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Summary. The growth performance of the cyanobacterium Nostoc gelatinosum is depen-
dent on the composition of the nutrient medium. Mediums rich in macro- and microelements
favored rapid biomass accumulation and accelerated the growth cycle, in contrast to the deficient
medium, which limited cell mass production but stimulated the dimensional expansion of vegeta-
tive cells without causing morphological abnormalities. Periodic observations revealed a self-
regulating mechanism of cell dimensions, in which the alternation of expansion and contraction
phases respects the fundamental biological principles of development. These results emphasize
the applicability of these media both for the efficient obtaining of biomass for biotechnological
purposes and for the stable maintenance of cultures in collections.
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INTRODUCERE

Conform actualelor clasificari specia Nostoc gelatinosum Schousboe ex Bornet &
Flahault, conform redenumirii acceptate de curand, face parte din filumul Cyanobacte-
ria, clasa Cyanophyceae, subclasa Nostocophycidae, ordinal Nostocales, familia Nosto-
caceae, genul Nostoc. Specia formeaza colonii initial umflate-tuberculate, de marimea
unei masline, apoi raspindite neregulat, de culoare marou, fard un periderm puternic.
Lanturile de trihomi de obicei sunt aranjate vag, tecile fiind conservate bine doar la pe-
riferiile coloniei, de culoare brun-gélbuie. Celulele sunt de obicei cilindrice alungite cu
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latimea de aproximativ 4 p si 5-10 p lungime. Heterocistele sunt elipsoidale, cu latimea
de aproximativ 5 p si 5-10p in lungime. Sporii sunt alungiti, cu latimea de 6-8 p si 8-14
p in lungime, cu invelis marou si dur (fin spinos). Specia a fost depistata in Italia, Africa,
America de Nord, si prefera solurile umede si stinci umede mai rar in izvoare calde [1].
Cercetarile recente realizate in regiunea unei pajisti din India au evidentiat existenta spe-
ciei N. gelatinosum in biotop de rind cu alte 10 specii de cianobacterii din genul Nostoc
[2].

Interesul cultivarii speciei este argumentat de posibilitatea utilizarii biomasei 1n agri-
cultura ca biofertilizant, deoarece specia are proprictatea de fixare biologica a azotului
atmosferic si de rezistentd la conditiile de secetd o perioadd indelungata de timp, in bio-
tehnologie datoritd acumularii in biomasa a substantelor biologic active foarte importante
pentru om si animale (vitamine, proteine si diversi acizi grasi importanti) [3, 4]. Biomasa
cianobacteriiilor din genul Nostoc este importanta si poate fi valorificatd in medicina pentru
obtinerea preparatelor medicinale cu utilitate 1n tratamentul gutei si al unor forme de cancer,
a sistemului nervos, previn bolile neurodegenerative si tulburarile mintale si sunt utilizati
pentru prevenirea bolilor cardiovasculare si a diverselor infectii [5, 6, 7].

Un interes deosebit al cultivarii acestei specii este legat de capacitarea acesteia
de fixare biologica a azotului si beneficiile obtinute atat asupra solului cat si asupra
plantelor de cultura la aplicarea in calitate de biofertilizant. La aplicarea biomasei de M.
gelatinosum in doza de 12 kg/ha la cultivarea florii soarelui si porumbului in conditii
de camp sa atestat majorarea Tnaltimii plantelor cu 1-5 cm si a recoltei cu 30-400 kg/ha
[8]. Biomasa acestei specii poate fi aplicata si in alte domenii cum ar fi: farmaceutica,
cosmetologie, alimentatie, protectia mediului si industrie.

Pentru obtinerea biomasei de Nostoc punctiforme cu potential de utilizare in prac-
ticd, este necesar ca, in conditii de laborator, sa se identifice metoda de cultivare, mediul
nutritiv si conditiile optime (iluminare, agitare, temperatura etc.). Unul dintre principalii
factori care determina acumularea biomasei cianobacteriene este selectarea mediului nu-
tritiv optim de cultivare si, de aceea, ne-am propus ca, in prezentul studiu, sa selectam
mediul nutritiv optim pentru N. punctiforme in scopul obtinerii unei biomase majore,
care ulterior va putea fi valorificatd in diverse domenii.

