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PRODUCTIVITATEA SI COMPONENTA BIOCHIMICA A MICROALGEI VERZI
DUNALIELLA SALINA
LA CULTIVARE PE LICHID CULTURAL AL SPIRULINEI SUPLIMENTAT
CU NaCl, IONI DE NO,* SI SO *

Cezara BIVOL
Catedra Biologie Vegetala

The study of productivity and biochemical properties of green microalga Dunaliella salina cultivated on the organic-
mineral medium produced on the base of the cultural liquid from Spirulina platensis, supplemented with NaCl, NO,  and
SO, ions are presented. The productivity is higher in the presence of the maximum concentration of NaCl-NO," and
NaCl-SO,* associations. The highest biochemical content has been obtained for maximum investigated concentra-
tions—0,5 g/l NaNO, and 0,75 g/l MgSO,-7H,0O. In the high concentrations NaCl can act as stimulating and inhibitory
factor in dependence of concentrations of other ions.

Introducere

Cianobacteriile si microalgele reprezinta importante obiecte de studiu ale microbiologiei, servind ca mo-
dele de descifrare a mecanismelor fotosintezei, azot-fixarii, osmoreglarii, a proceselor de epurare naturald a
bazinelor acvatice etc. In acest context, ele prezinti interes ca reglatori ai proceselor respective, contribuind
la realizarea tendintelor biotehnologiei contemporane, printre cele mai evidente fiind rezolvarea problemelor
poluarii globale si cele ale epuizarii resurselor alimentare [1].
lina platensis si microalga Dunaliella salina constituie surse valoroase de substante bioactive pe larg utilizate
in diverse domenii ale microbiologiei industriale. Microalga verde Dunaliella salina este cunoscuta, in special,
datorita continutului sporit de B-caroten si glicerol in componenta sa. De asemenea, dunaliela este un organism
halofil, fiind una dintre putinele organisme care poate supravietui in concentratii Tnalte de saruri In mediul
ambiant. Acest avantaj deseori este aplicat in incercarile de cultivare a dunalielei pe ape reziduale cu un grad
divers de mineralizare sau poluare.

In contextul celor expuse, prezintd interes cresterea microalgei Dunaliella salina pe lichidul cultural, rezultat
in urma producerii biomasei cianobacteriei Spirulina platensis. Lichidul cultural contine importante substante
minerale si organice eliberate in mediu 1n procesul activitatii vitale a spirulinei, care, la suplimentarea cu NaCl in
concentratii de 30-120 g/, satisfac necesitatile nutritive ale dunalielei si asigura cresterea ei normala [2].

Astfel, pentru a asigura o productivitate mai sporita si o compozitie biochimica mai Tnalta, ne-am propus sa
suplimentdm lichidul cultural nu doar cu NaCl, dar si cu ioni de NO,> si SO,*, azotul si sulful fiind elemente
absolut necesare proceselor de biosinteza a compusilor organici.

Scopul prezentei lucriri este studierea influentei diverselor concentratii de NaCl, NO,> si SO, asupra
productivitatii si componentei biochimice a dunalielei cultivate pe mediul organo-mineral, preparat in baza
lichidului cultural al spirulinei.

Material si metode

In calitate de obiect de cercetare a servit tulpina microalgei volvocoficee Dunaliella salina TEOD. CNM-
AV-01 cultivatd pe mediul organo-mineral preparat in baza lichidului cultural al cianobacteriei Spirulina pla-
tensis suplimentat cu NaCl in concentratie de 80 si 100 g/l, cu NaNO, si MgSO,-7H,0 in concentratii de 0,3
si 0,5 g/l si, respectiv, de 0,55 si 0,75 g/l. Valorile maxime ale concentratiilor de saruri reprezinta continutul
optim de elemente din componenta mediului nutritiv mineral Ben-Amotz [3,4].

Cultivarea s-a efectuat in retorte conice in volum de 100 ml la temperatura de 23-25°C, intensitatea luminii
4000 lucsi, pH-ul mediului 9,5-10,0. Durata cultivarii a fost 10 zile.

Productivitatea si compozitia biochimica a dunalielei a fost determinata conform metodelor descrise in [5].

