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MANUAL DE OBTENCION DE CEPAS DE MICROALGAS

MANUAL FOR OBTAINING MICROALGAE STRAINS

Liz Cecil Tenorio Garcia-Bldsquez*, Hanna Elizabeth Herndndez Acevedo, Marco Antonio Aguirre Obregon

RESUMEN

Tenorio Garcia-Blasquez LC, Herndndez Acevedo HE, Aguirre Obregén MA. 2016. Manual de obtencidn de cepas de
microalgas. Inf Inst Mar, Per. Inf. 43(especial): 000-000.-Este manual es un producto del Programa Presupuestal
PpR 0094: Ordenamiento y Desarrollo de la Acuicultura con el fin de difundir las metodologias de laborato-
rio utilizadas para la obtenciéon de cepas de microalgas en el Banco de Germoplasma de Organismos Acuati-
cos del Instituto del Mar del Perti. Se explican y detallan los procedimientos para preparar medios de cultivo
y obtener cepas de microalgas marinas y de agua dulce. El manual también presenta aspectos generales de
la biologia de las microalgas, importancia y usos actuales.

ParaBRAS cLAVE: Acuicultura; cepas; cultivo axénico; microalgas.

ABSTRACT

Tenorio Garcia-Blisquez LC, Herndndez Acevedo HE, Aguirre Obregon MA. 2016. Manual for obtaining microalgae
strains. Inf Inst Mar, Per. Inf. 43(especial): 000-000.-This manual is a product from the “Programa Presupuestal
PpR 0094: Ordenamiento y desarrollo de la acuicultura” with the aim of disseminating the laboratory me-
thodologies used to obtain microalgae strains in the Banco de Germoplasma de Organismos Acuaticos del
Instituto del Mar del Perti. Procedures for preparing culture media and obtaining marine and fresh water
microalgae strains are explained and detailed. The manual also presents general aspects of microalgae bio-

logy, importance and current uses.

Keyworps: Aquaculture; strains; axenic cultivation; microalgae.

INTRODUCCION

El Perti cuenta con alrededor de 12000 cuerpos de
agua entre lagos, lagunas y cochas, ademas con
un litoral marino de 3080 km de alta productivi-
dad primaria. Los cuerpos de aguas continenta-
les se distribuyen entre los 0 y 6000 m de altitud,
proporcionando habitad de diversas condiciones
medioambientales para las microalgas. Muchos de
los cuerpos de agua continentales presentan carac-
teristicas oligotrdficas, y atin no presentan un im-
pacto antropico significativo, mientras que otros
presentan caracteristicas eutroficas debido princi-
palmente al impacto humano (v.g. acuicultura, tu-
rismo, desechos urbanos), los cuales modifican el
ambiente y como consecuencia son las principales
causas de la pérdida de la biodiversidad, entre las
que se encuentran las microalgas.

Por otro lado, el uso de las microalgas se ha incre-
mentado para distintos fines, como: biodisel, bio-
rremediacion, industria cosmética, farmacéutica y
alimentos (Corr 1991, CresweLL 2010). Esto ocurre

porque las microalgas tienen muchas ventajas y
potencialidades, como por ejemplo su rapido creci-
miento, el cual puede escalonarse para llegar a gran-
des voliimenes. Por otro lado, su capacidad natural
de fijar grandes cantidades de diéxido de carbono
y de almacenar aceites que pudieran ser utilizados
como fuente de biocombustibles, contribuyendo en
la reduccién del uso de combustibles fosiles (VARE-
LA 1988), sefialan a las microalgas como una de las
soluciones ecoldgicas mas importantes en el mundo
(Scort et al. 2010).

En la acuicultura, las microalgas son utilizadas
como alimento para el crecimiento y desarrollo de
diversas etapas larvales de otros organismos acua-
ticos cultivados (ABALDE et al. 1995). Las microalgas
utilizadas para acuicultura deben tener caracteristi-
cas especificas como no presentar toxinas dafiinas
para los organismos a alimentar, tamafio adecuado,
pared celular digerible y una composiciéon bioqui-

*tenorio@imarpe.gob.pe. Banco de Germoplasma de Organismos Acudticos, Direccion General de Investigaciones en

Acuicultura, del Instituto del Mar del Perii.
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mica adecuada para la éptima nutriciéon de los orga-
nismos cultivables. Existen otras caracteristicas liga-
das a la fisiologia de la especie como resistencia a la
fotoinhibicion, fotoperiodos, sensibilidad a concen-
traciones de oxigeno y el estrés osmotico. La selec-
cion de la microalga a cultivar es posible mediante
la obtencién de un cultivo unialgal (monoespecifico)
logrado a partir del aislamiento de una unidad algal
en condiciones de asepsia. La obtencion de este cul-
tivo se logra desde el muestreo, donde se encuentra
la microalga a trabajar, hasta la propagacion a ma-
yores volumenes y alcanzar un cultivo axénico. El
trabajo en laboratorio comprende procesos micro-
bioldgicos de aislamiento celular, cultivo en asepsia
y mantenimiento de las microalgas en condiciones
simuladas del medio natural. Este manual presenta
las pautas y pasos a seguir para la obtencion de ce-
pas microalgales.

MARCO TEORICO

GENERALIDADES

Las microalgas pueden ser unicelulares, filamen-
tosas, formar colonias cenobiales y también exis-
ten formas coloniales macroscopicas. Como toda
célula eucariota vegetal, las microalgas presentan
informacion genética en un nucleo, uno o mas clo-
roplastos y pared celular. La clorofila y otros pig-
mentos como carotenos se encuentran dentro de
los cloroplastos.

