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RESUMEN

Accorinti, J. 1991. Medio sélido-liquido para el mantenimiento prolongado
de cepas algales. Rev. Asoc. Cienc. Nat. Litoral 22 (2): 35-44.

Se propone y describe un sistema de cultivo "in vitro" de dos fases, en tubos y/o frascos de
vidrio neutro (Pyrex o similar), conteniendo en su parte inferior la formulacién nutritiva agarizada
(sdlida) con los macro y micronutrientes minimos indispensables para normal crecimiento autétrofo.
La fase superior liquida, donde se realiza la siembra del indculo, puede ser de la misma formulacién
que la inferior y/o contener otros elementos minerales, de acuerdo con las referencias especificas
indicadas en cada caso en la bibliografia para crecimiento ptimo. Esta simple metodologia, ensa-
yada con éxito en nuestros laboratorios, permite la preservacion vital de las cepas algales de distin-
tos habitats (dulceacuicolas, marinos, salobres y ficobiontes liquénicos) por tiempo prolongado,
superior al cultivo de una sola fase, liquida y/o sélida. El método descrito en la presente contribu-
cién, no ha sido anunciado en los trabajos técnicos de la bibliografia especifica.

ABSTRACT

Accorinti, J. 1991. Long-term maintenance of algal strains in solid-liquid
culturing media. Rev. Asoc. Cienc. Nat. Litoral 22 (2): 35-44.

A novel in vitro culturing system for longer active maintenance of algal strains is proposed and
described. It consists of two separate phases, one above the other and contained in neutral glass tu-
bes or flasks (Pyrex or similar). The solid basal phase, agarized, includes the macronutrients and at
least four micronutrients. These represent the minimum indispensable for normal autotrophic mineral
plant nutrition, The upper liquid phase where the alga is seeded, consists of either the same formu-
lation as the solid or a different one, according to the specific requirement of the alga. This two pha-
ses system was improved in our laboratories using algae from different habitats (fresh-water,
marine, brackish and lichen phycobiont), thus ensuring a longer period of active growth when com-
pared with the same nutrient solution with only the solid or liquid phase., This simple methodology
apparently has not been referred to in the literature.
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INTRODUCCION

El cultivo de las algas autotrofas tuvo sus origenes a fines del siglo pasa-
do, paralelamente al desarrollo de las técnicas empleadas en el laboratorio para
el crecimiento hidropdnico de plantas superiores. Salvada la etapa experimental
inicial, incluyendo las primeras formulaciones (cit. in Accorinti, 1965) debe sefa-
larse que no se trata de una contribucion individual sino que corresponde a su-
cesivos autores que asentaron en sus obras las mas variadas combinaciones
de nutrientes, arribandose a la coincidencia de un minimo comdn denominador
de macro y microelementos indispensables para el crecimiento normal de espe-
cies dulceacuicolas, marinas, salobres, del suelo y liquénicas. A continuacién,
respetando el orden cronolégico, se citan los autores que se dedicaron a la fico-
logia experimental, ya sea con interés puramente académico en sus estudios
biologicos, como aquellos que sefalan las més variadas aplicaciones, como las
que se citan en Accorinti, op.cit. Asi, senalaremos a von Vischer (1926), Kuffe-
rath (1929), Ketchum & Redfield (1938), Bold (1942), Bourrelly (1948), Prings-
heim (1950), Brunnel et al. (1950), Provasoli et al. (1951), Myers et al. (1951),
Pappas & Hoffman (1952), Burlew (1953), Mituya et al. (1953), Evenare et al.
(1953), MclLaughlin (1956, 1960), McLaughlin & Droop (1957), Tamiya (1957,
1960), Arce & Bold (1958), Krauss (1958, 1962), McLaughlin & Zahl (1959),
McLaughlin et al. (1960), Starr (1960, 1978), Watanabe (1960a y b), Davis &
Ukeles (1961), Goriunova & Osviamova (1961), Accorinti (1960, 1962, 1984),
Halperin (1963), Allen (1963), Venkataraman (1969), Lefevre et al. (1972), Jhin-
gram & Gapalakrishman (1974), Soeder (1978), Asher & Spalding (1982), Luse
et al. (1985), Gartner (1986) y Thompson et al. (1988).

El cultivo puro o axénico, sus logros y mantenimiento, se refieren en sus
comienzos en la obra de Pringsheim (19486). Dicha tarea se ha continuado, am-
pliado y mejorado por otros, hasta alcanzar los niveles de excelencia encuadra-
dos en la biotecnologia de los Ultimos afos: Dainty et al. (1985), Richmond
(1986), Borowitzka & Borowitzka (1988) y Robinson et al. (1988).