Rezultate si discutii

Optimizarea mediului nutritiv in scopul realizérii la maximum a potentialului biosintetic al microor-
ganismelor reprezintd un proces care poate fi efectuat prin mai multe metode si constd din cateva etape
de planificare matematicad si experimentald care se combind reciproc [6,7]. Pentru inceput s-a analizat
experimental influenta reciproca a factorilor studiati si a concentratiilor selectate asupra proceselor ce
prezintd interes. Experientele au fost planificate si efectuate conform codificarii prezentate in Tabelul ce
urmeaza.
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Tabel
Planificarea experientei si codificarea probelor
Nr Nivelul concentratiei (g/1) Variantele experientei
: Factorii
d/o Minim Maxim Mediu
1 213|456 |7|8]9
) ) &)
NaCl 80 100 90 o R T T A I =
NaNO, 0,3 0,5 0,4 - -+ |+ - o e -
3 MgSO,-7H,0 0,55 0,75 0,65 - - - S e =

Studiul interactiunii reciproce a factorilor s-a efectuat pentru a estima adecvat gradul de influenta a ionilor
asupra productivitatii si componentei biochimice a dunalielei. Rolul ionilor de Na*, CI, NO,* si SO,* pentru ac-
tivitatea vitala normala a microalgei Dunaliella salina este frecvent elucidat in bibliografia de specialitate [1,3].
Mediile nutritive traditionale contin elementele respective in concentratiile optime pentru a asigura nu doar
supravietuirea dunalielei, dar si acumularea la maximum a substantelor bioactive. Mediul mineral Ben-Amotz
include elementele analizate in concentratii de (in g/1): NaCl — 120,0; NaNO, - 0,5; MgSO,-7H,0 - 0,75. in li-
chidul cultural al spirulinei, conform cercetarilor anterior efectuate, au fost depistate resturi ale ionilor respec-
tivi neconsumati [8]. Ei se contin, insd, Intr-o concentratie minima. Astfel, a prezentat interes suplimentarea
lichidului cultural cu elementele mentionate in concentratii optime. Influenta diverselor concentratii de NaCl,
NO,> si SO,* asupra productivitatii dunalielei este prezentata in Figura 1.
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Fig.1. Productivitatea microalgei verzi Dunaliella salina cultivata pe
mediul organo-mineral optimizat.
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Analiza rezultatelor obtinute a evidentiat valorile cele mai sporite ale productivitatii microalgei verzi
Dunaliella salina pentru probele 4 si 6. Cantitatea de biomasa a crescut in cursul a 10 zile cu 648% pentru
proba 4 si cu 644% pentru proba 6. Ambele variante ale probelor au fost cultivate in concentratiile maxime
cercetate de NaCl - 100 g/I. Si concentratiile maxime ale ionilor NO,* si SO,* servesc in calitate de stimulatori
ai productivitatii dunalielei. Proba 4 contine concentratia maxima de NO,?, iar proba 6 — concentratia maxima
de ioni de SO, *. Influenta reciprocd a continutului maxim de elemente studiate are, insd, un efect inhibitor,
productivitatea probei 8 constituind doar 528% fata de biomasa initial inoculata.

Compozitia biochimica a microalgei Dunaliella salina a fost analizatd pentru cele mai valoroase compo-
nente organice: proteine, glicerol si carotenoizi. Influenta diverselor raporturi ale concentratiei ionilor de NaCl,
NO,* si SO,* asupra potentialului biosintetic al dunalielei este prezentat in Figura 2.

Procesele de sintezd a componentelor proteice sunt direct dependente de cantitatea de elemente proteinogene 1n
mediu, printre care o valoare primordiala au ionii de NO,> si SO,>. Astfel, o cantitate sporita, in primul rand, de azot
(NO,*) genereazi o cantitate sporitd de proteine [9,10]. Analiza rezultatelor experimentale a demonstrat cd canti-
tatea cea mai inaltd de proteine a fost acumulatd in probele 7 si 8, suplimentate cu NO,> si SO,* in concentratii cu
valorile maxime utilizate 1n cercetare. Continutul de proteine din biomasa algala este cu 6,04-10,27 % mai nalt fata
de continutul acestora in probele 1 si 2, unde concentratia ionilor de NO,> si SO,* introdusa a fost minima. Concen-
tratiile studiate de NaCl nu manifesta actiuni semnificative asupra procesului de acumulare a proteinei.
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Studiul acumularii glicerolului a evidentiat, insa, o dependenta directa de concentratia de NaCl in mediul
de cultivare. Asemenea proteinelor continutul cel mai Tnalt de glicerol a fost inregistrat pentru probele 7 si 8,
unde cantitatea de NO,* si SO, suphmentata a fost maxima. Fatd de proba 1 cantitatea de glicerol sporeste
cu 26,53-27,98 %. In comparatle insd, cu proba 2 cantitatea de gllcerol este mai inalta doar cu 6,81-8,65%.
Proba 2 contine o cantitate maxima de NaCl (100g/1) fata de proba 1 (80 g/l), ceea ce nemijlocit demonstreaza
influenta stimulatoare a concentratiilor sporite de NaCl in procesele de biosinteza a glicerolului la cultivarea
dunalielei pe mediul organo-mineral preparat in baza lichidului cultural rezidual al spirulinei.

