los cigotos son células tetraflageladas,
fusionadas lateral y/o apicalmente, de for-
mas irregulares con un rango de tamafo
entre 20-25 um (Fig. 1c¢). Las cigosporas
presentan formas redondeadas e intensa
coloracién verde, carecen de flagelos y
miden entre 22-30 um de dimetro aproxi-
madamente (Fig. 1d). Las cigosporas tien-
den a sedimentar en el fondo de los tubos
de cultivo, lo que fue observado a simple
vista en los tratamientos a salinidades ba-
jas (2 y 5 % de NaCl).

El analisis cuantitativo revelé que desde
el comienzo de la experiencia y antes de las
60 horas de tratamiento (2,5 dias) no hubo
diferencias significativas en la proporcién
de cigotos y cigosporas entre los diferentes
tratamientos (H=11.95 P>0,1) (Tabla 1).
En la menor salinidad ensayada (2%) hubo
una gran disminucién en el nimero de cé-
lulas probablemente debido a mortalidad
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por shock osmético ya que se detectaron
numerosas células rotas. Esto impidi6 la
cuantificacién de los estados sexuales a
2% NaCl durante los primeros recuentos y
los cultivos se consideraron no viables en
esta salinidad, por lo que los esfuerzos
experimentales se concentraron sobre el
resto de los tratamientos. En observacio-
nes posteriores se detecté un aumento dela
densidad del cultivo y una gran actividad
sexual a 2% de salinidad, por lo que las
observaciones y recuentos se iniciaron tar-
diamente. A la salinidad de 5% la mayoria de
las células se observaron de gran tamafio y de
forma globosa desde el inicio de la experiencia
y hasta las 36 horas de tratamiento, recuperan-
do posteriormente su aspecto normal.

A partir de las 60 horas, los cultivos
presentaron diferencias significativas (P <
0,01) y al final de la experiencia, concen-
traciones salinas bajas (2 y 5 % NaCl)
exhibieronunporcentaje significativamente
mayor de cigotos y cigosporas que los cul-
tivos a mayor salinidad (15y 30% NaCl) (P
< 0,001) (Fig. 2, Tabla 1).

Durante el transcurso del experimento
hubo una relacién negativa entre la propor-
cién de cigotos y cigosporas y la concen-
tracién salina en el medio de cultivo. A

TABLA 1

Porcentaje promedio (+ d.s.) de cigotos y cigosporas de D. salina, cepa CONC-006, en un rango de
concentraciones salinas. Las condiciones experimentales son iguales a las sefialadas en la figura 2.
Mean percentage (+ s.d.) of zygotes and zygospores of D. salina, strain CONC-006, in a range of salinities.
Experimental conditions are the same as in figure 2.

Salinidad (% NaCl)

2 5 15 30 P
Tiempo
(horas)
0 n.d. 0,3+0,65 0,1+0,39 0,1%£0,44 0,5880
24 n.d. 1,0+0,71 0,6%0,67 0,4+0,52 0,0797
60 n.d. 7,3%+1,18 2,2+1,14 1,440,88 0,0025
84 n.d. 9,4+2.66 3,9+£1,22 2,840,93 0,0450
132 n.d. 33,1+2,04 17,1+1,78 12,6%0,93 0,0006
180 66,01+2,42 59,0£1,53 20,7£1,73 7,241,34 0,0001
276 92,4+1,90 61,9+1,44 23,8%1,55 6,510,72 0,0001
348 96,0%1,04 91,6%1,10 17,9+1,10 4,240,54 0,0001

n.d.= no determinado
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una salinidad de 2% de NaCl hubo una
mayor actividad sexual la que disminuyé
progresivamente al aumentar la concentra-
cién de sal en el medio (Tabla 1). Hubo
formacién de cigotos y cigosporas a través
del tiempo en todos los tratamientos ensa-
yados y siendo la salinidad de 15% NaCl la
optima para el crecimiento vegetativo de
esta cepa, al restar la proporcién de cigotos
y cigosporas presente en esta salinidad, se
detecta méas claramente el efecto de las
salinidades extremas sobre la actividad
sexual (Fig. 3). Las diferencias en la
sexualidad entre los tratamientos sugiere
una menor actividad sexual a concentra-
ciones mayores que 15% y una mayor acti-
vidad a menores concentraciones.

Al final de la etapa experimental (348 h;
14,5 dias), los cultivos a salinidades bajas
(2 y 5% NaCl) presentaron un porcentaje de
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Fig. 2. Variacién temporal del porcentaje de cigotos
y cigosporas de D. salina, cepa CONC-006, en un
rango de concentraciones salinas, en medio Johnson
modificado por Borowitzka (J/1); densidad de flujo
foténico de ca. 50 pmolm?s™!, temperatura de 23 £
2°C y fotoperiodo de 16:8 (L:0).