MATERIAL SI METODA

Tulpina cianobacteriei Nostoc gelatinosum folositd in cercetari este din colectia
LCS ,,Algologie V. Salaru” a Universitatii de Stat din Moldova. Cianobacteria a fost
cultivata, conform metodei periodice, pe medii nutritive specifice: M.S. Taha (M), Kratz
si Myers (C), Detmer modificat (De), Drew (Dr) cu componenta indicata in tab. 1.

Temperatura din laboratorul de cultivare pe parcursul experimentelor a fost de 25
°C, iluminarea continua de 3000 lux, iar probele experimentale nu au fost agitate peri-
odic. Experimentele au fost efectuate in baloane Erlenmeyer cu un volum de 100 ml,
volumul mediului nutritiv fiind de 100 ml, iar cantitatea inoculului algal de 0,04 g (sau
0,4 g/1). Toate experimentele au fost realizate n trei repetari.
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Tabelul 1. Componenta mediilor nutritive utilizate la cultivarea cianobacteriei N.

gelatinosum
Mediul nutritiv
Ingredientul
M C De Dr
MgSO,*7H,0, g/l 0,25 0,25 0,55 0,20
Ca (NO,), *4H,0, g/l - - 1 -
K, HPO,, g/l 1,00 0,04 0,26 0,20
KCl, g/l - - 0,5 -
EDTA*2Na, g/l - - 0,2 -
CaCl,*6 H,0, g/l 0,0238 0,0238 - urme
FeCl, - - - urme
FeSO,*7H,0, g/l - - 0,02 -
Fez(SO4)3’ g/l 0,003 0,02 - -
Na,C.H,O,, g/l 0,165 0,165 - -
Microelemente, ml 1 ml 1 ml -
Nota: 1. semul -7 indica lipsa ingredientului. 2. Componenta microelmentelor pen-

tru mediile nutritive M si C (g/) - H.BO, - 2,86, MnCL*H,0 — 1,81, ZnSO4*7H20 - 0,222;
NaMoO4*2H20 - 0,252; CuSO4*5H20 — 0,079. 3. Componenta microelementelor pentru me-
diul D (g/l) - H,BO, — 0,0029; ZnCl,- 0,00011, MnCl,*4H,0 — 0,00181, (NH ) MoO, *4H,0 —
0,000018; CuSO *5H,0 — 0,00008.

Determinarea productivititii cianobacteriei

Productivitatea algala a fost determinata utilizand metoda diferentiala, aplicata ast-
fel: initial, printr-un filtru curat se filtreaza, utilizdnd pompa de extragere in vid (model
VE-115 SV), un volum de 50 ml apa distilata, dupa care filtrul se cantareste pe un cantar
analitic (Axis). Dupa cantarire, prin acelasi filtru se filtreaza (cu ajutorul pompei de ex-
tragere 1n vid) mediul nutritiv cu biomasa algala.

Productivitatea algala (P) a fost determinata utilizand urmatoarea formula:

_Mfb-Mfg=10

1000 (g/l)
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Unde:
Mib — masa filtrului cu biomasa algala (mg);
Mfg — masa filtrului gol prin care sa trecut apa distilatd (mg);
10 — pentru recalcularea volumului la 11;
1000 — recalculul biomasei din mg in g.

Intensitatea cresterii cianobacteriei a fost stabilitd conform urmatorilor indicatori:

- Viteza de crestere a populatiei algale (Vcp) a fost determinatd conform metodei
descrisa [9].

- Coeficientul de reproducere a algei (Cr) a fost stabilit dupa formula propusa
[10].

A fost determinate modificarile morfologice ale celulelor vegetative, lungimea
si latimea celulelor conform metodelor specifice cu utilizarea microscopului “optica”
[11].

REZULTATE SI DISCUTII

Compozitia mediului nutritiv reprezintd un determinant major al cresterii si dez-
voltarii culturilor, influentand direct acumularea biomasei cianobacteriene si stabilitatea
culturii in conditii axenice.