Las microalgas son importantes productoras pri-
marias de biomoléculas mediante la fotosintesis,
utilizan energia luminosa y la transforman en ener-
gla quimica. Algunas son fotoautotrofas obligadas
(Grapue 1991), no obstante otras son solamente he-
terotrofas y no requieren energia luminosa ya que
asimilan la energia a partir de compuestos orga-
nicos disueltos. Otras especies son mixotrdpicas y
utilizan energia luminosa para dividirse y depredan
otras microalgas, como el caso de algunos dinofla-
gelados (Horr y SneLL 2001).

Las microalgas son en su mayoria organismos acua-
ticos, sin embargo existen formas que habitan en se-
dimentos, suelo, epifitos y forman simbiosis como en
los liquenes. Las microalgas se encuentran tanto en
ambientes marinos como en agua dulce y muchas de
ellas pueden adaptarse a ambos habitats. Se encuen-
tran ampliamente distribuidas por todos los cuerpos
de agua en el planeta; existen muy pocas especies de
microalgas a las que se les considera endémicas.

En el mar, las microalgas son parte del plancton, al-
gunas son bentonicas y otras se encuentran en toda
la columna de agua. Muchas microalgas viven en
ambientes extremos como nieve o hielo, suelo y has-
ta roca volcanica adaptandose a la poca incidencia
de luz, escasos nutrientes, efectos de corrientes, se-
dimentacion y depredadores.

CONDICIONES DE CULTIVO

Las condiciones de laboratorio influyen en el creci-
miento y mantenimiento fisioldgico de las microal-
gas. Por lo tanto, es importante conocer las condicio-
nes Optimas de cada especie de microalga, asi como
sus rangos de tolerancia segun las fluctuaciones de
los parametros. Los factores quimicos esenciales en
el cultivo de microalgas para su 6ptimo crecimiento
son el suministro de nutrientes y microelementos a
concentraciones adecuadas; y en cuanto a factores
fisicos podemos mencionar la calidad y cantidad de
luz, temperatura, salinidad, pH y fotoperiodo (Ca-
NizARes et al. 1994).

Los requerimientos de las microalgas en cultivo de-
penderan de la especie y se manejan los siguientes
factores (Tabla 1).

El crecimiento y mantenimiento de las células en
un cultivo microalgal depende de la asimilacion de
unos 15 a 20 compuestos nutricionales y minerales
que se encuentran en el medio. El requerimiento
de estos nutrientes se clasifica en dos grupos. Los
macronutrientes, que son elementos utilizados en la
formacién y mantenimiento de las células, confor-
mados por carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno,
fésforo, azufre, potasio y magnesio. Mientras que
los micronutrientes son utilizados en menor con-
centracion como catalizadores en funciones regula-
doras osmoticas, como el hierro, manganeso, zing,
molibdeno, vanadio, bario, cloro, cobalto, calcio, si-
lice y sodio (GuiLLarD 1975).

Algunos factores pueden afectar la disponibilidad
de los nutrientes, por ejemplo en medios alcalinos
los metales precipitan, por lo que agentes quelantes
como EDTA (acido etil diamino tetracético) coad-
yuvan a la disponibilidad de estos metales para las
células (Karran et al. 1986).

También, es necesario anadir al medio de cultivo
vitaminas esenciales para el metabolismo de las
microalgas. La tiamina (B,), cianocobalamina (B,,)
y biotina (B,) son consideradas esenciales para la
mayoria de microalgas, se estima que toda micro-
alga planctonica requiere cianocobalamina para su
optimo crecimiento (SrottE 1979).

Tabla 1. Los requerimientos de las microalgas en cultivo

Temperatura: 15 a 22 °C

Factores Fisicos Fotoperiodo: 12:12 ( Luz : Oscuridad)

Intensidad luminica: 60 — 80 umol/m?/s

Salinidad: 0 — 37%

pH:7a9

Factores quimicos Nutrientes:C,O,H, N, P, S, Na, K, Ca,Mg, Fe,

Zn, Mn, B, Br, Si, Cu, Co, Cl,Sr, Rpb

Vitaminas: B,,, tiamina, biotina
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La mayoria de las microalgas son fotoautotrofas,
realizan la fotosintesis para transformar la energia
luminosa en energia metabolica. El periodo de expo-
sicion a la luz influye en los procesos de reproduc-
cion y crecimiento de las células (Ricumonp 1986),
por ejemplo en diatomeas la reproduccion asexual
por fisién binaria ocurre en periodos de luz y la
formacion de esporas en periodos de oscuridad. La
calidad y cantidad de luz no solo influye en el cre-
cimiento de las microalgas sino también en la com-
posicion de macromoléculas, tasas de respiracion y
actividad de enzimas carboxilicas (VOSKRENSESKAYA
1972). Por ejemplo, la luz roja aumenta las reservas
de carbohidratos y la luz azul estimula fotorecep-
tores que desvian los productos de la fotosintesis
hacia la ruta de sintesis de proteina (Rrvkin 1989).

Por otro lado, debe tomarse en cuenta algunos as-
pectos en el manejo del factor luz, asi como también
la irradiacion, la distribucion expectral y fotoperio-
do. La irradiancia para muchas algas en cultivo de
mantenimiento es de 10 — 30 pEinstein seg™'m= (1 —
2% de luz solar completa) (Guillard & Morton 2003).

