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ABSTRACT 

Growth and changes in biochemical composition were studicd in the marine cyanobacterium 
Anacystis dhidiufa, collected from a mangrove environmcnt where salinities ranged from 5 to 
40 ppt, The cyanobacterium showed optimum growth at 20 ppt salinity. At Iow (5 ppt) and high 
(40 ppt) salinities the growth was slow and chlorophyll LI and phycocyanin were low, whereas 
protein, free amino acid and free proline values were high in both low and high salinities. 

RESUMEN 

Se estudiaron el crecimiento y cambios en la composición bioquímica de la cianobacteria 
A~~acystis dimidiatu, procedente de un ambiente de manglar con salinidad de 5 a 4Oo/oo. La 
cianobacteria presentó crecimiento óptimo con 2Oo/oo de salinidad. Con salinidades baja (5O/oo) 
y alta (4Oo/oo) el crecimiento fue lento, y la clorofilaa y ficocianina fueron bajas, mientras que los 
valores de proteínas, aminoácidos libres y prolina libre resultaron altos, tanto en baja como en 
alta salinidad. 

INTRODUCTION INTRODUCCION 

Cyanobacteria occur in a varicty of 
environments ranging from cold watcrs to hot 
springs, and from freshwater to hypersalinc 
environments (Horne and Commins, 1987; 
Dor and Hornoff, 1985; Wickstrom, 1984; 
Reynolds e/ nl.. 1987). Cyanobacterla living 
in coastal ecosystems such as mangrovcs and 
estuaries are subjccted to changcs in salinity. 
and adaptation to thesc changcs is esscntial 
for survival in thesc environments. According 
to Krist (1979), salt adaptation is of funda- 
mental Importance for survival in brackish- 
water habitats and has priority over all other 
cellular proccsses. 

Studies »II the influente of salinity cm 
both frcshwatcr and marine cyanobacteria 
have bcen cxtensivc. Thesc short-tcrm studics 

Las cianobactcrias se encuentran en 
LIIIU variedad de ambicntcs que va de aguas 
frías a manantiales dc agua caliente y de aguas 
dulces a medios hipersalinos (Horne y Com- 
mins, 1987; Dor y Homoff, 1985; Wickstrom, 
1984; Reynolds et al., 1987). Las cianobacte- 
rias que viven en los ecosistemas costeros 
cmm manglares y estuarios están sujetas a 
cambios dc salinidad, y la adaptación a éstos 
es esencial para su supervivencia en tales 
ambientes. DC acuerdo con Krist (1979). la 
adaptacicín a la sal cs de importancia funda- 
mental para sobrevivir CII hábitat dc aguas 
salobres y ticnc prioridad sobre todos los otros 
procesos cclularcs 

Son extensos los estudios relativos a la 
inlluencia dc la salinidad sobre las cianobactc- 
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have been concerned mainly with the synthe- 
sis of organic solutes in response to salinity 
stress (Borowitzka et al., 1980; Mackay et al., 
1983; Reed and Stewart, 1985; Erdmann et uf., 
1989, 1990; Hagemann et al., 1989; Hagemann 
and Wittenburg, 1989). 

The objective of this study was to 
understand the salinity induced responses in 
Anacystis dimidiatu, exposed to a range of 
salinities, in long-term experiments. A. dimi- 
diatu was subjected to the range of salinities 
that it would normally experience in the 
mangroves. Growth and biochemical changes 
were investigated. 

MATERIALS AND METHODS 

In the present study, Anucystis dimidia- 
tu Drouet and Daily was collected from the 
Pichavaram mangroves, India (Lat. 11029’ N; 
Long. 79049’ E), and purified in the labora- 
tory. One millilitre of the freshly collected 
plankton sample containing A. dimidiata was 
inoculated in MN medium (Waterbury, 
1976). The salinity of the medium was ad- 
justed to the salinity of the water from which 
the species were collected by adding distilled 
water to aged seawater of 34 ppt salinity. 
Cultures were grown, illuminated with fluo- 
rescent tubes, at a photon flux density of 
25.5 rmoles m-2 s-1 and a 12 hour light and 
dark cycle. Temperature was maintained at 
29 2 2%. After 20 days, a portion of the mixed 
culture of cyanobacteria was streaked on agar 
plates containing 1.2% agar in MN medium. 
The isolated cells of A. dimidiata were re- 
streaked on agar plates, and the procedure 
was repeated severa1 times till the cells were 
bacteria-free. 

To determine the optimum salinity 
range, MN media of different salinities (5, 10, 
20, 30 and 40 ppt) were prepared either by 
diluting the aged seawater of 34 ppt or by 
adding NaCl to this seawater. 

The cells growing in exponential phase 
were used for inoculation into lOO-ml flasks. 
Equal amounts of culture (0.5 ml) were in- 
oculated into flasks with medium of different 
salinities. 

