llustraciones del articulo de M. W. Beyerinck “Culturversuche mit Zoochlorellen, Lichenengonidien und anderen niederen Algen” en el que se describen algunas especies de algas verdes, entre

ellas Chlorella vulgaris. Tomado de Botanische Zeitung 47: 781-785 (1890).
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OBTENCION DE PROTOCOLOS
PARA EL AISLAMIENTO, CULTIVO
Y EXTRACCION
DE ADN DE Chlorella vulgaris Beyerinck
[Beijerinck]

Juan Pablo Montes Jiménez'? y Mauricio Pulido Jiménez?

1.Estudiante Licenciatura en Biologia, Universidad Pedagogica Nacional. 2. Investigador CEBM, Gimnasio Campestre.

RESUMEN

Las algas se han convertido en objeto de
atencion de los investigadores de muchas
areas del conocimiento dada su capaci-
dad para producir diversos tipos de ma-
terias primas de considerable valor para
la industria. En este trabajo se presenta
la estandarizacion de los métodos para
el aislamiento y cultivo de la microalga
Chlorella vulgaris Beyerinck [Beijerinck].
La técnica de siembra en plato de Petri
de diluciones seriadas permitio aislar las
células de C. vulgaris de las estructuras
del hongo contaminante Acremonium
sp.; el alga pura se cultivo en Medio Basal
Bold (BBM) a una temperatura de 20
2 °C, luminosidad constante de 1750 lu-
mensy pH= 6,6. EL ADN genémico del alga
se obtuvo a partir de cultivos liquidos
de la especie, empleando un protocolo

desarrollado originalmente para tejido
vegetal.,
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SUMMARY

Algae have become the subject of at-
tention for researchers in many areas
of knowledge because of its ability to
produce various types of raw materials of
considerable value to the industry. This
paper presents the standardization of
methods for the isolation and cultivation
of microalga Chlorella vulgaris Beyerinck
[Beijerinck]. The serial dilutions seeding
on Petri dish technique allowed isolation
of C. vulgaris cells from contaminant fun-
gus Acremonium sp. structures; pure alga
cells were cultured in Bold Basal Medium
(BBM) at a temperature of 20 £ 2 °C,
continuous brightness of 1750 lumens
and pH= 6,6. Genomic DNAwas obtained
from liquid cultures of the specie using
a protocol originally developed for plant

tissue.

Key words: Microalga, Chlorella
vulgaris, bioindicator, pure culture.

Investigacion y Ciencia del Gimnasio Campestre



48

INTRODUCCION

Durante los Gltimos 25 afos el interés
por el conocimiento de la naturaleza
fisiologica y metabdlica de las algas ha
crecido de manera considerable dadas
sus caracteristicas como organismos
generadores de materias primas para
la produccion de biocombustibles de
segunda generacion (Palomino, Estrada,
& Lopez, 2010), biofertilizantes, protei-
nas para la elaboracion de suplementos
alimenticios para consumo humano (Mo-
rris, Quintana, Almarales, & Hernandez,
1999) y concentrados para peces y otros
animales (Romero, Castellanos, Torres,
Claro, & Lopez, 2009). De otro lado,
muchas especies han demostrado su efi-
ciencia en procesos de biorremediacion
de cuerpos de agua contaminados con
metales pesados y su valor como orga-
nismos bioindicadores (Allnutt & Bonner,
1987; El-Naggar & El-Sheekh, 1998; Co-
rrea, Aguirre, Palacio, & Arroyave, 2003;
Safarikova, et al., 2008).

Chlorella vulgaris Beyerinck [Beijerinck]
es una microalga unicelular, inmévil, de
forma esférica, con pared celular lisa y
con un cloroplasto que presenta forma de
copa. Su reproduccion se da mediante la
formacion de autosporas (Des Abbayes,
et al., 1989; Moronta, Mora, & Morales,
2006; Fanés, 2008) y forman grupos
irregulares o colonias. Esta especie se
encuentra en diferentes biotopos, inclu-
so en simbiosis con ciliados, esponjas,
hidras y otros organismos (Bourrely,
1968, citado en Correa, Aguirre, Palacio,
& Arroyave, 2003).