Al igual que con las colecciones de bacterias, surgio la necesidad de orde-
nar los cultivos en centros de ficologia experimental, de proyeccion e intercam-
bio, que dieron origen a las colecciones internacionales, guardadas en ceparios
como los de Suiza (Ginebra y Basilea), Inglaterra, primero en Cambridge con el
material reunido por Pringsheim, hoy extendidas y establecidas en Ambleside,
Cumbria, con su coleccion de cepas dulceacuicolas (CCAP) y en Escocia, en la
Scotish Marine Biological Association, en Oban (SMBA).

Otras son las de Francia (L'Algotheque de Paris), Suecia (Upsala), las co-
lecciones norteamericanas de Indiana, Texas, las de la Kaiser Foundation de
California, las de la Universidad de Tokyo (Japon), la de Alemania (Géttingen),

=86 -



la de Innsbruck (Austria) y otras menores en Institutos y Universidades de dis-
tintos paises.

En general, los medios de cultivo para el mantenimiento de las coleccio-
nes, se basan en férmulas con los referidos macro y micronutrientes minimos
indispensables o en medios mas especificos y complejos, ya sea en soluciones
liquidas o de siembra en medios sdlidos agarizados, casi todos dispuestos en
tubos o frascos expuestos a la luz, en lo posible en cadmaras climatizadas.

El mantenimiento de las cepas, principalmente en medios sélidos, se reali-
za por repiques sucesivos entre dos a tres meses de intervalo, que representan
un costo importante en materiales y horas de trabajo técnico, en condiciones de
asepsia microbiologica. Obviamente, por los factores enunciados, se han inten-
tado nuevos métodos que permitieron prolongar el tiempo de mantenimiento,
aunque éstos, basicamente, no han sufrido mayores variaciones. En algunos
casos, como con ciertas cianobacterias o algas verde-azuladas y algas del sue-
lo, con estructuras mas resistentes a la desecacion, han permitido con éxito su
liofilizacion y otras variantes de la misma, tal como se procede con bacterias.
En otros intentos, se ha investigado el posible mantenimiento usando métodos
de congelacion, por inmersion de los cultivos dispuestos en tubos en nitrégeno
liquido logrando su criopreservacion, técnica atin en etapa de experimentacion,
con controles vitales de las algas post-congelacién, anotando sus posibles mo-
dificaciones a nivel ultraestructura, seguida por microscopia electronica seriada
(Universidad de Durham y en CCAP, Ambleside, Inglaterra).

En los ultimos anos, distintas Instituciones y Organismos de nuestro pais,
nos han solicitado cepas algales que disponemos en nuestro cepario, ya sea
para estudios e investigaciones académicas, para tareas docentes y para traba-
jos aplicados. Entre estos ultimos, principalmente para piscicultura de agua dul-
ce, usando microalgas de los géneros Chiorellay/o Scenedesmus, como fuente
alimentaria por su funcién de productores primarios o iniciadores de la cadena
tréfica. Otro uso comun, con las mismas cepas, es el de su empleo como patro-
nes de valoracion en bioensayos, para monitoreo de metales pesados, herbici-
das, plaguicidas y otros productos téxicos que interesan en estudios ecolégicos
de polucién dulceacuicola.

Debido a dicho interés, se creyd conveniente describir este método inter-
medio entre el medio sdlido y el liquido, que permite un mayor tiempo de preser-
vacion vital de las cepas algales y que en nuestros laboratorios han dado
excelentes resultados.

MATERIAL Y METODOS

Se usaron dos unidades de cultivo;
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a) tubos de ensayo de 20 cm de largo y 2,5 cm de diametro, con capacidad
volumétrica total de 90 ml. La fase inferior sélida y la liquida superpuesta,
cubicaron una altura de 4 cm cada una.

b) frascos de 17 cm de largo y 5 cm de diametro, con un volumen de 250 ml.
Tanto las fases sélida como liquida cubicaron una altura de 3 cm por fase.

En cada caso la siembra del inéculum fue proporcionalmente correlativa al
volumen de liquido de la fase superior, equivalente a la descarga de un ansa
para la siembra en los tubos y entre 3 a 5 descargas para los frascos.

Ambas unidades de cultivo se dispusieron bajo radiacion de luz natural (rit-
mo dia-noche) y/o frente a luz constante de tubo fluorescente de 30 W, a una
distancia entre 20-30 cm y a temperatura de laboratorio. En todos los ensayos
de cultivo, con las distintas cepas algales, el medio sdlido de la fase inferior,
contenia la formulacion del medio de Detmer modificado, con ajuste de pH a 6,8
previo a su esterilizacion, segun se describe en Accorinti (1960) y cuya compo-
sicion molar se transcribe en Cuadro 1.