All cultures were harvested on day 20 of 
growth, after the light period. During the time 
of the hat-vest all the cultures were in the 
exponential phase of growth. 
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rias, tanto de agua dulce como de mar. Estos 
estudios, de corto plazo, se han referido 
principalmente a la síntesis de solutos orgáni- 
cos como respuesta a la tensión por salinidad 
(Borowitzka et al., 1980; Mackay et al., 1983; 
Reed y Stewart, 1985; Erdmann et ni., 1989, 
1990; Hagemann et al., 1989; Hagemann y 
Wittenburg, 1989). 

El objetivo de este estudio fue compren- 
der las respuestas inducidas por la salinidad en 
Anacystis dimidiutu expuesta a un determina- 
do intervalo de salinidades, en experimentos a 
largo plazo. A. dimidiutu se sujetó al intervalo 
de salinidades que experimentaría normal- 
mente en los manglares. Se investigaron creci- 
miento y cambios bioquímicos. 

MATERIALES Y METODOS 

Para el presente estudio, se recolectó 
Anncystis dimidiutu Drouet y Daily, de los 
manglares de Pichavaram, India ( ll”29’lati- 
tud N; 79049’longitud E), y se purificó en el 
laboratorio. Un mililitro de la muestra recién 
tomada de plancton con A. dimidiutu se 
inoculó en medio MN (Waterbury, 1976). La 
salinidad del medio se ajustó a la del agua de 
la que fueron tomadas las especies, añadiendo 
agua destilada al agua envejecida de 34O/oo 
de salinidad. Los cultivos en crecimiento se 
iluminaron con tubos fluorescentesa una den- 
sidad de flujo de fotones de 25.5 rrmoles 
m-2 s-1 y ciclos alternados de doce horas de 
luz y obscuridad. La temperatura se mantuvo 
a 2922oC. Después de 20 días, una porción 
del cultivo mezclado de cianobacterias se 
estrió sobre placas que contenían 1.2% de agar 
en medio MN. Las células aisladas de A. 
dimidiota se reestriaron en placas de agar, y el 
procedimientose repitió varias veces hasta que 
las células estuvieron libres de bacterias. 

Para determinar el intervalo de sali- 
nidad óptima, se preparó medio MN con 
diferentes salinidades (5, 10, 20, 30 y JOO/oo), 
diluyendo el agua de mar envejecida, de 
34o/oo, o añadiendo NaCl a esa agua marina. 

Las células en fase exponencial de creci- 
miento se utilizaron para inoculación en 
frascos de 100 ml. Se inocularon cantidades 
iguales de cultivo (0.5 ml), en frascos con 
medio de diferentes salinidades. 

Todos los cultivos se cosecharon en el 
vigésimo día de crecimiento, después del 
periodo de luz, y durante el tiempo de la 
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Cell density of cyanobacteria in different 
salinities was measured by changes in the 
optical density at 600 mm. 

cosecha todos estuvieron en la fase exponen- 
cial de crecimiento. 

Biomass at different salinities was ob- 
tained as dry weight, placing the harvested 
cells in an oven at 6OoC for 24 hours. The 
dried material was weighed in an electronic 
balance with 0.1 mg accuracy. 

La densidad celular de las cianobacterias 
en las diferentes salinidades se midió por 
cambios en la densidad óptica a 600 mm. 

Specific growth rate (ir), expressed as 
the percentage increase in dry weight per 
day, was calculated from the equation given 
by Mehta and Chauhan (1988). 

La biomasa correspondiente a las 
diferentes salinidades se obtuvo como peso 
seco, colocando las células cosechadas en un 
horno a 6OoC durante 24 horas. El material, 
una vez sacado, se pesó en una balanza 
electrónica con 0.1 mg de precisión. 

Chlorophyll a was measured by the 
method of Parsons ef al. (1984) and phyco- 
bilins by the method of Bennett and Bogorad 
(1973). Protein concentration was estimated 
by the method of Lowty ef al. (1951). Free 
amino acid (FAA) content was estimated 
using the method described by Moore and 
Stein (1954). Free proline concentration was 
estimated by the method of Bates et 01. 
(1973). 

La tasa específica de crecimiento (II), 
expresada como incremento del porcentaje en 
peso seco por día, se calculó a partir de la 
ecuación de Mehta y Chauhan (1988). 

RESULTS 

La clorofila a se midió con el método de 
Parsons er al. (1984) y las ficobilinas con el de 
Bennett y Bogorad (1973). La concentración 
de proteína se estimó con el método de Lowry 
et nl. (1951) y el contenido de aminoácidos 
libres, mediante el método descrito por Moore 
y Stein (1954). La concentración de prolina 
libre se determinó con el método de Bates et 
nl. (1973). 

Anacystis ditnidiata had a five-day-long 
lag phase at 5, 10, 30 and 40 ppt salinity, and 
a three-day-long lag phase at 20 ppt (Fig. 1). 
Biomass was greatest at 20 ppt and lowest at 
5 ppt salinity. The specific growth rate was 
also highest at 20 ppt and lowest at 5 ppt 
salinity (Fig. 2). 