La respuesta a altos valores de intensidad lumini-
ca, generando mayor proporcion de pigmentos y
lipidos esta relacionada a la proteccion de la célula
(SaNcHEZ-SAAVEDRA y Vorrorina 2002). En cultivos
donde existe muy poca concentracion de células se
debe de mantener una intensidad de luz constante y
no tan intensa ya que las microalgas pueden decaer
en su crecimiento poblacional por fotoinhibicion al
dafar el fotosistema II. Los cultivos donde existe
una mayor densidad de células son capaces de uti-
lizar la luz incidente con mayor eficacia ya que las
células mas cercanas a la fuente de luz dan sombra a
las mas alejadas, este proceso se conoce como auto-
sombreado (CoNTRERAS-FLORES et al. 2003).

La temperatura adecuada en laboratorio debe ser
cercana a la temperatura del medio natural de don-
de fue extraida la microalga, al menos hasta que se
adapte a la temperatura programada en el labora-
torio. Es importante reconocer si las fuentes de luz
en el laboratorio pueden influir en la temperatura
ya programada. La temperatura es importante en la
disociacién de moléculas de carbono para que pue-
dan estar a disponibilidad de las células al momento
de realizar la fotosintesis, y también es directamente
proporcional a la tasa de respiracion celular (Kom-
MAREDDY y ANDERSON 2003). Las especies tropicales
presentan un rango de tolerancia de 16 a 27 °C; en
valores menores de este intervalo, el crecimiento
disminuye mientras que a temperaturas mayores
el cultivo sufriria un colapso (Horr y SNeLL 2001).
Se conoce que los cambios de temperatura crean
modificaciones en las rutas metabdlicas como los
observados en la biosintesis de carotenoides donde
se ha encontrado el aumento de astaxantina y lu-
teina (DEL Camro et al. 2004), y también se asocia a

cambios morfoldgicos en algunos clordfitos de agua
dulce (MarTIN 2010).

La salinidad éptima para el cultivo de una microal-
ga depende de la especie y poblacion de donde fue
extraida. Generalmente este parametro no es muy
controlado en cultivos marinos ya que se trabaja con
la misma salinidad del océano (35 ppm). Sin embar-
g0, esto puede variar con microalgas que provienen
de estuarios y ambientes salobres dependiendo de
las condiciones de laboratorio que se quieran dar.

El pH es otro factor importante en los cultivos. Si
existen variaciones respecto del valor éptimo del
pH de un cultivo, el crecimiento celular y los pro-
cesos metabolicos disminuyen (Borowitzka y Bo-
rowITZKA 1988). EL pH esta influenciado por facto-
res como la productividad algal, respiracion celular,
alcalinidad del medio, composicion iénica del me-
dio de cultivo, actividad microbiana y concentra-
cion de CO,. En ciertos niveles alcalinos de pH, se
compromete la disponibilidad de CO, llegando a
ser un limitante para el crecimiento y fotosintesis.
Muchos autores coinciden en que el rango 6ptimo
para microalgas en general es de 7 a 9 (DeL Rio et al.
2007, MartIN 2010).

AISLAMIENTO Y CULTIVO EN CEPAS

El agua de mar es un medio complejo que contiene
mas de 50 elementos conocidos, gran cantidad de
compuestos organicos y que ademas son cambian-
tes a lo largo del afio. Por esta razén, en cultivos de
microalgas marinas, el agua de mar utilizada debe
ser previamente esterilizada y ademas enriquecida
para mantener un balance de nutrientes y garanti-
zar la asepsia del cultivo. Este equilibrio de nutrien-
tes consiste en adicionar los principales nutrientes
inorganicos como NO,, PO,, silicatos, metales tra-
zas, quelados y vitaminas. (BErGes et al. 2001).

Las microalgas crecen bajo condiciones naturales en
comunidades, sin embargo, cuando se desea reali-
zar un estudio de una especie en particular, se parte
de aislar una célula para cultivarla y lograr su pro-
liferacidén sin la interferencia de otros organismos,
el aislamiento y reproduccion por fision binaria a
partir de una célula asegura la misma informacién
genética en todas las células del cultivo (GoNzALEZ
et al. 1995), aunque durante este proceso pueden
ocurrir mutaciones derivadas de condiciones am-
bientales (PraTT 1944).

Un cultivo unialgal es sostenible en el tiempo siem-
pre y cuando existan las condiciones de asepsia, sin
contaminantes (como protozoarios, otras microalgas
u hongos) y materia organica no disuelta. No obs-
tante, muchas veces la presencia de bacterias asocia-
das contribuye al crecimiento y mantenimiento de
un cultivo microalgal, porque se sabe que algunas
bacterias producen vitamina B,, (cianocobalamina)
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utilizada en procesos metabdlicos de las microalgas
(Horr y SNELL 2001).

Una vez obtenido el indculo o primer cultivo unial-
gal (cepa), se puede escalar a mayores volimenes
para su mantenimiento bajo las mismas condicio-
nes. Es importante mantener cultivos en menores
volimenes a manera de stocks o cultivos de respal-
do por si en algin volumen llevado el cultivo sufre
una muerte celular repentina o se contamina. Estos
cultivos de respaldo deben ser mantenidos a vola-
menes pequenos y realizar recambios de nutrientes
segun lo requiera la microalga. Al aumentar el volu-
men de los cultivos y prevenir la contaminacion por
bacterias se debe trabajar en condiciones de asepsia
utilizando materiales estériles y con la ayuda de un
mechero. Otra manera de evitar la contaminaciéon
es realizar el procedimiento de transferencia bajo
una campana de flujo laminar, donde el flujo de aire
pasa por filtros y genera un ambiente estéril. Tam-
bién es recomendable utilizar lamparas germicidas
de UV antes de realizar el trabajo.