Para llevar a cabo investigaciones con
esta microalga en los campos antes re-
feridos es necesario estandarizar los meé-
todos de cultivo que permitan disponer
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de suficiente biomasa de la misma, asi
como implementar técnicas y desarrollar
medios de cultivo apropiados para lograr
los fines deseados. Sumado a lo ante-
rior, resulta imperativo que los trabajos
dispongan tanto de una cepa pura como
de métodos confiables de identificacion
del organismo, lo que conlleva a la in-
cursion en otras lineas de investigacion
tales como los estudios filogenéticos y
de identificacion molecular (Wu, Hseu,

& Lin, 2001).

En este trabajo se presenta la estan-
darizacion de los procedimientos para
el aislamiento de Chlorella vulgaris en
estado puro, su cultivo y la extraccion de
su ADN genémico. Los resultados obteni-
dos permitiran adelantar investigaciones
relacionadas con aspectos morfologicos,
fisiologicos, bioquimicos y genéticos de
esta especie de microalga.

MATERIALES Y METODOS

Material algal: La microalga Chlorella
vulgaris Beyerinck [Beijerinck] cepa
LAUN 002 fue suministrada por el labo-
ratorio de ficologia de la Universidad Na-
cional de Colombia, La cepa presentaba
contaminacion con el hongo Acremonium
sP-, el que fue determinado mediante el
Uso de la tincidn con azul de lactofenol

7 clgve taxondmica para organismos
fungicos.

Aisl_amiento y cultivo de Chlorella vul-
8aris: Para lograr el aislamiento puro
de la cepa de C. vulgaris se realizaron
reépiques mediante el uso de las técnicas
de rayado en plato de Petri, siembra por
punto en Medio Basal Bold (BBM) sélidoy
siembra en plato de Petri de diluciones
1:10 seriadas (102, 103, 104, 105 y 10*)
Preparadas en BBM liquido de un ingculo




que presentaba una alta concentracion
de C. vulgaris y Acremonium sp. La ve-
rificacion de la eficacia de la técnica de
aislamiento empleada se hizo a través de
observacién continua (simple vista, este-
reoscopio y microscopio optico ademas
de tincion con azul de lactofenol) con
el fin de detectar crecimiento flingico
en la periferia o en la parte superior de
la colonia de C. vulgaris e identificar
conidios y otras estructuras del hongo. El
alga pura se cultivo en medio BBM a una
temperatura de 20 = 2 °C, luminosidad
constante de 1750 lumens y pH= 6,6.
Estas condiciones de temperatura y lu-
minosidad se lograron con las camaras de
Bioambiente Artificial Controlado (BAC)
(Escobar, Hernandez, & Cortés, 2008).

Extraccion y purificacion de ADN de
Chlorella vulgaris: EL ADN genomico de
C. vulgaris se obtuvo a partir de cultivos
liquidos del alga, empleando el protocolo
reportado por Doyle y Doyle (1990) para
tejido vegetal y usado por Pulido y Nufez
(2010).

Evaluacion de la integridad del ADN
gendmico: Alicuotas de los ADNs obte-
nidos y del marcador de masa molecular
High DNA Mass Ladder (Invitrogen, USA)
fueron sometidas a electroforesis en gel
de agarosa 1% (buffer TAE 1X, 80 voltios,
45 minutos) con el fin de verificar su in-
tegridad. Finalizada la electroforesis, el
gel se tifid con bromuro de etidio (0.5 pg/
mL) durante 10 minutos, se observo bajo
luz ultravioleta (L.U.V.) y posteriormente
fue fotografiado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Condiciones del cultivo

ELBBM se constituyé en un medio apro-
Plado para el crecimiento de C. vul-
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garis, tal como lo reportaron Alvarez
(1994), Friedl y O’Kelly (2002), Cleber,
Sant’Anna, Barcelos y Villela da Costa
(2006, 2008), corroborando asi que tan-
to los nutrientes como las proporciones
empleadas en la preparacién del medio
satisfacen los requerimientos nutricio-
nales para el crecimiento poblacional
de C. vulgaris. Sin embargo, el medio de
cultivo también permitid el crecimiento
de Acremonium sp., lo que dificulté el
aislamiento del alga en estado puro. El
desarrollo del hongo en BBM se debe a
que, tal como sefnala Peberdy (1987),
los elementos que componen los medios
de cultivo usados para Acremonium
sp. son similares a los utilizados en el
medio BBM. Tales nutrientes son nitrato
de sodio (NaNO,), sulfato de magnesio
(MgS0,), fosfato dipotasico (K,HPO,) y
sulfato ferroso (FeSO,). De otro lado,
las condiciones de temperatura y lu-
minosidad proporcionadas por las BACs
para el crecimiento de C. vulgaris fueron
considerablemente estables durante
todo el estudio, hecho que garantiza la
reproducibilidad de los resultados, aun-
que también permitieron el crecimiento
de Acremonium sp., puesto que Peberdy
(1987) reporta el crecimiento 6ptimo de
la mayoria de las especies de este género
entre 20 y 30°C, siendo 20°C la tempe-
ratura mas utilizada para su cultivo.