Temporal variation in the percentage of zygotes and
zygospores of D. salina, strain CONC-006, in a range of
salinities, in Johnson medium modified by Borowitzka (J/1);
photon flux density of ca. 50 umolms’!, temperature of 23
2°C and photoperiod of 16:8

135

cigotos y cigosporas superior al 90% y los
sometidosa 15y 30% de NaCl tan s6lo 17,9
y 4,2%, respectivamente (Fig. 2). La maxi-
ma proporcién de cigotos y cigosporas
(>90%) se registré a las 348 horas (14,5
dias) a2y 5 % de NaCl (Tabla 1).

Con los valores de densidad de células
inicial y final se determiné las tasas de
crecimiento promedio de la poblacién a las
diferentes salinidades ensayadas. La Tabla
2 muestra diferencias en las tasas de cre-
cimiento promedio y en las densidades ce-
lulares finales de los cultivos entre los
tratamientos. L.a mayor tasa se obtuvo a
15% de NaCl, lo que corrobora la salinidad
6ptima descrita para esta especie. La tasa
de crecimiento disminuye hacia ambos
extremos de las salinidades ensayadas.
Entre 5y 15% de NaCl, las tasas de creci-
miento son similares (0,3 div.dia’!) y

90
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Fig. 3. Variacién temporal del porcentaje de cigotos
y cigosporas de D. salina, cepa CONC-006 restado
del tratamiento control, en un rango de concentra-
ciones salinas. Las condiciones experimentales son
iguales a las sefialadas en la figura 2.

Temporal variation in the percentage of zygotes and zygo-
spores of D. salina, strain CONC-006, in a range of
salinities, subtracted from the control treatment. Experimen-
tal conditions are the same as in figure 2.
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diminuyen a valores de 0,24 y 0,17 (div.dia’!) a
5y 30% de NaCl respectivamente. La rela-
tivamente alta densidad celular a 5% de
NaCl, registrada al final de la experiencia
explica la mayor cantidad absoluta de
cigotos y cigosporas a esa salinidad com-
parada con la obtenida a 2 %, al final de la
experiencia (Tabla 2).

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La presencia de los estados del ciclo de
vidade D. salina, cepa CONC-006, en todo
el rango de concentraciones salinas ensa-
yado, comprueba la gran halotolerancia
caracteristica de este género (Borowitzka
& Borowitzka 1988). Los resultados obte-
nidos senalan que la estimulacién del pro-
ceso sexual no fue producto de un shock
salino ya que la deteccién de diferencias
significativas de actividad sexual entre los
tratamientos (H=11,95; P < 0,01) requirié
de al menos 60 horas (2,5 dias). Esto
concuerda con las observaciones realiza-
das por Lerche (1937) quien indujo sexua-
lidad en D. salina a partir de las 48-96 ho-
ras (2-4 dias) de experimentacidn.

El crecimiento de las poblaciones de
microalgas en cultivo se produce princi-
palmente debido a un proceso reproductivo
asexual y, en menor grado, sexual. Las
poblaciones presentan una mayor activi-
dad reproductiva sexual en condiciones de
estrés ambiental, estrategia ampliamente
utilizada por los organismos para mantener
una poblacién minima viable (Snell 1980,
Trainor 1980, Tuttle 1980).

Bajo condiciones de laboratorio, la
salinidad 6ptima para el crecimiento
vegetativo de diferentes cepas de D. salina
es de aproximadamente 12% a 15%
(Loeblich 1982, Parra et al. 1990a, Avron
1992) lo que ha sido corroborado en este
trabajo para la cepa CONC-006 (Tabla 2).
Concentraciones salinas mayores y meno-
res a este rango representarian condiciones
de estrés salino, estrés que aumentaria pro-
gresivamente al alejarse del 6ptimo. De
acuerdo a lo anterior, se esperaria un au-
mento de la actividad sexual a medida que
aumentamos el estrés salino. Los resulta-
dos de este estudio muestran un aumento
de la actividad sexual hacia el limite infe-
rior (condicién hiposmética). Por el con-
trario, hacia el limite superior (condicién

TABLA 2

Densidad celular inicial y final, tasa de crecimiento promedio y nimero relativo y absoluto de
cigotos y cigosporas en D.salina cepa CONC-006 a distintas salinidades. Las condiciones
experimentales son iguales a las sefialadas en la figura 2.

Initial and final cellular density, mean growth rate, and relative and absolute abundance of zygotes and zygospores
of D. salina strain CONC-006 at differents salinities. Experimental conditions are the same as in figure 2.