El mantenimiento de los cultivos unialgales en la-
boratorio depende de factores fisicos esenciales
como las condiciones de iluminacién, temperatura
y fotoperiodo. Cuando se tiene un cultivo de cepas
la aireacion puede convertirse en un vector de con-
taminacion por protozoarios o bacterias, por lo cual
no es recomendable. Generalmente las microalgas
flageladas pueden dividirse en lapsos de 24 horas,
las diatomeas se dividen de 2 a 3 veces al dia y las
clorofitas entre 4 a 5 dias (LAVENS y SORGELOOS 1996).

El proposito de realizar recambios de nutrientes y
escalonamiento en voliimenes es retener una pobla-
cion fisiolodgica, morfoldgica, y genéticamente salu-
dable. Existen factores que se deben tener en cuenta
en el mantenimiento de subcultivos de una micro-
alga, como la edad de los cultivos que se relaciona
con la presencia de diferentes estadios de ciclo de
vida, por ejemplo teniendo dos cultivos de la misma
especie pero uno con células flagelares y otro con
células en estado vegetativo. Otras limitaciones son
las variaciones en las condiciones de laboratorio,
estas pueden conducir a pérdidas de caracteristicas
morfoldgicas y fisioldgicas de las células. Algunos
ejemplos de estas modificaciones morfoldgicas se
dan en las diatomeas en la reduccion del tamafo de
las frustulas (Jaworskr et al. 1988), modificaciones
fisiologicas como la pérdida de composicion pig-
mentaria (WARREN et al. 2002).

El modelo de crecimiento de una poblacién en cul-
tivo permite explicar su dinamica y tomar medidas
sobre su manejo, en general se reconocen 4 etapas
de crecimiento (Figura 1). La primera es la fase de
adaptacién donde el cultivo comienza su crecimien-
to, muchas veces esta etapa presenta una caida leve
por la adaptacion de la microalga a un nuevo me-
dio. La segunda es la fase exponencial donde las cé-

lulas ya estan adaptadas al medio de cultivo y em-
pieza una division celular mas rapida acercandose
a una forma de crecimiento exponencial. La tercera
es la fase estacionaria donde ya no se observa un
incremento de células y la poblacion alcanza un
equilibrio, es decir que existe un balance entre tasa
de natalidad y mortalidad de células. La tltima fase
es la de declive o muerte donde el cultivo empieza
a decaer en niamero de células. El tiempo que duran
las fases depende de la especie de la microalga, las
condiciones de cultivo dadas y el suministro de nu-
trientes o didxido de carbono (FocG y Tuake 1987).
Para un cultivo es necesario determinar la curva de
crecimiento teniendo en cuenta la cantidad de cé-
lulas por mililitro del cultivo. Los conteos se reali-
zan mediante el uso camaras de conteo (Neubauer,
Segwich y Rafter), por contadores de particulas de
membrana o por espectofotometria.

METODOLOGIAS

TECNICAS DE ESTERILIZACION DE MATERIAL DE
LABORATORIO Y MEDIOS DE CULTIVO

Preparacién de material de vidrio.

Aplicado a tubos de ensayo, matraces de vidrio (50,
100, 125, 250, 500 y 1000 mL), botellas de vidrio de
1y 2 L, placas Petri y pipetas: Diluya el detergente
neutro (Extran) con agua potable y con ayuda de un
escobillén o esponja lave el material de vidrio; para
el caso de pipetas y tubos de ensayo coléquelos en
el lavador ultrasonido por 30 minutos a 60 °C con
detergente neutro, enjuague con agua potable hasta
eliminar los residuos del detergente, sumerja el ma-
terial de vidrio en un balde con la solucién de HCl
al 5%; ya sea vertical u horizontalmente, deje actuar
la solucion acida (por varias horas, si es necesario),
retire el material de vidrio del HCl y enjuague 10
veces con agua potable hasta tener la seguridad de
haber eliminado el total de la solucion acida, realice
el altimo enjuague con agua desionizada. Coléque

Densidad celular
N

Tiempo

Figura 1. Curva de crecimiento estandar. 1. Fase de adaptacion,
2. Fase Exponencial, 3. Fase Estacionaria, 4. Fase de Declive.
Fuente: Fogg y Thake, 1987.




el material limpio en una estufa a 75 °C para su se-
cado, cuando esté seco, cubra la boca del matraz con
papel aluminio y luego con papel kraft, sujetando
con pabilo (Figura 2), esterilizar en autoclave a 15 Ib
de presion a 120 °C durante 15 minutos (Figura 3)
en la opcion de secado esterilizado, en caso de que
el material se encuentre un poco htimedo llévelo a
estufa a secar a 80 °C.

Preparacion del material de pldstico:

Aplicado a tubos plasticos, puntas, frascos de plasti-
co, mangueras: Diluya el detergente neutro (Extran)
con agua potable y con ayuda de un escobilléon o
esponja, y de ser necesario lave el material de plas-
tico. Enjuague con agua potable hasta eliminar los
residuos del detergente. El tiltimo enjuague realice-
lo con agua desionizada. Coloque el material limpio
en estufa eléctrica a 75 °C para su secado, en caso de
que el material sea resistente a altas temperaturas el
esterilizado se realizara en autoclave.

Preparacion de medios de cultivo:

Los medios de cultivo deben contener los nutrientes
minimos necesarios para la especie a cultivar. Los
insumos para la preparacion de los medios de culti-
vo son reactivos de calidad grado PA (Reactivo Para
Analisis), pH adecuado, y factores de crecimiento
(vitaminas).