Concentratiile maxime studiate de NO,* si SO,> stimuleazi si procesele de sintezd a pigmentilor carotenoizi.
Cantitatea de carotenoizi Inregistratd pentru probele 7 si 8 este cu 5,08% mai inalta fatd de proba 1 si cu 9,58-
11,76% mai ridicata fata de proba 2, unde NaCl a fost introdus in concentratia maxima analizata (100 g/1). Astfel,
NaCl actioneaza ca un inhibitor al procesului de acumulare a carotenoizilor in cazul insuficientei ionilor de
NO,>5i SO,*.

Cercetarile de analizi a actiunii reciproce a ionilor de Na+, CI, NO,> si SO,* asupra productivitatii si
componentei biochimice a microalgei verzi Dunaliella salina demonstreaza eficacitatea utilizarii lichi-
dului cultural al spirulinei in calitate de mediu nutritiv nou. Rezultatele obtinute la cultivarea dunalielei
pe mediul organo-mineral preparat sunt adecvate, ele elucidand particularitati de cultivare pe mediile
minerale traditionale [10,12].

Concluzii

1. Productivitatea microalgei verzi Dunaliella salina, cultivatd pe mediul organo-mineral preparat in baza lichi-
dului cultural al spirulinei, inregistreaza cele mai inalte valori in prezenta concentratiei maxime de NaCl — 100 g/1.
Concentratiile maxime de NO,> si SO,* introduse concomitent actioneazd ca inhibitori ai productivitatii.

2. Studiul componentei biochimice a dunalielei cultivate pe mediul organo-mineral optimizat a demonstrat
o crestere considerabild a continutului de proteine in prezenta concentratiilor maxime ale ionilor de NO,* si
SO,*, indiferent de concentratia NaCl. Cantitatea proteinelor a sporit cu 6,04-10,27%. Concentratiile maxime
de NO,*, SO,* si NaCl au favorizat acumularea glicerolului cu 26,53-27,98% si a carotenoizilor cu 9,58-
11,76% fata de probele suplinite cu concentratii minime de elemente cercetate. In cazul concentratiilor minime
de NO,> si SO,*, clorura de natriu actioneazd ca un stimulator al biosintezei glicerolului, dar in calitate de
inhibitor al sintezei pigmentilor carotenoizi.
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EVALUAREA NIVELULUI DE EXPRESIE A GENEI SOCULUI TERMIC (HSP70)
LA GENOTIPURILE DE PORUMB CONTRASTE
DUPA REZISTENTA LA STRESUL SECETEI

Dumitru BADICEAN
Institutul de Genetica si Fiziologie a Plantelor al ASM

There has been performed the evaluation of expression level of hsp70 gene for 5 maize genotypes, from germplasm col-
lection of the Institute of Genetics and Plant Physiology of ASM, with different drought stress tolerance. We established that
expression level of hsp70 gene depends of amplitude, duration of heat shock as well as of genotype resistance to stress. For
medium resistant and sensitive genotypes this gene expression level was higher than for resistant genotypes owing to preex-
istence of hsp70 transcripts in normal conditions of development. These specific constructed primers for hsp70 gene could
be used for early screening process, of maize genotypes for stress tolerance, in selection and amelioration programs.

Introducere

Deoarece porumbul este o culturd cerealiera de o importanta strategica la nivel global (ocupa locul trei dupa
producere), cultivat atat in zonele temperate, cat si in cele aride, sporirea tolerantei si rezistentei lui la stresul
secetei are un impact economic enorm. Problema a devenit si mai stringenta In urma sporirii ratelor de utilizare
a porumbului in producerea etanolului. Accentul se pune pe crearea unor genotipuri de porumb cu capacitatea
de producere a unei recolte stabile sub diverse regimuri hidrice. Aceasta a devenit posibil datoritd ingineriei
tolerantei plantelor de cultura la stresul secetei. Strategia de baza in ingineria tolerantei la stresul secetei consta
in inducerea genelor functionale ce determina fenomenele de rezistenta in genotipurile dorite. Ingineria geneti-
ca a genelor reglatoare-cheie, ce influenteaza un subset de gene in cazul stresului, reprezintd cea mai optimala
strategie in crearea genotipurilor stres tolerante [1-5].

