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LABORATORIO

-+

EL FITOPLANCTON: METODOS DE MUESTREO, CONCENTRACION, RECUENTO Y CONSERVACION |

INTRODUCCION

El fitoplancton es el conglomerado de organismos flotantes
cuyo movimiento depende en mayor o menos grado de las
corrientes y se caracteriza por su capacidad para sufrir gran-
des pérdidas de individuos gue se rejacionan con la gravedad
y los ciclos generabes del agua (Margalef, 1974; Odum, 1973).

En 1907, Apstein y Zacharias arrastraron en el agua una red
de gasa de malla flna y por primera vez se tuvo noticia de
esta comunidad compuesta principilmente por algas,

Segln su tamafio se han dado varias divisiones para el
plancton tanto de mar como de agua dulce, las cuales han
sido propuestas por Margalef (1955), Pérez y Deveze {1963)
y Dussart {1965}. Lz de éste ditimo se da a continuacién:

Ultraplancton  Por debajo de 2 nm  Nanoplancton

Nanoplancton 2 - 20 nm
Microplancton 20 - 200 nm Plancton de red
Megaplanctorn 200 - 2000 nm Schwoerbel, 1975).

El objetivo de la presente prictica de laboratorio es describir
los principaies métodos de muestreo, concentracién, re-
cuento y conservacién con sus ventajas y desventajas, para
que por comparacidn pueda escogerse el que se adapte en
un momento v circunstancias dades como material de tra-
bajo y/o consulta,

MATERIALES Y METODOS
Red de maila fina para arrastre

Frascos de boca ancha

Por: J.]. Ramirez (1)

Botella Kemmerer o toma muestras
Centrifugadora eléctrica

Embudos de decantacién

Cimaras tubulares de Utermdl

Cimaras excavadas de Kolkwitz y Rafter
Microscopio binocular

Microscopio invertido

Yodo

Yoduro potdsico

Acido acético al 100fo

Formol

DESCRIPCION DE LOS METODOS Y PROCEDIMIENTOI
1. Toma de muestras

El sitio de muestrec y el método 2 elegir dependen de
los objetivos buscados y deben estar cerca a los del mues-
treo fisico-quimico y bacteriolégico. Una muestra de fito-
plancton consiste de un volumen de agua generaimente de
un litro como mnimo. La profundidad a [a que se tomala
muestra depende del método: superficial con redes y “pro-
funda’ con toma muestras,

Para la toma de muestras generalmente existen dos formas,
las cuales se pueden mezclar y variar,

(1}  Bidloge Departamenta de Biologla, Universidad de Antioguia, Medellin, Colombia, 5.A.
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4. Con red de malia fina,

Es el mds usado en nuestro medio pero con €l
no puede obtenerse informacién acerca del nano ni del ul-
trafitoplancten y segiin Rhode (1958), Nauwerck (1963) y
otros, ambos juegan un papel vital en la produccion prima-
ria y como afimento del zooplancton. Puede concluirse,
entonces, gue este método no puede usarse para trabajos

cuantitativos, pues como puede verse brinda informacién

de sdlo upa parte de fa comunidad.

Mediante €l se atrapan organismos de mds de 20nm y es
usado ante todo para trabajos cualitativos, Los organismos
son sacados por filtracién y hay una seleccion ilevada a ca-
bo segin sea el tamaio de los poros y lared. La red puede
colmatarse y esta colmatacidn depende de a relacién entre
la abertura de la red y la superficie de filtracion de finura
del filtro y de la densidad del fitoplancton en el agua.

Usese para este método una red de zeppelin o una red
arrojadiza normal construidas con gasa del nimero 20 at 25,
La primera es una red larga y estrecha que corresponde a un
cono en la parte inferior y se alarga hacia arriba en forma
de cilindro. Posee una longitud de 1 m y un didmetro su-
perior de 15 cm (figs. 1y 2). :

La red arrojadiza es un tronco de cono de manipulacién
mas fécil que la anterior y con un didmetro de 25 cm y una
longitud de 1 m. A ambas redes se les adiciona en la parie
Inferior un frasco pequefio de capacidad conocida, donde
se recoge la muestra para su posterior fijacién y conservacion,

b, Con toma muesfras.

Se usan para trabajos cuantitativos en los que se
necesita una menor cantidad de agua que brinde por si mis-
ma unz muestra representativa. Poseen diferente capacidad
y pueden ser reemplazados en su ausencia por frascos de bo-
ca ancha, boteflas Kemmerer y otros. El toma muestras
tiene la ventaja de que la relacién entre ¢ volumen de agua
y la cantidad de fitoplancton contenida en |a muestra se da
directamente y ademds en ellos pueden hacerse muestreos
a diferentes profundidades, los cuales no pueden efectuarse
con redes, 2 menos que estas se modifiquen, como es el caso
de Ia red de cietre {ver Schwoerbel, 1975).

Debe usarse ¢l toma muestras de Friedinger {el mis conoci-
do entre nosotros) que tiene tapas verticales y que al igual
que los del tipo Ruttner se cierran mediante un mensajeso.
El usc del toma muestras y su capacidad dependen de la
densidad del fitopiancton en el agua, la que puede determi-
narse previamente con una red. (Fig. 7).