Equipos y materiales:

* Balanza analitica (5 digitos)

e Sistema de filtracién al vacio

* Refrigerador

e Agitador orbital

e Campana de extraccion de gases
® Purificador de agua

e pH metro

¢ Autoclave

* Mascara de proteccion para gases
* Botellas de vidriode 1y 5L

e Filtros de policarbonato de 0.22 y 0.47 um
* Reactivos

e Espatula tipo cuchara

Microalgas marinas:

Los medios de cultivo se prepararan con agua de mar
almacenada en botellas de vidrio de 5 L, en oscuri-
dad por un mes aproximadamente (Figura 4). Diluir
el agua de mar a 30 ppm de salinidad (para evitar la
cristalizacion al momento de la esterilizacién), reali-
zar la purificaciéon mediante un equipo de filtracién
con filtros de policarbonato de 0.47 y 0.22 um (Figura
5), enriquecerla en funcién a los requerimientos de la

Figura 2: Material de vidrio limpio cubierto de papel aluminio
y papel kraff.

Figura 3: Esterilizado del material de vidrio.

Figura 5: Equipo de filtraccion.
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especie de microalga a adaptar y cultivar.

Microalgas de aguas continentales (cloréfitas, ciandfitas,
diatomeas, etc.):

Los medios de cultivo se preparan con agua desti-
lada y seran enriquecidos seguin los requerimientos
de crecimiento de la microalga a adaptar y cultivar.

Medio F/2 (GuiLLarD y RyTHER 1962; GUILLARD
1975 tomado de AnpEerseN 2005) (Tabla 2). Me-
dio de cultivo empleado para microalgas mari-
nas (dinoflagelados, diatomeas, cloroéfitas, etc.).
En un litro de agua de mar filtrada por 0.47 y
0.22 um, agregar 1 mL de la solucion stock de
macronutrientes, ImL de micronutrientes, ImL
de silicato (solo para diatomeas) y 2 mL de Tris
y esterilizar a 121 °C por 20 minutos, una vez
frio el medio de cultivo se enriquecera con 1 mL
de la solucion de vitaminas con un filtro de je-
ringa de 0.22 pum.

Medio L1 (GuiLLarp y HarGraves 1993, to-
mado de AnpEerseN 2005) (Tabla 3). Medio de
cultivo para microalgas marinas (dinoflage-
lados). Preparar en un litro de agua destilada
la soluciéon de macronutrientes y soluciones
stock. En un litro de agua de mar filtrada a 0.45
y 0.22 um, se le agregara 1 mL de cada macro-
nutriente, 1 mL de cada micronutriente y 2 mL
de Tris, esterilizar a 121 °C por 20 minutos, una
vez Frio el medio de cultivo se enriquecera con
1ml de la solucién de vitaminas con un filtro de
jeringa de 0.22 um.

Medio de cultivo BG11 modificado (ALLEN
1968; ALLEN y STaNIER 1968; Rippka et al. 1979;
tomado de Anpersen 2005) (Tabla 4). Medio
de cultivo empleado para ciandfitas. Preparar
soluciones stock de macronutrientes, solucion
de citrato férrico, metales trazas y vitaminas en
agua destilada. Agregar 1 mL de cada stock a la
solucion final del medio de cultivo, esterilizar a
121 °C por 20 minutos.

Medio Spirulina modificado (Asa y Ocawa
1977; ScuoOsser 1994; tomado de ANDERSEN
2005) (Tabla 5). Medio de cultivo empleado para
cianofitas (Arthrospira platensis). Preparar la so-
lucién de stock 1 en 500 mL y solucién stock 2
en 500 mL de agua destilada. Esterilizar a 121
°C por 20 minutos, una vez frio mezclar y a la
solucion final agregar 1 mL de cada solucién
stock de cianocobalamina con un filtro de jerin-
ga de 0.22 um.

Medio Chu (Tabla 6). Medio de cultivo emplea-
do para microalgas de agua dulce (dinoflagela-
dos, diatomeas, cloréfitas, etc.). En un litro de
agua destilada, se agrega 1 mL de soluciéon de
citrato férrico, 1 mL de la solucion de macronu-
trientes, 1 mL de micronutrientes, y esterilizar a
121 °C por 20 minutos .

TOMA DE MUESTRAS PARA LA OBTENCION DE CEPAS

Para el caso de lagos, lagunas, océanos:

Equipos y materiales (Figuras 6):

GPS

Figura 6: materiales para la colecta.

Tabla 2. Medio F/2 (GUILLARD & RYTHER 1962, GuiLLarD 1975 tomado de ANDERSEN 2005)

Nutrientes Solucién Stock Cantidad Concentracion medio final
. NaNO, 75 g/L 1mL 8.82*10*M

Macronutrientes

NaH,PO,H,0 5g/L 1mL 3.62*10°M

FeCl,.6H,0 3.1500

Na,EDTA.2H,0 4.3600

MnCl,.4H,0 0.1800
Micronutrientes ZnSO,.7H,0 0.0220 1mL

CoCl,.6H,0 0.0100

CuSO,.5H,0 0.0100

Na,MoO,.2H,0 0.0060

Tiamina HCI (B,) 0.0020 2.96*10"M
Vitaminas Biotina 0.1 1mL 2.05*10°M

Cyanocobalamina( B12) 0.001 3.69*10°M
Tris Tris (Regular con HCL 37% a pH 7.2) 50 g/200 mL 2mL




Tabla 3. Medio L1 (GuiLLARD AND HARGRAVES 1993, tomado de ANDErsEN 2005).