Din aceste considerente, evidentierea si descifrarea mecanismelor moleculare ce stau la baza rezistentei
plantelor de cultura la stresul secetei ramane o problema foarte actuala.

In cercetrile efectuate ne-am propus si evaluim nivelul de expresie a genei socul termic — hsp70 la unele
genotipuri de porumb contraste dupa rezistenta la stresul secetei, din colectia Institutului de Genetica si Fiziologie
a Plantelor.

Material si metode

Drept material de studiu au servit genotipurile de porumb (Zea Mays) din colectia Institutului de Genetica
si Fiziologie a Plantelor, liniile: 1) MKO1, 2) XL12, 3) 092 si hibrizii 4) XL12xM1, 5) MKO1xRF7. Plantulele
de porumb au fost crescute 1n cutii Petri pana la stadiul de 3 frunze. Stresul termic (cu o durata si intensitate
diferitd) a fost modelat in conditii de climocamera. Probele de RNA au fost izolate utilizand protocolul de
izolare cu Trizol (Invitrogen) oferit de producéator. Pentru efectuarea analizei RT-PCR semicantitative, Intéi de
toate s-a efectuat reverstranscriptia pentru fiecare esantion de RNA izolat si s-au obtinut esantioane de cDNA.
Au fost utilizati primeri creati pe baza exonilor din gena socului termic hsp70 [6], cu urmatoarea succesiune
a nucleotidelor:

hsp.s  5- GAGAAGCAGTTTGCTGCTGAG — 3’

’

hsp.as 5 - GGGGTTGCCGCTTATGTCCTT-3

Componentele unei reactii de amplificare au fost: 10 ng/5 pul cADN, 0,2ul primer, 299 uM dNTPs, 5 x so-
lutie tampon (670 mM Tris HCIL, pH 8,8; 67 mM MgCl,; 116 mM (NH,),SO,; 0,1%Ten 20) si Tag-polimeraza
din considerente 1U activitate enzimatica la 1 ug cADN intr-un volum total de 30 pl.

Paralel s-a efectuat amplificarea tuturor probelor cu primerii pentru actina la porumb:

’

actins 5 — GATGATGCGCCAAGAGCTG-3 |
actin.as 5 — GCCTCATCACCTACGTAGGCA-3

Amplificarea a fost efectuata la amplificatorul Ependorf Mastercycler 5330 sub urmatorul program termic:
V1 ciclu: denaturarea ADN-ului la +94°C timp de 4 min.;
\ 35 cicluri: - denaturarea ADN-ului la +94°C timp de 1 min.;
- alinierea primerului la +55°C timp de 1 min. (+60°C in cazul primerilor actin);
- elongarea la +72°C timp de 1 min.;
V1 ciclu: elongarea la +72°C timp de 7 min.
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Electroforeza produselor de amplificare s-a efectuat in gel de agaroza 3% si solutie tampon TBE. Gelul a
fost fotografiat la transiluminator UV cu ajutorul aparatului de fotografiat digital. Analiza nivelului de expresie
a genei hsp70 a fost efectuata prin utilizarea softului specializat Quantity One.

Rezultate si discutii

Proteinele socului termic au un rol primordial in protectia macromoleculelor intracelulare de actiunea radi-
calilor liberi si a speciilor reactive de oxigen ce apar in urma actiunii stresului. Deoarece se cunoaste ca primii
transcripti apar sub influenta socului termic peste aproximativ 15 min. §i se acumuleaza in abundentad peste
1-2 ore [7], am modelat doua tipuri de stres termic: treptat si brusc, cu scopul evaluarii efectului aclimatizarii
asupra abundentei acumuldrii transcriptilor i a rezistentei la stres.