Tabelul 2. Productivitatea cianobacteriei N. gelatinosum cultivata pe diferite medii
nutritive, g/l

Perioada analizati, Mediul nutritiv
zile M C De Dr
1 0,4+0,02 0,4+0,02 0,4+0,02 0,4+0,02
3 1,8+0,08 1,5+0,06 1,4+0,03 0,7+0,03
6 3,5+0,17 3,0+0,14 2,9+0,14 1,1+£0,04
9 4,88+0,2 4,52+0,2 4,01+0,2 1,40+0,04
12 6,20+0,29 5,99+0,20 5,90+0,20 3,08+0,15

Rezultatele cantitative a biomasei cianobacteriei cercetate indica ca cultura sa aflat
in faza exponetiala de crestere 1n toate variantele experimentate. Medii nutritive utilizate
la cultivare care au In componenta lor mai multe macro si microelemente au generat acu-
mularea unei cantitati mai inalte de biomasa. Acest fapt se argumenteaza prin prezenta
si satisfacerea necesarului de substante nutritive a celulelor populatiei de N. gelatinosum
din mediul nutritive M, C si De, biomasa cianobacteriei obtiutd pe aceste medii nutritive
a variat intre 5,90+0,20 - 6,20+0,29 g/l. Mediul nutritive Dr fiind dificitar in macro si
microelemente a contribuit la acumularea unei cantitatii mici de biomasa (3,08+0,15
g/1) aceasta fiind mai potrivit pentru mentinerea culturii in colectii unde nu este necesara
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acumularea unei cantitati majore de biomasa ci doar asigurarea existentei specie (Tab.
2). Tine de mentionat ca datorita specificului fiziologic al specie cercetate o mare parte
din biomasa acesteia este constituitd din apa ceea ce face ca rezultatele obtinute sa fie
relativ mai mici 1n situatia recalculului la biomasd absolut uscatd insd ramine respecta-
bild legitatea dependentei cantitative a biomasei cianobacteriei N. gelatinosum de sursa,
componenta, combinatia si concentratia substantelor nutritive necesare pentru nutritie si
accelerarea procesului de crestere (Tab. 3).

Tabelul 3. Valorile indicatorilor de crestere a populatie de N. gelatinosum cultivata pe
diferite medii nutritive, g/l

Mediul nutritiv utilizat la cultivare
M C De Dr

Perioada analizata, zile

0,70+0,03 [4,50+0,19] 0,55+0,02 [3,75+0,15[0,50£0,01 | 3,50+0,07|0,15+0,01] 1,75+0,07
0,57+0,02 [ 1,94+0,07| 0,50£0,02 [2,00+0,09 | 0,50:£0,02 [2,07+0,10{0,13+0,00| 1,57+0,06
0,46+0,02 | 1,39+0,06 | 0,5120,02 | 1,51%0,07 | 0,37+0,02 | 1,38+0,07 | 0,100,00 | 1,27+0,04

12| 0,44+0,02 | 1,27+0,06 | 0,49+0,02 | 1,32+0,04 | 0,63+0,02 | 1,47+0,05 | 0,56+0,03 | 2,20+0,11

Tabelul 3 prezinta valorile indicatorilor de crestere a populatiei de Nostoc gelati-
nosum cultivate pe mediile nutritive cercetate pe parcursul unei perioade de 12 zile. Cei
doi parametri urmariti au fost rata specificd de crestere (1) si coeficientul de reproducere
(Cr), exprimati in g/l. La Inceputul perioadei de cultivare, in ziua a 3-a, se observa ca me-
diul M a sustinut cea mai intensa activitate de multiplicare celulard, cu o valoare a vitezei
de crestere a populatiei de 0,70 si a coeficientului de reproducere de 4,50 g/l, indicand un
mediu nutritiv foarte eficient pentru initierea dezvoltarii. Mediile C si De au sustinut, de
asemenea, o crestere moderata, in timp ce Tn mediul Dr valorile ambilor indicatori au fost
semnificativ mai mici, ceea ce sugereaza o adaptare intarziata a culturii la acest mediu.
Pe masura ce cultura a evoluat in timp, 1n zilele 6 si 9, se constata o tendintd generala de
scadere a ratei 1, indicnd o reducere a intensitatii diviziunii celulare. Cu toate acestea,
valorile Cr au ramas relativ stabile, sugerand ca biomasa s-a acumulat in continuare, po-
sibil datorita extinderii dimensiunii celulelor sau acumularii compusilor intracelulari. in
ziua a 12-a, se remarca o inversare in cazul mediului Dr, unde, in ciuda unei rate p initial
foarte reduse, coeficientul de reproducere a atins valoarea de 2,20 — cea mai mare dintre
toate mediile la acest moment — sugerand o adaptare tarzie, dar eficientd. Mediul De a
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prezentat, de asemenea, o crestere notabild a biomasei, cu o valoare a Cr de 1,47, in timp
ce mediile M si C au inregistrat o usoara reducere a performantei, comparativ cu valorile
initiale. Respectiv constatam ca pentru accelerarea vitezei de crestere si a reproducerii
populatiei de N. gelatinosum cele mai preferentiale sunt mediile nutritive M si C.