Nutrientes Solucién stock Cantidad Concentracion medio final
. NaNO, 75 g/L 8.82*10* M

Macronutrientes - 1mL

NaH,PO, H,0 5g/L 3.62*10°M

FeCl,.6H,O 3.1500 g/L

Na,EDTA.2H,O 4.3600 g/L

MnCl,.4H,0O 0.1781 g/L

ZnSO, . 7H,O 0.0230 g/L.

CoCl, . 6H,O 0.0119 g/L
Micronutrientes CuSO4.5H,0 0.0025 g/L 1mL

NaMoO; . 2H,0 0.0199 g/L

H,SeO; 0.00129 g/L.

NiSO, .6H,O 0.00263 g/L

NazVO, 0.00184 g/L

K,CrO; 0.00194 g/L

Tiamina HCI (B,) 0.0020 g/L. 2.96*107 M
Vitaminas Biotina 0.01 g/L 1mL 2.05*10° M

Cyanocobalamina (Vit B ) 0.001 g/L 3.69*10°M
Tris Tris (Regule con HC1 37% a pH 7.2) 50 g/200 mL 2mL

Tabla 4. Medio de cultivo BG11 modificado (ALLEN 1968, ALLEN & STANIER 1968, Rirrka et al. 1979; tomado de ANDERSEN

2005).
Nutrientes Solucién Stock Cantidad Concentracién medio final
Solucién de citrato Acido Citrico 6 g/L oL 3.12*10°M
férrico Citrato de fierro amoniacal 6g/L 3.00 *10° M
NaNO, 15¢g/L 1.76 *102 M
K,HPO,.7H,0 40 g/L 1.75*10*M
. MgSO,.7H,0 75 g/L 3.04*10* M
Macronutrientes 1mL
CaCl,.2H,0 36 g/L 2.45*10* M
Na,CO, 20 g/L 1.89 *10* M
MgNa,EDTA.H,0 1.0 g/L 2.79*10°M
H,BO, 2.860 g/L 4.63*10°M
MnCl, . 4H,0 1.810 g/L 9.15*10° M
Solucién de metales ZnS0O,. 7H,0 0.220 g/L Lml 7.65*107 M
traza CuSO, . 5H,0 0.079 g/L 3.16 *10" M
Na,MoO, . 2H,0 0.391 g/L 1.61*10°M
Co (NO,), . 6H,0 0.0494 g/L 1.70*10” M

Tabla 5. Medio Spirulina modificado (A1Ba Y Ocawa 1977, ScuOsser 1994; tomado de ANDERSEN 2005).

Nutrientes Solucién Stock Cantidad Concentracion medio final
Solucién de citrato Acido Citrico 6g/L _— 3.12*10° M
férrico Citrato de fierro amoniacal 6g/L 3.00*10° M
NaNO, 1.5g/L 1.76 *102 M
K,HPO,.7H,0 40g/L 1.75*10% M
, MgSO,.7H,0 75 g/L 3.04*10% M
Macronutrientes 1mL
CaCl,2H,0 36 g/L 2.45*10% M
Na,CO, 20 g/L 1.89 *10* M
MgNa,EDTA.H,0 1.0g/L 2.79*10°M
H,BO, 2.860 g/L 4.63*10°M
MnCl, . 4H,0 1.810 g/L 9.15*10° M
Solucién de metales ZnSO,. 7H,0 0.220 g/L L 7.65*107 M
traza CuSO, . 5H,0 0.079 g/L 3.16 *10" M
Na,MoO, . 2H,0 0.391 g/L 1.61*10°M
Co (NO,), . 6H,0 0.0494 g/L 1.70 *107 M
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Tabla 6. Medio Chu.

Nutrientes Solucién Stock Cantidad Concentracion medio final
Solucion de citrato Acido Citrico 6g/L . 3.12*10°M
férrico Citrato de fierro amoniacal 6g/L 3.00*10° M
NaNO; 15g/L 1.76 *10° M
K,HPO,4.7H,O 40 g/L 1.75*10* M
. MgSO,.7H,0O 75 g/L 3.04*10* M
Macronutrientes 1mL
CaCl,.2H,O 36 g/L 2.45*10* M
Na,CO; 20 g/L 1.89 *10* M
MgNa,EDTA.H,O 1.0g/L 2.79*10° M
H3BOs 2.860 g/L 4.63*10° M
MnCl, . 4H,O 1.810 g/L 9.15*10° M
Solucién de metales ZnS0; . 7H,0 0.220 g/L . 7.65*107 M
traza CuSO; . 5H,O 0.079 g/L 3.16*10" M
Na;MoO; . 2H,0O 0.391 g/L 1.61*10°M
Co (NO3), . 6H,O 0.0494 g/L. 1.70 *107 M

* Multipardmetros

® Refractémetro

® Frascos de muestreo con tapa

* Red de fitoplancton conica de 20 pm
e (Caja de frio

* Libreta de notas

e Marcadores

®  Solucion fijadora (formol 4%).

Procedimiento: Utilizar una red de fitoplancton de
20 um de abertura de malla con vaso colector de 10
pm, realizar tres lances verticales desde los 10 m de
profundidad hasta la superficie (Figuras 7).

Colocar la muestra de agua proveniente del vaso co-
lector en un frasco de 0.1 L (Figura 8), previamente
rotulado con datos del lugar (coordenadas) y fecha,
tomar dos muestras por punto, la primera sera fija-
da en formol (4%) para realizar el analisis taxonomi-
co y la segunda muestra se colocara en una caja de
frio hasta ser llevadas al laboratorio para la obten-
cion de cepas en un plazo no mayor de las 24 horas.