RESULTADOS 

Chlorophyll n content was highest at 30 
ppt and lowest at 5 ppt salinity. Phycocyanin 
was highest at 20 ppt and lowest at 40 ppt 
salinity, whereas allophycocyanin concentra- 
tion was highest at 10 and 30 ppt, and lowest 
at 20 ppt salinity (Fig. 2). 

A. dimidiata tuvo una fase de retardo 
de cinco días de duración, con 5, 10, 30 
y JOo/ de salinidad, y una fase de retardo 
de tres días de duración, con 20o/oo,(Fig. 1). 
La mayor biomasa se obtuvo con 2Oo/oo y la 
menor con 5e/oo de salinidad. La tasa es- 
pecífica de crecimiento también fue máxima 
con 2Oo/oo y mínima con 5o/oo de salinidad 
(Fig. 2). 

Protein content of A. dimidiata was 
high at 5 ppt and low at 20 ppt salinity. 
Similarly, the FAA and free proline contents 
were highest and lowest at 5 and 20 ppt 
salinity, respectively (Fig. 2). 

El mayor contenido de clorofila a co- 
rrespondió a 3Oo/oo de salinidad y el menor a 
5O/oo. La mayor ficocianina se obtuvo con 
2Oo/oo y la menor con 4Oo/oo de salinidad, 
mientras que la mayor concentración de 
aloficocianina se logró con 10 y 30°/oo, y la 
menor con 20°/oo (Fig. 2). 

DISCIJSSION 

The optimum salinity for growth of A. 
dimidiotrr was found t» be 20 ppt. At this 
salinity the species had a short lag phase, 
whereas at lower and higher salinities the lag 
phase was relatively long. Dor and Hornoff 
(1985) reported that the duration of the lag 
phase in cultures depends on the salinity of 
the medium. 

El contenido de proteína de A. dimidin- 
ta fue alto con 5o/oo y bajo con 2Oo/oo de 
salinidad. De manera similar, los contenidos 
mayor y menor de aminoácidos y prolina libres 
correspondieron a 5 y 2Oo/oo de salinidad, 
respectivamente (Fig. 2). 

DISCUSION 

Se encontró que la salinidad óptima 
para el crecimiento de A. dimidirrra es 200/00. 
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Figure 1. Growth curves ofAnocys/is dimidiatn at five different salinities. 
Figura 1. Curvas de crecimiento de A/loqsti.r dimidintc/ con cinco salinidades diferentes 

Figure 2. Effect of salinity on dry weight and biochemical constituents of Anncystis dirnidiatu 
after 20 days of inoculation. 
Figura 2. Efecto de la salinidad sobre el peso seco y constituyentes bioquímicos de Amcystis 
dimidinto, después de 20 días de inoculación. 
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Hagemann et al. (1989) stated that al1 
influentes on and changes of the ce11 
metabolism are integrated in the specific 
growth rate. Hence, this parameter reflects 
best the complete adaptation of cells to dif- 
ferent salinities. The highest specific growth 
rate and biomass observed at 20 ppt salinity 
for A. dimidiatu further revealed that this 
salinity is ideal for its optimum growth. At 5 
and 40 ppt salinity A. dimidiuta had low 
specific growth rate and low biomass. This 
would indicate that this species was under 
stress. 

The salinity stress affected ce11 chloro- 
phyll a content, which was lowest at the 
lowest salinity. Photosynthetic accessory pig- 
ments, like phycocyanin, were decreased most 
at the high (40 ppt) salinity. The low chloro- 
phyll u content at 5 ppt and the low chloro- 
phyll and phycocyanin content at 40 ppt 
salinity might have led to low photosynthetic 
activity and resulted in low biomass in these 
salinities. Other cyanobacteria have been 
reported to show diminished photosynthesis 
under salt stress conditions (Blumwald and 
Tel-Or, 1984; Warr er al., 1985). 

A. dimidiata growing in low (5 ppt) and 
high (40 ppt) salinites showed increased 
protein as well as increased FAA and free 
proline content. The increase in the FAA and 
free proline content could be attributed to 
the synthesis of Salt-induced-proteins under 
salt stress conditions. Apte and Bhagwat 
(1989) and Hagemann et nl. (1990) reported 
enhanced synthesis of proteins under salt 
stress conditions. Increase in the protcin 
content in A. dimidio/n at 5 and 40 ppt 
salinity could also be attributed to the activa- 
tion of cellular metabolism to adapt to the 
stress condition. Vreeland (1987) reported 
that increased production of enzymes could 
be one strategy to overcome salt dependent 
enzyme inhibition. This could also be one 
reason for increased protein content in the 
cyanobacterium Anncystis dimidiato under 
salt stress conditions. 
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por sal. Apte y Bhagwat (1989) y Hagemann 
et al. (1990) indicaron que la síntesis de 
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proteína en A. dimidinta con 5 y 40°/oo de 
salinidad puede también atribuirse a la acti- 
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señaló que el aumento de la producción de 
encimas podría ser una estrategia para superar 
la inhibición de encimas dependiente de la sal. 
Esta puede ser también una causa del aumen- 
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