Aislamiento de Chlorella vulgaris

Los repiques realizados mediante la
técnica de estriado y punto no fueron
eficaces puesto que la contaminacion
con Acremonium sp. persistio en todos
los ensayos; a lo largo del estudio no se
observd disminucion de la cantidad del
hongo alrededor y encima de las colo-
nias del alga. La técnica de diluciones
seriadas y posterior sembrado en plato
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de Petri resulto ser la mas apropiada
para aislar las células del alga-de las
estructuras fungicas de Acremonium sp.

La figura 1 pone de manifiesto que en
la primera y segunda réplica hubo cre-
cimiento de ambos microorganismos en
las diluciones 102 y 1073; el crecimiento
de unidades formadoras de colonia (UFC)
para Acremonium sp. €s equivalente al
doble con respecto a C. vulgaris. En el
caso de las diluciones entre 10*y 10°
de la primera réplica, unicamente se
observd crecimiento fungico, pero para
las diluciones 10y 10° de la segunda
réplica se presentaron UFC de C. vulgaris
aisladas del hongo.

Disoluciones seriadas

3125
625
5 125
1 I B Acremonium sp.
I Chilorelia vulgaris
s |
I W Chlorelia vulgan's
1 seporados
2345
2 6|l234551i3456|

T ¥ 1
Réphcal  Réphia2  Réplia3
Figura 1. Unidades formadoras de colonia (UFC) de los

cultivos c_)btenidos luego de las diluciones seriadas.
Escala eje Y logaritmo en base 5

En la dilucién 102 de la tercera réplica
los valores de UFC fueron similares para
los dos microorganismos, asi como en
la's diluciones 103 y 10; sin embargo, la
d?lucién 10” mostro 8 UFC de C. vulg(;ris
aisladas, mientras que en la dilucion 104
S€ presentaron 2 UFC. En las diluciones
10y 10 no se observo crecimiento.

El a1§lamiento de los dos microorganis-
mos indica que probablemente |3 rel

cion entre ellos est3 determinada .
las caracteristicas del medio de cult?\(/)c:
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solido. Este permite que las células tantg
del hongo como del alga se Mantengan
agrupadas, a diferencia de lo que sucede
con el cultivo liquido que admite ypa
mayor movilidad de las células de C, yy.
garis, lo que hace posible la separacign
de las estructuras fungicas que pudieran
estar adheridas a las células del alga, A|
observar los cultivos en el estereoscopig
y en el microscopio (usando tincién con
azul de lactofenol) no se evidenci6 con-
taminacion (figuras 2 y 3).

Figura 2. Cultivo de Chlorella vulgaris (100X).

Extraccion de ADN

El protocolo reportado por Doyle y Doyle
(1990) y empleado por Pulido y Naiez
(2010) en lulo (Solanum quitoense Lam.)
resultd ser exitoso para la extraccion
y purificacién de ADN genémico de C.
vulgaris. Aunque este protocolo es prin-
cipalmente utilizado para la extraccion
de &cidos nucleicos de tejido vegetal,
resulté adecuado para células de C.
vulgaris debido a la semejanza morfolo-
gica y fisioldgica del alga con las células
vegetales. Es por la misma razon qué
Gaponova y colaboradores (2007) reco-
miendan el uso de métodos de extraccion
de ADN disefiados y usados para plantas
en organismos tales como las algas-



Zégura 3. Colonia de Chlorella vulgaris aislada. a) Cultivo
dia”” dia, b) Cultivo de dos dias, ¢) Cultivo luego de seis
S 8in presencia de crecimiento fungico.

L0§ resultados obtenidos en este tra-
4Jo no concuerdan con lo sugerido
POr Fawley y Fawley (2004), quienes
Plantean que aunque las técnicas de

2l

purjficacién de ADN para microalgas
éstan cominmente basadas en el uso de
CTAB, se pueden presentar problemas
con especies como C. vulgaris principal-
mente por la resistencia mecénica de su
pared celular y su tamafio reducido. No
obstante, el uso de este protocolo en la
especie estudiada permitié obtener un
APN de buena calidad y abundante en
terminos de cantidad.