Observaciones: En cuanto a muestreo de dinoflage-
lados, no concentrar demasiado la muestra y tomar
otra muestra directamente con una botella para evi-
tar maltratarlos con la red.

Para el caso de cuerpos de agua pequeiios de baja profun-
didad (charcos, riachuelos):

Equipos y materiales:

e GPS

e Multiparametros

* Frascos de muestreo

* Red de fitoplancton cénica de 20 um
e (Caja de frio

e (Cémara fotogréfica

Figura 7: Lance vertical de la red de fitoplancton.

Figura 8: Malla con colector.




Figura 9: Toma de la muestra directamente con un frasco.

e Libreta de notas
e Marcadores

Procedimiento: Para cuerpos de agua de poca profun-
didad colectar las muestras de agua directamente
con un frasco de muestreo (Figura 9) y registrar los
pardmetros fisicoquimicos del lugar en una libreta
de notas (Figura 10), realizar la captura fotografica
del lugar donde se tomo6 la muestra para el registro
de origen, datos que seran considerados al momen-
to de realizar la adaptacion a cultivo de la microalga
y el llenado de la ficha de origen de la cepa.

OBTENCION Y AISLAMIENTO DE LAS CEPAS DE
MICROALGAS

Para la obtencién de las microalgas en cultivo, se to-
mard en consideracion los datos de campo como sa-
linidad, temperatura, pH, amonio, fosfatos, nitritos,
etc. estos datos serviran para determinar el medio
de cultivo y condiciones para su adaptacion.

Existen distintos métodos para el aislamiento de cé-
lulas de microalgas, por ejemplo: enriquecimiento
de medios de cultivo, aislamiento de una célula con
micropipetas, aislamiento en agar, diluciones suce-
sivas, aislamiento por gravedad (centrifugacion y
sedimentacion), aislamiento por fototaxis. (ANDER-
sEN 2005).

En el Banco de Germoplasma de Organismos Acua-
ticos la técnica empleada es la del aislamiento celular
con micropipeta el cual se describira a continuacion:

Aislamiento de una célula con micropipetas
Equipos y materiales:

*  Microscopio invertido

e (Camara de flujo laminar con mechero
e (Cdamaras de cultivo

* Micropipetas

* Medios de cultivo estériles

e Porta objetos estériles

Figura 10: Medicién de parametros fisico quimicos del medio.

e Tubos de cultivo y matraces de 50 mL
¢ Porta tubos

Procedimiento: Limpiar el area de trabajo con alcohol
al 70%, preparar el material de trabajo, iniciar la ob-
servacion de las muestras colectadas de fitoplancton
vivo usando un microscopio compuesto, separar un
poco de la muestra en un Beaker estéril (Figura 11).
Una vez seleccionada la especie se procede a su se-
paracion mediante la técnica de pipeteo y lavados
sucesivos (ANDERSON 2005). Esta técnica consiste en
usar unas pipetas Pasteur preparadas a manera de
una micropipeta con un didmetro de entrada de un
tamario ligeramente superior a una célula de 20 um.

Preparar un portaobjeto estéril con una gota de la
muestra proveniente de la colecta (Figura 12-14),
en el microscopio compuesto (invertido) capturar
con la micropipeta una célula, colonia o cadena de
una especie de microalgas, , trasladar la microalga
capturada a otro cubre objetos con gotas de medio
de cultivo estéril, realizar el lavado celular, y asi su-
cesivamente hasta lograr aislar una célula, colonia
o cadena en una gota de medio de cultivo estéril,
finalmente las células aisladas se colocan en tubos

Figura 11: Muestra Madre.




Liz Cecil Tenorio Garcia-Bldsquez et al. Manual de obtencidn de cepas de microalgas

Mantenimiento de cepas de medio liquido
Equipos y materiales:

* Microscopio compuesto

e (Cdamara de flujo laminar con mechero
e Camaras de cultivo

* Micro pipetas Pasteur estériles

* Medios de cultivo estériles

e Porta objetos estériles

¢ Tubos de cultivo y/o matraces de 50 y 125 mL

Figura 12: Muestra madre en un porta objetos.

* Gradilla para tubos

Procedimiento: Las cepas mantenidas en matraces
o tubos de ensayo seran recambiadas cada 14 o 21
dias dependiendo de la especie de microalga. Pre-
parar la camara de flujo laminar, limpiar el interior
con alcohol al 70%, colocar el material de trabajo y
encender la luz ultravioleta de la cdmara, para lograr
un area estéril. Rotular 4 tubos o matraces nuevos

Figura 14: Lavado celular con medio estéril.

de ensayos y/o matraces de 50 mL con 10 mL con
medio de cultivo (el medio seleccionado estara en
funcién a la microalga), incubar en una camara bio-
climatica a 15 °C, con un de fotoperiodo de 12 ho-
ras luz y 12 horas de oscuridad, y una irradiancia
de 60 a 80 pmol m~s™. Cuando estas células logran
aclimatarse a las condiciones de laboratorio, en el
matraz o tubo de ensayo después de 7 o 15 dias se
pueden observar pequenos filamentos o células de
la microalga. Revisar al microcopio el cultivo y veri-
ficar si se trata de un cultivo unialgal, en caso de no
ser asi, repetir el proceso de aislamiento. Figura 16: Tubos de cultivo con medio esteril.
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por cepa con el codigo y fecha, (Figura 15) para luego
dispensar el medio de cultivo estéril (Figura 16).

Revisar las microalgas que serviran de indculo, ob-
servar al microscopio la viabilidad y estado quisti-
co, entre otras caracteristicas. Una vez seleccionada
la cepa, extraer una alicuota con una pipeta Pasteur

Figura 17: Toma de in6culo de cepa de microalga.

