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PRESERVACION DE CYANOPHYCEAE BAJO
ACEITE MINERAL (*)

Por DELIA R. DE HALPERIN (*¥)
INTRODUCCION

Una de las tareas inherentes al mantenimiento de una coleccién
de cultivos, es la blisqueda y ensayo de nuevos métodos que aseguren
una éptima conservacién de las cepas con el menor ndmero posible de
repicados.

Con esa finalidad se énsayé la preservacion de algas azules bajo
aceite mineral estéril. Desde que Lumiére y Chevrotier log emplearon
por primera vez en el afio 1914 para couservar cultivos de bacterias,
se utiliz6 con éxito en el mantenimiento de diversos microorganismos
como lo atestigna la frondosa bibliografia al respecto (Morton et Pu-
laski, 1938 ; Buell et Weston, 1947 ; Henry, 1947 ; Perlman y colabora-
dores, 1955 ; Haynes y colaboradores, 1955; Hartsell, 1953 y 1956 ; San-
ta Maria Ledochowski, 1956 ; Halperin y colaboradores, 1958 ; Fennell,
1960; ete.). Las ventajas de este método, puntualizadas por Morton et -
Pulaski -en 1938, residen fundamentalmente en su simplicidad que lo
hacen practicable en cualquier laboratorio dado que no requiere apa-
ratos ni dispositivos especiales; las cepas no exigen tratamiento previo;
los repicados no interfieren en la preservacion del cultivo y asegura
ademis una Optima conservaciéon durante largos periodos de tiempo,
sin modificacion de las caracteristicas culturales y bioquimicas.

En algas sin embargo, los antecedentes bibliograficos son muy es-
casos: W. J. Robbins y colaboradores (1953) mantuvieron cultivos de
Euglena sp. durante 19 meses en medio nutritivo liquido cubierto con
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una capa de aceite mineral a 15°C en la oscuridad, y durante 15 meses
en las mismas condiciones culturales a 25°C e iluminacién constante.
Santa Maria Ledochowski (1956) ensay$ la conservacion de Chlorella
pyrenoidosa Chick N¢ 252 en estrias de agar-Bristol-proteosa (Starr,
1960) recubiertas con vaselina liquida en dos condiciones: ‘‘Tempera-
tura ambiente-luz difusa” y “Fris (3°C-6°C)-oscuridad’’ observando
que la cepa se mantuvo viable durante 6 meses como méximo, solamen-
te en la segunda de las condiciones citadas. I.. Hedrick, segiin comu-
nicacion personal (1960), logré mantener una Chlorophyta incolora
del orden de las Chlorococcales, Prototheca zopfi Kriiger, en estrias
bajo aceite mineral durante 5 afios a la temperatura del laboratorio.

Estos ensayos son tan limitados en cuanto al ntmero de especies
algales involucradas, que en realidad no permiten llegar a conclusio-
nes definitivas respecto a la eficacia del método seguido. Starr (1962)
en la ‘‘Specialists Conference on Culture Collection’’ realizada en Ca-
nadé, llama la atencién sobre el ntimero reducido de trabajos encami-
nados a ensayar en las algas, los distintos métodos de preservacién que
resultan ventajosos en otros microorganismos.

Entre los métodos de conservacién utilizados actualmente en al-
gas, ademas de los medios de cultivo especificos 6ptimos para cada cepa
—que no contemplan la frecuencia del transplante—, cabe mencionar
el de la liofilizacién (Daily et McGuire, 1954 ; Watanabe, 1959 ; Holm-
Hansen, 1964), asi como la preservacién en estado semi-htimedo sobre
gravilla volednica poresa (Watanabe, 1959) o en arena desecada (Ven-
kataraman, 1961), a méas de los pocos casos ya mencionados en los cua-
les se emples la vaselina liquida. También se ha ensayado la conser-
vacion de algas a bajas temperaturas (desde —196°C hasta — 10°C),
con resultados muy diversos segtn las especies (Holm-Hansen, 106‘3
Whiltfon, 1962).

Dada la simplicidad del método del aceite mineral hasta ahora efi-
cientemente utilizado en el mantenimiento de hongos, levaduras y bac-
terias, v en vista de la escasa experiencia de su aplicacion en algas, hemos
considerado de interés la realizacion de este trabajo empleando un ma-
yor ntmero de especies pertenecientes a diversos géneros. Lios resul-
tados obtenidos indican la ventaja del uso de la vaselina liquida en la
preservacion de algas azules, si bien su eficacia varia con las dlstmtas
cepas ensayadas.

MATERIAL Y METODOS

A. Cepras: Se ensayaron 8 cepas de Cyanophyceae, —T7 en condi-
cién de cultivo uni-algal y 1 bacteriologicamente puro (N¢ 23)—, co-
.rrespondientes a 8 géneros incluidos en 4 familias:

Ne 42: Oscillatoria brevis Kiitzing (Oscillatoriaceae).