Apesar de lo anterior, vale la pena desta-
car que el efecto del CTAB y el B-Mercap-
toetanol no fue suficiente para garantizar
la lisis de las células de C. vulgaris y
reducir la cantidad de lipidos y proteinas
que pueden afectar el rendimiento y la
calidad del ADN obtenido. Para subsanar
este inconveniente se utilizé una mezcla
de fenol y cloroformo-alcohol isoamilico
(proporcion 1:1), dado que en ensayos
donde se utilizé solamente la mezcla
de cloroformo y alcohol isoamilico (pro-
porcion 24:1) no se logro recuperacion
alguna de acidos nucleicos. El fenol
contribuye en gran medida a la desna-
turalizacion de las proteinas de pared y
membrana (Puerta & Uruena, 2005), lo
que conlleva a la lisis total de la célula.
Evidencia de lo anterior se logré al ob-
servar la diferencia entre las interfases
obtenidas en ensayos en los que se utilizo
fenol y en los que no. En los primeros, el
tamafio de la interfase (donde se ubican
las proteinas desnaturalizadas tra§ el
proceso de centrifugacion) fue conside-
rablemente mayor (figura 4). Finalmente,
para obtener el precipitado de ADN fue
necesario utilizar centrifugacion de alta
velocidad (12500 r.p.m. X 15 r_m:nutp's)
puesto que no se observd precipitacion
espontanea del mismo, probablemente
debido a la poca cantidad de !'ngtenal
algal usado al inicio del procedimiento.
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Figura 4. Diferencias en el tamario de las interfaces en ensayos de extraccion de ADN (a) usando fenol:cloroformo-alcohol
isoamilico (1:1) (b) usando cloroformo:alcohol isoamilico (24:1).

Electroforesis CONCLUSIONES

Las muestras analizadas mediante elec-
troforesis en gel de agarosa revelan que
el protocolo de extraccion utilizado per-
mitio obtener abundante ADN sin ninglin
rastro de degradacion o contaminacion
con lipidos o carbohidratos (figura 5).

El medio de cultivo BBM junto con las
condiciones de temperatura y lumino-
sidad empleadas en los ensayos fueron
efectivas para el cultivo in vitro de C.
vulgaris, lo que permitio incrementar_ la
cantidad de biomasa algal. Lo anterior
corrobora los reportes previos hechos
por Alvarez (1994), Correa y colabora-

dores (2003), Aguirre, Palacio, Correa
MPM E1  E2 4 di-
y Hernandez (2007). No obstante,
chas condiciones también permiten la
proliferacion de microorganismos con-
taminantes de naturaleza fungica, l‘i
que representa un problema tanto _en e
aislamiento como en el mantenimient
de cultivos de esta microalga.

_ e
El aislamiento por rayado en plflthicis |
Petri, a pesar de ser una de las tech |

&, S as
Mas comunes para obtener cepas pure>

Figura 5, Angji
de Chlorelia vy
de biomasa 3
biomasa algal

sis electroforético de

; 3 s ; e oy
9aris; E1: ADN obtenidg @ partir de 150 mg no es eficaz en el caso de cultivos d -

I ADN obtenido 5 partir

ga 2: ADN obtenido a partir de 75 mg de VUlgarrs contaminados con AcremOm

sp. De manera contrastante, el met
El Astrolabig




de diluciones seriadas (10° y 104) con
siembra en plato de Petri permitio obte-
ner células de C. vulgaris aisladas de es-
tructuras fungicas de Acremonium sp., lo
que permiti6 posteriormente la toma de
muestras algales sin contaminante para
realizar nuevas siembras de la microalga.
El protocolo basado en la lisis celular
empleando CTAB junto con el uso de
la mezcla fenol: cloroformo-alcohol
ijsoamilico como método de extraccion
resultd exitoso. Un aspecto importante
para obtener el ADN fue el uso del fenol
a pH=8,0, factor determinante para
garantizar la ruptura total de paredes y
membranas celulares y ademas la reten-
cion del ADN en la fase acuosa. El método
de extraccion y purificacion empleado
con células de C. vulgaris permitio la
obtencion de ADN genomico de buena
calidad y cantidad segun los resultados
observados en la electroforesis, por lo
cual puede ser usado para la aplicacion
de técnicas moleculares como PCR (Re-
accion en Cadena de la Polimerasa).
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