SALINIDAD (%)

2 5 15 30
D, (céls.ml') x 10° 0,3 0,3 0,3 0,3
D, (céls.ml') x 10° 3,20 6,00 7,80 0,98
k (div.dia!) 0,24 0,30 0,32 0,17
" % final céls. 96,0 91,6 17,9 4,2
reproductivas (*)
. Dfer (céls.ml!) 3,1 5,5 1,4 0,041

x 10° (%)

"D, = Densidad inicial de células totales
D, = Densidad final de células totales

k = Tasa de crecimiento promedio (Guillard 1973)
Dfcr =.Densidad final de células reproductivas (¥)
(*) = Cigotos + cigosporas
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hiperosmdtica) ocurre unadisminucién de
la actividad sexual, que se podrfa explicar,
en parte, por lamenor densidad celular (9.8
x 10* células/ml) a esas salinidades.
Borowitzka (1981) sefiala que Dunaliella
salina existe como célula vegetativa mévil
a salinidades entre 4% y saturacién, lo que
concuerda con nuestros resultados. En la
salinidad de 2% ocurre una gran mortali-
dad celular inicial por shock salino; sin
embargo, aunque no se detecté mortalidad
diferencial entre cigosporas y células
vegetativas a esta salinidad, probablemen-
te hubo sobrevivencia de cigosporas, ya
que éstas por presentar pared celular serian
mas resistentes a variaciones bruscas de la
salinidad. Estas cigosporas podrian ser las
responsables de las relativamente altas
densidades celulares detectadas posterior-
mente en los cultivos a baja salinidad (2%)
(Tabla 2).

A concentraciones salinas altas la
solubilidad del CO, en el medio disminuye,
siendo éste un factor limitante para el cre-
cimiento de las poblaciones algales.
Borowitzka & Borowitzka (1988) sefialan
que a concentraciones de sal mayores que
25%, la solubilidad del CO, disminuye en
el medio en mds de un 50% de la que tiene
la salinidad del agua de mar (3% NaCl), y
la forma de carbono inorgnico predomi-
nante en estas condiciones es el CO,=. Por
otra parte, se ha determinado que concen-
traciones altas de salinidad estimulan la
sintesis de pigmentos carotenoideos (Ben-
Amotz & Avron 1983, Borowitzka et al.
1984) y la produccién de glicerol intra-
celular como respuesta osmoregulatoria
(Ben-Amotz & Avron 1973, Borowitzka &
Brown 1974, Avron 1992). Una menor dis-
ponibilidad de CO, y una mayor asignacién
de recursos a sintesis de pigmentos y de
glicerol a altas salinidades, disminuirian la
sintesis celular y por ello la actividad
reproductiva tanto asexual como sexual.

Lerche (1937) plantea que la disminu-
cién de nutrientes por agotamiento natural
enun medio de cultivo envejecido estimula

-la actividad sexual. Esta autora ha obser-
vado un aumento de la actividad sexual en
cultivos de D. salina en fase estacionaria
de crecimiento, actividad que disminuye al
diluir con medio fresco.  Para separar el
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efecto que tiene el envejecimiento del cul-
tivo sobre la sexualidad del efecto de la
salinidad propiamente tal se ha restado el
porcentaje de actividad sexual obtenido a
la salinidad de 15% de NaCl (crecimiento
6ptimo) a los valores de actividad sexual
obtenidos en cada salinidad (Fig. 3). La
tabla 2 muestra la densidad de células ini-
cial y final y la tasa de crecimiento prome-
dio de la cepa en estudio ( D. salina cepa
CONC-006) a diferentes salinidades. La
mayor tasa de crecimiento promedio y la
mayor densidad celular al final de la fase
de crecimiento exponencial se obtuvoen la
salinidad de 15%. Esta mayor densidad
celular podria originar una mayor disminu-
cién de nutrientes en el medio lo que expli-
caria en parte, el aumento de la actividad
sexual registrada durante el tiempo experi-
mental a esta salinidad (0,1-17,9%). Los
resultados permiten establecer un rango de
salinidad entre 2 y 5% de NaCl en el que se
estimula la actividad sexual de D. salina
cepa CONC-006. A concentraciones sali-
nas menores, la viabilidad de los cultivos
se ve afectada (lisis celular) y a salinidades
mayores hay predominio de células
vegetativas. Sin embargo, estos resultados
difieren de aquellos obtenidos por Carvajal
(1991) para una cepa distinta de D. salina.
Esta autora encuentra un predominio de
estados de resistencia (cistos) a salinidades
bajas y de estados sexuales a salinidades
altas. Estas diferencias podrian explicarse
por las caracteristicas fisiolégicas propias
de cada cepa (Cifuentes et al. 1992).

Para la produccién comercial de D. sali-
na es relevante optimizar la sintesis de
carotenos y de glicerol. Ya que los niveles
de mxima produccién de estos metabolitos
ocurre en condiciones sub6ptimas de creci-
miento, y siendo la salinidad una de las
variables mds utilizadas en el manejo de
cultivos a escala experimental, piloto y
comercial, los resultados del presente tra-
bajo constituyen un aporte para tales fines.
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