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(Bacillariophyceae) en el Pacifico de Costa Rica
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ABSTRACT: Isolation of two diatom species with aquaculture po-
tential (Bacillariophyceae) from the Pacific of Costa Rica. Due to
the importance of primary production in the trophic network, most
aquatic ecosystems rely on microalgae. However, there are fewer stud-
ies on phytoplankton in the Central American region, specifically on
marine diatoms, in part because it is difficult to isolate and cultivate
local species in tropical climates. The objective of this study is the isola-
tion of two local diatoms of Chaetoceros and Nitzschia, potential food
for aquatic organisms. Water samples was taken from the Nicoya Gulf,
located in the Central Pacific coast of Costa Rica. The samples were suc-
cessively filtered first through a 35um pore size filter and then through
one of 20um. They were repeatedly isolated using modified Pasteur
pipettes, and serial dilutions were done until a monoalgal culture was
obtained. Two Bacillariophyceae were isolated: NGN1, genus Nitzschia;
and CGN2, genus Chaetoceros. This study is a step toward reducing the
importation of phytoplankton on feeding aquatic organisms by provid-
ing technical and scientific information to develop a microalgal culture
from this region.
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RESUMEN: La mayoria de los ecosistemas acudticos dependen de
las microalgas para su funcionamiento, debido a su importancia en
la produccion primaria en la trama tréfica. Sin embargo, los estudios
en fitoplancton, especificamente en diatomeas marinas, en la region
Centroamericana son escasos, debido en parte a la dificultad de ais-
lar y cultivar cepas locales. Por lo anterior, el objetivo de este estudio
es aislar dos especies de diatomeas locales, pertenecientes a los gé-
neros Nitzschia y Chaetoceros, para su posible uso en la alimentacién
de organismos acuaticos. Se obtuvieron muestras de agua de mar del
Golfo de Nicoya, costa del Pacifico Central de Costa Rica. Las muestras
fueron filtradas sucesivamente primero por tamices de 35um de poro
y luego a través de tamices de 20um, se aislaron con pipetas Pasteur
modificadas y diluciones seriadas hasta obtener soluciones monoal-
gales. Se identificaron dos especies de microalgas pertenecientes a la
clase Bacillariophyceae: NGN1 del género Nitzschiay CGN2 del géne-
ro Chaetoceros. Este estudio constituyé un ensayo pionero en el ais-
lamiento y cultivo de diatomeas marinas locales en Centro América,
proveyendo informacién técnica y cientifica para desarrollar cultivos
regionales y no depender del fitoplancton importado para la alimenta-
cién de organismos acudticos.

Palabras claves: aislamiento, microalgas locales, Bacillariophyceae,
Costa Rica.

La mayoria de los ecosistemas acuaticos dependen de
organismos como las microalgas para su funcionamiento.
Durante décadas estos microorganismos han sido utili-
zadas como modelo bioldgico en la investigacion, por su
flexibilidad metabdlica, caracteristicas fisiologicas (Band,
2007; Gomez, 2007) y potenciales aplicaciones que se
extienden en las dreas ambientales, bioldgicas y econo-
micas (Richmond, 2004; Simon, Foulon & Lemée, 2009).

Una de sus principales aplicaciones es en la acuicultu-
ra, las microalgas son relevantes como fuente de alimento

vivo de diversas especies de organismos acuaticos (Coll,
1983; Brown, 2002; Richmond, 2004; Spolaore, Joannis-
Cassan, Duran & Isambert, 2006; Conceicdo et al., 2010),
mas aun considerando que las dietas artificiales no han
logrado ser del todo exitosas (Robert & Trintignac, 1997;
Mallo & Fenucci, 2004; Neori, 2011). Se requieren microal-
gas en cada etapa de crecimiento de moluscos bivalvos
filtradores, en los estadios larvales de crustadceos y peces,
y para producir zooplancton (Brown, Jeffrey, Volkman
& Dunstan, 1997; Muller-Feuga, 2000; Conceicao et al.
2010; Huerlimann, de Nys & Heimann, 2010).
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Las microalgas poseen ciertas caracteristicas para ser
usadas como alimento vivo, una de estas es el tamafio
celular (Brown, 2002). Las dimensiones del alimento a
entregar tienen una relacién directa con el tamano del
organismo para el cual se utilizara, con el propdsito de
que sea ingerido y digerido adecuadamente. Se ha de-
terminado que un tamano celular apropiado es entre
los 5 a 20um (Torrentera & Tacon 1989, Prieto, Mogollon,
Castro & Sierra, 2005).