Figura 19: Tubos en la cdmara climatica a 17 °C.

estéril (Figura 17) y trasvasar en un tubo o matraz
con medio de cultivo estéril (Figura 18). Terminado
el recambio trasladar los nuevos tubos y/o matra-
ces con in6culo a la camara de cultivo a condiciones
de temperatura, fotoperiodo, intensidad luminica y
humedad determinadas (Figura 19).

Conservacion de las cepas de microalgas en agar enriquecido
Equipos y materiales:

*  Microscopio 6ptico

e (Camara de flujo laminar con mechero

e (Camaras de cultivo

* Micro pipetas Pasteur estériles

e Agar enriquecido con medio de cultivo

¢ AsadeKoll

* Porta objetos estériles

e Tubos de cultivo y/o matraces de 50, 125 mL
e Porta tubos.

Procedimiento: Las cepas en agar se recambiaran
cada 6 meses, los indculos se seleccionaran a partir
de medio liquido o placas de cepas anteriormente
preparadas y se realizara bajo microscopio inver-
tido y estereoscopio para observar la presencia de
hongos y bacterias.

Pesar 14 g de agar y colocar en un matraz de 1 L
con medio de cultivo especifico, dependiendo de la
microalga. Esterilizar en autoclave a 121 °C por 10
minutos el medio de cultivo enriquecido con agar,
dejar enfriar aproximadamente a 50 °C y dispen-
sar las placas Petri estériles (Figura 20) dentro de la
camara de flujo laminar. Dejar enfriar hasta la soli-
dificacion con la luz UV encendida por aproxima-
damente 15 minutos (Figura 21), cerrar las placas e
invertirlas para evitar la formacion de vapor en su

Figura 20: Dispensar el agar en placas de Petri.

11



Liz Cecil Tenorio Garcia-Blisquez et al.

Manual de obtencién de cepas de microalgas

Figura 21: Placas en camara de flujo laminar con luz ultravioleta.

Figura 22: Rotular las placas con el cédigo de la cepa y la fecha.

Figura 23: Colonia de microalga libre de bacterias.

Figura 24: Sembrado por estrias en la placa de agar.

interior, rotular cada placa con cédigo de la cepa y
fecha (Figura 22).

A. Indculo proveniente de medio liquido: Con
ayuda de una micropipeta estéril se tomara un
poco de in6culo de la cepa en tubo seleccionada
y se colocara una gota sobre el agar y con ayu-
da del asa de siembra previamente esterilizada
(flameada en el mechero) se realizara el rayado
en agar, sellar con papel Parafilm M® y almace-
nar en cdmara climatica a 14 °C.

B. Indculo proveniente de medio solido: Tomar
con la ayuda del asa de siembra (previamente
esterilizada) una colonia de la placa selecciona-
da como indculo (Figura 23), colocar la colonia
de microalga sobre el agar en la placa rotulada,
sembrar con la técnica del rayado por estrias
(Figura 24).

Terminado el proceso de siembra de in6culo en las
placas con agar enriquecido colocarlas en la cdmara
climatica para su crecimiento (Figura 25).

METODO PARA EL ANALISIS EN MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO

El estudio taxondmico a nivel morfologico debe rea-
lizarse de la muestra original y en las etapas sucesi-
vas de la obtencién del cultivo unialgal (GonzALEZ
et al. 1995).

Para la correcta clasificaciéon taxonémica de las
microalgas es necesario emplear la técnica de mi-
croscopia electrénica de barrido, debido a que pro-

Figura 25: Placas de agar en cdmara climatica a 14 °C.
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porciona imagenes tridimensionales de ultraestruc-
turas importantes para su identificacion.

En el caso de microalgas marinas, primero se proce-
de a la desalinizaciéon de la muestra para evitar la for-
macion de cristales de sal, emplear concentraciones
diluidas de agua de mar filtrada a 0.22 um de concen-
traciones del 100, 75, 50 y 25% y agua destilada para
no provocar choque osmotico en las células que pro-
duzca rotura y deformacion celular, cada cambio de
salinidad se realizara con un espacio de 10 minutos.

Después de haber eliminado la sal de la muestra
se procedera a la deshidratacion de las células con
concentraciones crecientes de alcohol, de 10, 30, 60
y 80% y etanol absoluto, cada 10 minutos entre cada
concentracién, una vez terminado el proceso de fil-
tracion se toma el filtro con una pinza y se procede
al montaje para la observacion en microscopia elec-
tronica de barrido.

En el caso del anélisis taxondémico de diatomeas, las
muestras provenientes de los cultivos deben ser tra-
tadas previamente con el propdsito de eliminar la
materia orgdnica por medio de distintas metodolo-
glas (solucion de acido sulftirico, Método de Hasle y
Fryxell 1970, Método de Simonsen 1974, Método de
Balech y Ferrando 1964), posteriormente se lavara la
muestra previamente tratada para eliminar solven-
tes por filtracion con agua destilada (ALveaL et al.
1995), utilizando filtros de membrana Isopore™
(RTPP) 1.2 um, para posteriormente unirlos a un
portaobjeto de plata coloidal.

El producto obtenido es sometido a evaporaciéon por
punto critico y pulverizacion catddica con recubri-
miento de paladio y oro. Finalmente, las muestras
se analizan y son microfotografiadas usando un
microscopio electronico de barrido para observar
estructuras de caracter taxonomico y clasificar las
especies. Se filtra al vacio con filtros de policarbo-
nato de 0.22 um.
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