Un alt indicator important care ne permit sa diagnosticam starea culturii si in deo-
sebi starea fenologica sunt parametrii dimensionali care sunt caracteristici fundamentale
si integrale ale specie.
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Fig. 1. Modificérile morfologice ale celulelor vegetative ale cianobacteriei N. gelatinosum
cultivate pe diferite medii nutritive (um). (A — mediul nutritiv De; B — mediul nutritiv Dr;
C — mediul nutritiv C; D — mediul nutritiv M)

Analiza modificarilor morfologice ale celulelor vegetative ale cianobacteriei V.
gelatinosum cultivate pe diferite medii nutritive a scos 1n evidenta ca, la cultivarea pe
mediul nutritiv Drew, se atesta dimensiuni mai mari ale celulelor vegetative, 1n special
ale lungimii acestora, caracterizate prin valori mai mari cu 1-2,55 pm comparativ cu
cultivarea pe celelalte medii nutritive studiate. Acest fapt indica prezumtia ca lipsa unor
micro- si macroelemente din mediul nutritiv de cultivare a cianobacteriilor contribuie la
aparitia modificarilor morfologice, care se manifestd in special prin majorarea dimensi-
unilor celulelor vegetative.

Tine de mentionat ca, pe celelalte medii nutritive cercetate (M, C si De), se ates-
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ta dimensiuni ale celulelor vegetative cu diferente neesentiale (de pana la 1 um). De
asemenea, pe toate mediile nutritive cercetate, populatia de N. gelatinosum 1si mentine
etapele succesive ale ciclului vegetal, insa viteza de derulare a acestor cicluri difera in
functie de mediul nutritiv aplicat la cultivare. Pe mediul Drew, aceasta s-a manifestat
mult mai lent, ceea ce ne permite sa constatam ca nivelul de asigurare cu substante nu-
tritive influenteaza dezvoltarea individuala a celulelor vegetative si desfasurarea ciclului
vegetativ. Tine de mentionat cd, in unele zile de analiza, pe toate mediile nutritive exa-
minate, latimea celulelor a prezentat dimensiuni mai mari decét cele specifice speciei,
depistate 1n natura si indicate in determinatoarele vechi de specialitate. Majorarea latimii
celulelor nu a cauzat aparitia unor anomalii morfologice, acest fapt fiind cauzat, cel mai
probabil, de efectele cultivarii speciei in conditii de laborator, care genereaza, in multe
cazuri, devieri dimensionale comparativ cu cele din mediul natural.

Indiferent de compozitia mediului nutritiv de cultivare experimentat, s-a constatat
ca dimensiunile celulelor vegetative ale cianobacteriei N. gelatinosum sunt autoregla-
bile: ele cresc pana la o anumita limita, apoi descresc, proces care se repetd continuu.
Acest fenomen respecta legitdtile biologice ale cresterii dimensionale specifice practic
tuturor organismelor vii, fiind strans legat de ciclul vital si, in special, de reproducerea
celulelor.

CONCLUZIIL

Cresterea populatiei de N. gelatinosum este direct dependenta de compozitia me-
diului nutritiv, mediile M, C si De favoriznd acumularea unor cantititi semnificative de
biomasa (5,90 £+ 0,20-6,20 + 0,29 g/L) in 12 zile, concomitent cu accelerarea ratei de
crestere si a coeficientului de reproducere. Mediul Drew, deficitar n macro- si microe-
lemente, reduce randamentul biomasei (3,08 + 0,15 g/L), insa induce o crestere semnifi-
cativa a dimensiunii celulelor vegetative (lungime +1-2,55 um fata de celelalte medii),
fara a genera anomalii morfologice. In toate conditiile experimentale, celulele vegetati-
ve ale N. gelatinosum isi autoregleaza dimensiunile, cresterile si descresterile periodice
respecta legitatile biologice de dezvoltare dimensionald atestand versatilitatea acestor
medii atat pentru productia de biomasa, cat si pentru mentinerea culturilor in colectii.
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