De las microalgas aisladas, menos de 20 especies se
utilizan ampliamente en cultivo (Brown, 2002). Sin em-
bargo, autores como Brown et al. (1997) sefalan que es
importante continuar con el aislamiento y cultivo de ce-
pas locales, ya que se encuentran adaptadas a las con-
diciones ambientales dominantes (Band, 2007). De esta
manera se facilita el cultivo en aguas locales, reduciendo
los efectos que conlleva el uso de especies fordneas como
contaminacion y pérdidas productivas y/o econdmicas.

Unodelosgrupos de microalgas mas utilizados en acui-
cultura son las diatomeas de la clase Bacillariophyceae.
Muchas de sus especies son la principal fuente de ali-
mento de moluscos y crustdceos marinos (Wikfors &
Onho, 2001). Constituyen un importante componente de
las comunidades acuaticas, pueden vivir en una amplia
variedad de habitats, incluso aquellos extremos, desde
hielos polares hasta aguas termales (Round Crawford &
Mann, 1990).

Diversos grupos de investigacion latinoamericanos
han aislado diatomeas para su uso en la maricultura
(Band, 1997; Almaguer, Alfonso & Leal, 2004). Sin em-
bargo, en paises de la regiéon centroamericana se siguen
utilizando clones aislados en otras latitudes. En Costa
Rica se han aislado cianobacterias y cloroficeas para uti-
lizarlas en biorremediacion (Leon & Chaves, 2010; Silva-
Benavides & Torzillo, 2012) y microalgas dulceacuicolas
para su uso como indicadores biolégicos de contami-
nacién, bioproxies (Silva-Benavides et al., 2008). Pero
los estudios en diatomeas para fines de cultivo son es-
casos. Por todo lo anterior, el objetivo de este estudio
es aislar dos especies de diatomeas locales de la clase
Bacillariophyceae, pertenecientes a los géneros Nitzschia
y Chaetoceros, para su potencial uso en la alimentacién
de organismos acudticos.

METODOS

Sitio y colecta de muestras de agua: Se colectaron
30 muestras de agua de mar en dos localidades del Golfo
de Nicoya en el Pacifico Central de Costa Rica: en la costa
de la ciudad de Puntarenas (9°58'025"N 'y 84°49'769"W) y
en Jicaral (10°01'14" Ny 85°17'57" W), todas las muestras

de agua fueron tomadas a menos de 1m de profundidad
con una red de fitoplancton de 20um de didametro de
poro (Sea-Gear Corporation).

Tres muestras fueron colectadas en Puntarenas (tem-
peratura 28°C, luminosidad 370umol m?s™, salinidad
32%o, oxigeno disuelto 4,71mg Iy turbidez 2,90m) en
enero del 2011. 27 muestras se colectaron en Jicaral
(temperatura 28°C, luminosidad 370umolm™s™, salini-
dad 35%so, oxigeno disuelto 5,98mg Iy turbidez 0,03m)
(multipardmetros modelo YSI 556 MPS y disco secchi), en

marzo de ese mismo afno.

Aislamiento de las microalgas: Las muestras fueron
filtradas en el drea de colecta con un tamiz de 35um de
tamafno de poro y fueron trasladadas en contenedor
con una temperatura de 10,0+1,0°C, hasta la Estacién de
Biologia Marina de la Universidad Nacional de Costa Rica
(EBM-UNA). Posteriormente fueron filtradas nuevamen-
te con un tamiz de 35um y 20um de tamafno de poro,
colocados 250ml de cada muestra en botellas estériles
de 750ml y fueron llevadas a un volumen final de 500ml
con agua marina esterilizada, salinidad 32%o (solucién
1) (Fig. 1). Las botellas fueron mantenidas dos dias bajo
las condiciones naturales prevalecientes en el sitio, a una
temperatura entre 22 y 35°C y una luminosidad entre
0y 370umol m?s™. Luego se tomaron dos muestras de
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Fig. 1. Procedimiento de aislamiento de las cepas NGN1y CGN2
/NGNT1 and CGN2 isolation diagram.
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100ml de cada botella que fueron colocadas en botellas
estériles de 750ml, y llevadas a un volumen final de 500ml
con medio de cultivo f/4 (50% de f/2, Guillard, 1975 y 50%
agua marina esterilizada) (solucién 2), por siete dias. Los
reactivos utilizados para la confeccion del medio de culti-
vo f/2 fueron grado analitico, cumpliendo las especifica-
ciones de la A.C.S. (American Chemical Society).