Cuadro 1

Formulacion del medio Detmer modificado (Accorinti, 1960). Los macronutrien-
tes se expresan en uM y los micronutrientes en uM. (.) El tartrato férrico se pre-
para por separado (5 g de ClsFe + 5 g de &cido tartarico, llevando a un litro con
agua destilada). Por cada litro de solucion macronutrientes se agrega 1 ml de
micronutrientes y 1 ml de solucién de tartrato férrico.

Sales {c):g/l elemento mg/l (ppm) molaridad
(NOg)2Ca 1,00 N 42,7 3,05 mM

Ca 61,1 1,52 mM
PO4HzK 0,25 K 50,7 1,30 mM
CIK 0,25 Cl 33,8 0,95 mM
S0O4Mg 0,25 S 16,7 0,52 mM

Mg 12,6 0,52 mM

P 14,2 0,46 mM
BO3H3 2,86 B 0,5 42,27 M
tartrato férrico () Fe 1.7 30,83 uM
ClzMn.4 Hz0 1,81 Mn 0,5 9,15 uM
ClaZn 0,11 Zn 0,05 0,81 uM
Clz Cu 0,05 Cu 0,02 0,37 uM
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Los correspondientes medios de cultivo liquidos de las respectivas fases
superiores, se prepararon por separado y se agregaron luego de autoclavar, en
condiciones asépticas.

Las distintas cepas ensayadas fueron:
Chlorophyceae
Volvocales

1-Dunaliella salina bardawil (Linea CCAP 19/30; ATCC 30861); habitat
salobre.

Chlorococcales (de habitats dulceacuicolas)

2- Scenedesmus obliquus (Turp.) Kitz. (aislada por Accorinti, 1960,
1962).

3- S. acutus Meyen (Linea 276-3a: Coleccion de Cultivos de la
Universidad de Gottigen, Alemania (CCUG), a través del Instituto
Carbobiolégico de Dortmund (ICD).

4- Chlorella pyrenoidosa Chick (CCGU; ICD).

5- Ch. vulgaris Beijerink (CCUG; ICD).

6-Coelastrum sphaericum (Nag.) var. dilatatum (Bohlin et Vischer; linea
CCAP, a través de la CCUG; ICD).

7-"Trebouxoide" (ficobionte aislado del liquen Parmotrema reticulatum
(Taylor) Chaisy, creciendo sobre corteza de Melia azedarach (aislada
por Accorinti, cultivada por de la Torre; identificacion liquénica por
Adler).

Ulvales

8-Enteromorphasp. (aislada de acuarios marinos por Visbeek).

Las fases liquidas superiores variaron de acuerdo a las cepas cultivadas.
Para las clorococales, especies de Scenedesmus, Chlorellay Coelastrum, se
us6 la misma formulacion del medio de Detmer modificado, como el contenido
en la fase inferior sélida.

Para el ficobionte "Trebouxoide" se uso sodlo agua destilada. Para Entero-
morpha sp., el medio liquido correspondio a agua de mar sintética (formulacion
comercial para el cultivo de peces marinos).

La fase superior liquida para Dunaliella fue: Cl Na (23 g/l); ClaMg. 6 H20 (10 g/l)
y SOasNaz (3 g/).

RESULTADOS
Si bien no se realizd un estudio analitico cuantitativo, entre este método bi-
fasico sodlido-liguido y el comun sistema monoféasico (sélido y/o liquido), los re-

sultados en todos los cultivos fueron evidentes, observados por microscopia
optica y aln por simple inspeccion visual, que permiten aseverar una notable vi-
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talidad de las especies que duplicaron y atn triplicaron la supervivencia al com-
pararlos con los cultivos mantenidos en los sistemas monofasicos.

DISCUSION

El mantenimiento prolongado de las algas sembradas sobre la parte supe-
rior liquida del sistema bifasico propuesto, se fundamenta en el establecimiento
de un equilibrio entre ambas fases. Es decir, se deduce que al comienzo, el al-
ga sembrada en pleno crecimiento, usara los elementos minerales de la liquida.
Cuando cualesquiera de sus elementos se hace indispensable en la solucion,
debido a nutricion preferencial o mayor consumo, por principio de difusion, los
carenciales de la parte superior, son librados por la fase sdlida o reservorio infe-
rior, que actia a modo de "quelante”, haciéndolos de nuevo disponibles en la li-
quida casi en forma permanente. Asi, por lento y paulatino proceso de difusion,
el sistema propuesto es autoregulable en su disponibilidad nutritiva, permitiendo
el consumo racional de los elementos minerales.

CONCLUSIONES

El sistema bifasico propuesto resulté mas ventajoso en la racionalizacion
nutricional de las variadas cepas algales ensayadas, procedentes de diferentes
habitats. Por consiguiente, es de amplia aplicabilidad y superior al sistema mo-
nofasico comun, rindiendo en economia del consumo de materiales, a la vez
que permite ahorrar tiempo por manipuleo técnico mucho méas espaciado.
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