Ne 52: Microcoleus vaginatus (Vauch.) (Oscillatoriaceae).
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N° 62: Hydrocolewm heterotrichum Kiitzing (Oscillatoriaceae).
Ne 23: Nostoc muscorum Agardh (Nostocaceae).
N¢ 61: Anabaena variabilis (Kiitz.) Born. et Flahault (Nostoca-
ceae).
" Ne¢ 82: Seytonema hofmannii Agardh (Scytonemataceae).
N® 92: Microchaete diplosiphon Gomont (Scytonemataceae).
N 72: Calothriz parietina (Ndg.) Thuret (Rivulariaceae),
todas ellas provenientes de la Coleccién de Cultivos del Departamento
de Biologia, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (Halperin,
1963). '

B. Mepro pE currivo: Las algas se cultivaron en tubos de ensayo,
sobre vermiculita (') estéril utilizada como soporte fisico (Halperin,
i.c.), embebida con el medio nutritivo de Léfévre-Jakob-Nisbhet (1952)
algo modificado: NO3;K eristalizado 0,200 gr; PO,HK, cristalizado 0,40
gr; SO, Mg, 7TH.O 0,30 gr; (NO3).Ca cristalizado 0,30 gr; ClgFe,
trazas; extracto de suelo 10 cc; agua destilada 1.000 ce. Esterilizar en
autoclave 15 minutos a 120°C y agregar 1 cc de solucion A, de ele-
mentos menores (Arnon, 1938).

C. Acerre MINERAL: Para recubrir los cultivos se utilizé vaselina
liquida (*) incolora, neutra, de uso medicinal, que se esteriliz en horno
Pasteur en tubos de ensayo a 160-170°C durante 1 hora.-La experien-
cia indica que el aceite mineral evita la deshidratacion del cultivo y
reduce su crecimiento.

D. Mftrono: Las cepas se sembraron en tubos de ensayo sobre ver-
miculita estéril embebida con el medio de cultivo en cantidad suficiente
como para dejar una delgada capa sobrenadante, exponiéndolos a la
luz de tubos fluorescentes de 40 W hasta obtener un crecimiento abun:
dante, Tiuego se recubrieron con vaselina liquida estéril, procurando
que ésta forme sobre la superficie del cultivo una capa de 2-3 e¢m de
espesor.

Para cada cepa se ensayaron 3 condiciones :
1. Temperatura ambiente-luz difusa
II. Temperatura ambiente-oscuridad 5
ITI. Frio (4°-8°C)-oscuridad
con los testigos correspondientes (sin cubrir con vaselina).
Por cada cepa y en cada una de las condiciones ensayadas, se hi-
cieron 3 repeticiones con los testigos correspondientes sin aceite mineral.

(1) Granulado mineral; ver su composicién quimica en The Merck Index of Che-
micals and Drugs: 1092-1093, 1960. '

() La vaselina liquida o aceite mineral es una mezcla de hidrocarburos liquidos de
la serie parafinica, obtenidos del petréleo (Farmacopea Nac. Argentina, 1956;
Grant, 1946). ; ;
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Los controles microscépicos de los cultivos mantenidos bajo vase-
lina liquida se realizaron por observacién directa al microscopio, ano-
tando el aspecto, forma y color de los tricomas, presencia de acinetas,
estado de germinacién de las mismas, ete. Para los controles de viabi-
lidad, las cepas se inocularon en el medio nutritivo liguido antes men-
cionado, exponiéndolas a la luz; la observacién cualitativa del ecreci-
miento se hizo a los 30, 60 y 90 dias.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

El ensayo se inici6é en diciembre de 1962 ; los resultados obtenidos
a los 3 anos de conservacion se consignan en el cuadro adjunto.

Del andlisis comparativo de los datos obtenidos en las 3 condicio-
nes ensayadas, se concluye que la preservacion a Temperatura ambien-
te-luz difusa es la méas faverable, ya que 6 de las 8 cepas probadas
(75 %) muestran viabilidad positiva a los 30 dlas que se mantiene o
se acrecienta a los 60 y 90 dias.

En la mayoria de los cultivos con viabilidad positiva, el control
microseépico indica la presencia de tricomas normales, a veces algo
decolorados como en Calothriz parietina y ademas, en las especies que
forman acinetas como Nostoc muscorum y Anabaena variabilis, muchas
de ellas se encuentran en vias de germinacién. Solamente en una cepa,
—Maicrocoleus vaginatus—, se observa un escaso ntmero de tricomas
con aspecto normal. En los cultivos con viabilidad negativa (25 %),
el control microscépico correspondiente revela que el material esti
completamente desintegrado (Oscillatoria brevis e Hydrocoleum hetero-
trichum).