Después de siete dias fueron descartadas las bote-
llas cuyo medio de cultivo se tornd blanco, turbio y con
acumulacion de detrito. Ademas, se realizaron conteos
celulares por muestra con hematocitémetro (0,Tmm de
profundidad) del tipo Neubauer, asi se comparo la can-
tidad de células algales y de otros microorganismos. Se
descartaron las microalgas con tamanos menores a las
5um y sobre 15um. Este criterio de revisién y seleccidn
prevalecié en la revisién de las soluciones posteriores.
Se seleccionaron los cultivos menos contaminados que
fueron filtrados a 20um (solucién 3). El filtrado permitié
retener los protozoos de mayor tamano y detrito acumu-
lado en la solucién.

La solucién 3 se trasladé al Laboratorio de Plancton
(EBM-UNA) donde fueron cultivados 100ml de cada bo-
tella, llevados a un volumen final de 500m| con medio
de cultivo /2 (solucién 4). En esta etapa las condiciones
de luz y temperatura fueron controladas con una unidad
de aire acondicionado y ldmparas fluorescentes de luz
blanca (luminosidad 11 a 14umol m?s™, 24h luz, pH de
8,3+0,2y 23+1°C).

Cada dos dias se revisaron y seleccionaron los culti-
vos. En cada botella se colecté el sobrenadante filtrando
a 20pm (solucién 5). La solucién 5 se llevéd a volumenes
finales de 525ml con medio nutritivo f/2, en una relacion
1 a 20 (25ml de solucién 5y 500ml de medio de cultivo)
(solucién 6).

Con la solucion 6 se realizaron diluciones seriadas fac-
tor 10, en placas de cultivo celular multipocillo. Se aisla-
ron células, bajo microscopio, utilizando pipeta Pasteur
modificada. Estas fueron incubadas en tubos de ensayo
de Tml aforados a 0,5ml con medio nutritivo. Se purificd
el cultivo mediante diluciones seriadas y el volumen final
de la muestra con la cepa fue conservado en stock en el
laboratorio (5ml). Posteriormente, se aumento el volu-
men y se incorporod aireacion.

Se observéy midié lalongitud y ancho de 20 células al-
gales bajo microscopio (Nikon Optiphot-2, serie 139244).
La identificacién a nivel morfoldgico se llevé a cabo si-
guiendo los manuales de Rosen (1990), Tomas (1997) y
Horner (2002), y tomando en cuenta el comportamiento
plancténico de las cepas durante su cultivo y escalamien-
to. Las cepas fueron identificadas con una nomenclatura
propia del Laboratorio de Plancton y conservadas en el

cepario de la EBM-UNA (luminosidad 8 a 9umol m2s'y
22+1°Q).

RESULTADOS

Las dos especies de diatomeas plancténicas aisladas
son unicelulares de la clase Bacillariophyceae. De las
muestras colectadas en Puntarenas se aislé una diato-
mea del género Nitzschia (NGN1) (Fig. 2) y la otra del gé-
nero Chaetoceros (CGN2) (Fig. 3) aislada de las muestras
de agua colectadas en Jicaral.
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Fig. 2. Células de NGN1 (40x) / NGNT1 cells.

El tiempo requerido para la purificacion de NGN1 fue
94 dias y de 240 dias para CGN2. NGN1 tiene una lon-
gitud y ancho promedio de 10,9+0,3um y 3,1+£0,1um
respectivamente, presenta simetria bilateral, con valvas
alargadas y margenes abultados en la parte central, rafe
excéntrico y su color es café amarillento. Los dpices son
alargados y curvos hacia la misma direccion.

CGN2, sin incluir las dimensiones de sus setas, tie-
ne una longitud y ancho promedio de 7,9+0,5um y
5,4+0,3um respectivamente. Su simetria es radial y sus
valvas son circulares, su eje apical y pervalvar es de simi-
lar tamano y presenta un color café amarillento.