In urma analizei electroforetice a produselor obtinute pe baza analizei RT-PCR semicantitative, a fost
identificatd o banda cu dimensiunea de 450pb, la toate genotipurile analizate (Fig.1). Intensitatea ei diferd in
dependenta de timpul expunerii plantulei de porumb la stresul termic, de intensitatea stresului si de gradul de
rezistentd a genotipului la stres. Astfel incat primele 6 trecuri in imaginea A reprezinta rezultatul amplificarii
cu primerul hsp pe matrita cDNA a genotipului MKO1, expus stresului termic de 34, 38, 42°C timp de 30 min.
si de 42°C -1, 2 ore, respectiv. Acumularea transcriptilor genei hsp70 are loc in mod gradual si doar in conditii
de stres (transcriptul respectiv s-a acumulat sub nivelul de 5% in cazul martorului — plantule de porumb mentinute
in conditii termice optimale), picul revenind stresului termic de lunga durata 42°C — 2ore (Fig.1, Tabelul).

Fig.1. Rezultatele analizei electroforetice a
fragmentelor amplificate de DNA cu ajutorul prai-
merului hsp, construit pe baza genei hsp70 (A):
1) MKOl-martor, 2) MKO1 (34°C-30 min.),
3) MKO1 (38°C-30 min.), 4) MKO1 (42°C-
30 min.), 5) MKO1 (42°C-1 ora), 6) MKO1 (42°C-
2 ore), 7) MKO1-martor, 8) XL12 (42°C-2 ore),
9) MKO1 (42°C-2 ore), 10) 092 (42°C-2 ore),
11) XL12xM1 (42°C-2 ore), 12) MKOI1xRF7
(42°C-2 ore) si praimerul pentru actina (B) cu
aceeasi ordine a probelor. M — marcherul greu-

A ———————. tatii moleculare 10kb SmartLadder (Eurogentec).

Din aceste considerente, cinci genotipuri de porumb, cu o tolerantd diferita la stresul secetei, din a doua
parte a experientelor noastre au fost supuse unui stres termic cu durata de 2 ore. Efectuand analiza semican-
titativa a acumularii transcriptilor genei hsp70 in conditiile modelate de stres termic (42°C-2 ore) am relevat
acumularea lor maximala in cazul genotipului cu rezistentd medie (MKO1xRF7) in marime de 68% fata de
martor (gena actinei, Fig.1,B). In cazul utilizarii genotipurilor cu rezistenti scizuti si nerezistente la stresul
secetei (trecurile 8,11,10), transcriptul de interes s-a acumulat la un nivel relativ Tnalt: 37, 46 si 56% fata de
gena actinei, respectiv (Fig.1, Tabelul).

Tabel
Evaluarea nivelului de expresie semicantitativa a genei hsp70
Genotipul Nivelul de l‘eZiStel.l!fl Trecul. nr. Similaritatea N ivelu.l (}e exprfisie
la stresul secetei > benzelor, % | comparativa cu actina, %
MKO1-martor 1 100,00 2
MKO1 (34°C—-30 min.) 2 96,85 9
MKO1 (38°C—30 min.) 3 92,55 19
MKO1 (42°C—-30 min.) rezistent 4 93,08 17
MKO1 (42°C—1 ord) 5 91,92 20
MKO1 (42°C-2 ore) 6 88,51 29
MKO1-martor 7 99,32 4
XL12 (42°C-2 ore) rez. scazutd 8 85,63 37
MKO1 (42°C-2 ore) rezistent 9 92,40 19
092 (42°C-2 ore) nerezistent 10 79,20 56
XL12xM1 (42°C-2 ore) rez. scazuta 11 82,44 46
MKO1xRF7 (42°C-2 ore) rez. medie 12 75,55 68
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Cel mai scazut nivel de acumulare a transcriptului genei hsp70 a avut loc in cazul genotipului rezistent
la stres MKO1 (19% fatd de gena martor — actina). Acest fapt poate fi explicat prin preexistenta proteinelor
socului termic 1n conditii normale la genotipurile rezistente [8,9], In concentratii relativ suficiente pentru exer-
citarea functiilor de protectie. Din aceste considerente, inducerea sintezei noilor transcripti are loc mai tarziu
comparativ cu genotipurile nerezistente si mediu rezistente.

In concluzie putem mentiona ca acumularea transcriptilor genei hsp70 are loc gradual in dependenta de
marimea stresului termic, de durata lui, de genotip si gradul sau de toleranta fata de stres. Pentru genotipurile
nerezistente, cu o rezistenta scazuta si cele mediu rezistente are loc o acumulare mai abundenta a transcriptilor
genei hsp70 comparativ cu genotipurile rezistente. Praimerii elaborati pe baza secventei genei hsp70 pot fi uti-
lizati 1n screeningul genotipurilor de porumb pentru toleranta la stres, la primele etape de crestere si dezvoltare,
in programele de selectie si ameliorare a acestei culturi.
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