En los cultivos mantenidos bajo aceite mineral y con viabilidad
positiva a Temperatura ambiente-luz difusa, se observa un aumento de
la masa algal que se va extendiendo en la profundidad de la vermicu-
lita, disponiéndose siempre sobre las paredes del tubo de ensayo del
lado mas iluminado.

En la condicion Frio-oscuridad, de las 8 cepas ensayadas, los con-
troles de viabilidad muestran en un 62,5 % (5 cultivos) un crecimien-
to escaso a los 30 dias que se mantiene o aumenta a los 60 y 90 dias,
pero sin alecanzar el desarrollo observado a Temperatura ambiente-luz
difusa. Morfol6gicamente en estos cultivos, la mayoria de los tricomas
aparecen contraidos, uno que otro solamente con aspecto normal (N°
52, 92 y 72) o reducidos a masas de acinetas como en las cepas N°¢ 23
Nl d

Es de notar que en esta condicién no se observa un aumento de
la masa algal como a Temperatura ambiente-luz difusa, conservindose
solo el crecimiento alcanzado en el momento de recubrir los cultivos
con la vaselina liquida.
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La c¢ondicion Temperatura ambiente-oscuridad es la menos favo-
rable para la conservaciéon de las cepas; todos los cultivos con excep-
cién de los que forman acinetas (N¢ 23 y 61) no son viables. El con-
trol microscopico de los mismos revela la desintegraciéon total del ma-
terial.

Los testigos correspondientes a las 3 condiciones ensayadas (cul-
tivos sin recubrir con aceite mineral) estin completamente desecados
al cabo de 3 afos y su viabilidad es negativa a los 30 dias; sin embargo
en algunas de las cepas mantenidas a Temperatura ambiente-luz difusa
v Frio-oscuridad se observa un crecimiento escaso a los 60 dias.

Si bien en principio se podria pensar que los testigos de la con-
dicion Temperatura ambiente-luz difuse pueden representar en si un
medio de preservacion adecuado, es de notar que la viabilidad de los
mismos es muy inferior a la observada en los cultivos correspondientes
mantenidos bajo aceite mineral,

RESUMEN

Se ensays la preservacién bajo aceite mineral de 8 cepas de Cyano-.
phyceae: Oscillatoria brevis Kiitzing ; Microcoleus vaginatus (Vauch.)
Gomont ; Huydrocolewm heterotrichum Kiitzing; Nostoc muscorum
Agardh; Anabaena variabilis (Kiitz.) Bornet et Flahault; Scytonema
hofmannit Agardh: Microchaete diplosiphon Gomont y Calothriz pa-
rietina (Nig.) Thuret.

Las pruebas se realizaron en diferentes condiciones de luz y tem-
peratura: Temperatura ambiente-luz difusa, Temperatura ambiente-
oscuridad y Frio (4°-8°C)-oscuridad, con los. testigos correspondientes
sin recubrir con vaselina liquida. =

Los resultados obtenidos a los 3 afios de conservacién indican. que
la condicién Temperatura ambiente-luz difusa es la méas favorable: un
75 % de las cepas ensayadas muestran viabilidad positiva a los 30 dias,
viabilidad que se mantiene o acrecienta a los 60 y 90 dias. Correlati-
vamente, el control microseépico de la mayoria de estos cultivos revela
la presencia de tricomas normales y ademés, en Jas especies que for-
man acinetas, muchas de ellas aparecen en vias de germinacion. Es de
notar también, que s6lo en esta condicién se observa un aumento de
la masa algal.

En los testigos correspondientes —cultivos sin recubrir con aceite
mineral-—, el material esti completamente desecado al cabo de 3 afos;
su viabilidad es negativa a los 30 dias y con indicios de un crecimiento
escaso a los 60 dias. : :

SUMMARY

Eight strains of Cyanophyceae were preserved under mineral oil :
Oscillatoria brevis Kiitz. ; Hydrocoleum. heterotrichum Kiitz.; Microco-
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leus vaginatus (Vauch,) Gomont; Nostoc muscorum Ag.; Anabaena va-
riabilis (Kiitz.) Born. et Flah.; Scytonema hofmannii Ag.; Microchaete
diplosiphon Gomont and Calothriz parietina (Nédg.) Thuret. These
strains were tested under three different conditions: Room tempera-
ture-diffuse light, Room Temperature-darkness and Cold (4°C-8°C)-
darkmness, together with their corresponding control cultures without

paraffin oil.

According to the results obtained after 3 years of conservation,
the most favourable condition is Room temperature-diffuse light since
75 % of the strains tested show positive viability after 30 days. This
viability is maintained or increased after 60 and 90 days. The micros-
copical observation of most of these cultures shows normal trichomes
besides akinetes in species in which these are usually found, many of
them germinating. Another fact to consider is that only in this condi-
tion the algal mass increases.

The corresponding control cultures —mnot covered with mineral
oil—, were absolutely dry. Viability was negative after 30 days and
a poor growth was observed after 60 days.
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