DISCUSION

Se utilizaron tres metodologias convencionales de
aislamiento microalgal en un mismo protocolo: filtrados
(He, Li & Liu, 2012), diluciones seriadas (Abou-Shanab,
Matter, Kim, Oh, Choid & Jeon, 2011) y pipeta Pasteur
modificada (Band, 2007), ajustadas a los recursos y
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Muestras colectas

Primera filtracion y dilucién con agua
de mar estéril (Solucién 1)

Diluciones en medio de
cultivo f/4 (Solucién 2)

Revision, descarte de muestras
y filtrado (Solucién 3)

Diluciones f/2
(Solucion 4)

Revision y filtrado de los cultivos cada
2 dias (Solucién 5)

Inoculacion en relacion
1:20 (Solucién 6)

Diluciones seriadas
(cada dos dias)

>

~ | Aislamiento
con pipeta
| /v Pasteur
Cultivo en matraces
|
Aumento en el volumen e
incorporacién de aireaciéon

Condiciones controladas en laboratorio

<

Fig. 3. Células de CGN2 (40x) / CGN2 cells.

condiciones de laboratorio. No se realizaron difusiones
en agar (Banerjee, Bandopadhyay & Shukla, 2012) por no
haber sido exitosas en ensayos previos, probablemente
por las elevadas densidades de microorganismos pre-
sentes en aguas marinas calidas (Canosa & Pinilla, 2007),
siendo comun que las colonias de bacterias crezcan junto
con las microalgas en las placas con agar (He et al., 2012).

Durante el proceso de filtracién realizado se retuvo
el detrito y los protozoos de mayor tamano, que se ali-
mentan de células algales (He et al., 2012). La técnica de
diluciones seriadas suele utilizarse para purificar los cul-
tivos y disminuir la proporcién de bacterias en el medio
(Richmond, 2004; Band, 2007). En este estudio esta fue la
metodologia mas apropiada para obtener cultivos mo-
noalgales sin utilizar antibiéticos o radiacién (Almaguer
et al., 2004; Band, 2007; Abou-Shanab et al., 2011).

Una contribucién importante para el éxito de la técni-
ca de diluciones seriadas fue seleccionar, desde el inicio
del bioensayo, soluciones con una densidad de microal-
gas superior a la de otros microorganismos. La principal
razon para lograr obtener cepas de microalgas nativas
es la futura alimentacion de los organismos acuaticos

endémicos que se cultivan en esa zona, seria mas adecua-
do alimentar animales en cautiverio con microalgas que
sirven de alimento natural a las poblaciones silvestres
locales. Ademas, como menciona Band (2007) existen es-
pecies de las que hay escasa investigacion y estudiarlas
podria aportar al desarrollo cientifico de la region.

Durante los 3 afos de duracién de esta investigacion,
no se observaron cambios morfolégicos importantes
en las células de ambas especies, que se pudieran inter-
pretar como diferentes estadios de vida. Por ejemplo,
la especie Phaeodactylum tricornutum tiene un estadio
fusiforme con caracteristicas fenotipicas muy similares
a la cepa NGNT, pero con el tiempo las células de P. tri-
cornutum cambian a formas ovaladas o trirradiadas (De
Martino, Meichnin, Shi, Pan, & Bowler, 2007).

Varios investigadores sefialan que el primer criterio
para seleccionar cepas con potencial acuicola es el ta-
mano celular (Brown et al., 1989; Brown, 2002; Knuckey,
Brown, Barrett & Hallegraeff, 2002; Conceicdo et al.,
2010). Diaz et al. (2006) evaluaron el efecto del tamafo
de las microalgas Chaetoceros muelleriy Tetraselmis sueci-
ca sobre la tasa de ingestion de larvas de Artemia francis-
cana. Desde el inicio del ensayo observaron diferencias
significativas en todas las etapas de desarrollo y los tra-
tamientos evaluados. En los estadios larvales tempranos
hubo una tasa de ingestion superior de C. muelleri, mi-
croalga mas pequefa (7 a 9um) que Tetraselmis suecica
(10 a 16um). Mallo & Fenucci (2004) también sefalaron
la importancia del tamafo adecuado de las diatomeas al
alimentar protozoos. En las muestras colectadas se bus-
caron y escogieron células microalgales que tuvieran un
tamano apropiado (Torrentera & Tacon 1989, Prieto et al.,
2005) y similar a los utilizados en los centros de cultivo
acuicola del pais.

Los resultados obtenidos muestran dos microalgas
de ambiente tropical con alto potencial para la acuicul-
tura. Este estudio puede ser tomado como base o paso
inicial para otros analisis, provee informacion técnica y
cientifica para desarrollar cultivos regionales y no de-
pender del fitoplancton importado para la alimentacién
de organismos acudticos. Las microalgas estudiadas pre-
sentaron caracteristicas morfolégicas adecuadas para
ser consideradas en los centros de cultivo de la regién
Centroamericana.
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