Las deficiencias de los toma muestras consisten en que tie-
nen un volumen demasiado pequefio, dando por ello resul-
tados no muy seguros; ademds, cogen muestras al azar a una
profundidad dada y en un espacio reducido, las cuales pue-
den no ser representativas. Por ¢llo es necesario determinar
previamente la densidad del fitoplancton para tratar de co-
nocer que cantidad de agua es necesario tomar.
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FIG.1  RED ARROJADIZA
O NORMAL

FIG.2 RED DE ZEPPELIN

2. Conceniracion

Es el paso previo al recuento y de él depende en gran
parte el éxito de aquel. Existen diferentes métodos, unos
mis precisos que Otros, cuyo Uso estd condicionado por
tipo de trabajo a efectuar y la tecnologia disponible. Entre
fnosotros son comunes la centrifugacion, las cdmaras exca-
vadas de Kolkwitz y Sedgwick-Rafter v la sedimentacién
en embudos de decantacidn (mds escasa). (Figs. 3 y 4).
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FIG.3  CAMARA EXCAVADA DE KOLKWITZ

FIG.4 CAMARA DE SEDGWICK RAFTER

Los métodos de sedimentacidn en cdmaras tubulares y
filtracibn con membranas son poco usades y conocidos
(Fig..5)

-

N

FIG.5 DIFERENTES TIPOS DE CAMARAS TUBULARES.

a. Concentracibn por centrifugacién,

Usese una centrifuga eléctrica a una velocidad
baja, pues velocidades altas pueden deformar y destruir
organismos, Es adecuado este método cuando la densidad
de fa muestra es baja, para poder concentrarla, Se toman
generalmente de 100 a2 200 ml de muestra, centriffiguese
durante un intervalo de tiempo entre 2 v 5 minutos.

b,  Concenitracitn por sedimentacion,

‘Deben usarse embudos de decantacion (fig 6}
de una capacidad de 500 a 1000 ml. La muestra a analizar

\/

\

FIG.& EMBUDOS DE DECANTACION.

debe fijarse previamente y mezclarla por agitacion. S¢ vierte
tuége en los embudos y se deja precipitar. £} tiempo de la
precipitacién dependerd de la concentracion del fitoplanc-
ton en la muestra y varia entre 24, 48 y 72 horas incluso.
Una vez que l2 sedimentacién haya terminado, debe abrir-
se la llave del embudo y déjese caer solamente el precipita-
do y analicese al microscopic mediante uno de los métodos
descritos més adelante,

¢ Método de fas cimaras tubulares de Utermihi
(1932) :

Deben usarse aqui camaras tbulares, las cuales
son cilindros de diferente volumen v altura, perc de igual
didmetro de fondo y de ficil fabricacién con plexiglas. Los
tamafios pueden elegirse a voluntad, dependiendo de las
condiciones. En el fondo se tapan ¢on un cubreobjetos re-
dondo y arriba con un vidrio circular o cuadrado. En estas
cdmaras, la sedimentacién es mucho mis larga, pero ta con-
centracién de plancton en el fondo es mayor y se utiliza
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FIG.7 TOMA MUESTRAS DE FRIEDINGER.
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ante todo en muestreos pobres en plancton. Se elige fa cd-
mara segin la densidad del plancton: cuanto mis rica es
la muestra, mis pequefia ha de ser la cidmara. El didmetro
del fondo es generalmente de 25 mm v la altura varfa, con
¢l fin de cambiar el volumen de Ia cdmara. (Fig.5).

Coléquese la cdmara en una caja de petri, Agftese bien el
envase que contiene la muestra fijada de fitoplancton y
liénese la cdmara hasta ¢ borde, Procirese gue la mues-
tra esté a {a temperatura de la habitacién. Tépese poste-
riormente en forma cuidadosa con el cubre cimaras para
evitar la formacién de burbujas. Déjese repasar la cémara
hasta que se sedimente todo el plancton, El tiempo de se-
dimentacidn varia con ia altura: 3 a 4 horasfcm de altura,
{Schwoerbel, 1975),

d.  Método de las cdmaras excavadas de Kolkwitz
v Rafter.

Se usan cdmaras de 0.5 2 1 ml de volumeny
con poca profundidad de sedimentacion 9fig. 3 y 4). Usen-
se cuando no se posea microscopio invertide y ante todo
con muestras ricas en fitoplancton, En Jas cdmaras de
Kolkwitz (fig.3} la excavacién es circular mientras, que
en los de Sedgwick-Rafter (fig.4) es rectangular y de 20 x
50 mm. x 1 mm de profundidad para un volumen total
de 1 ml. En ambas, 1a gran desventaja es que solamente
pueden observarse los organismos con aumentos peque-
fios (de 10X como méximo}. Ademds, la capa de plancton
que puede ponerse en estas cdmaras es muy fina, siendo
su superficie relativamente grande., E| problema de los
aumentos puede obviarse si se logran adaptar dichas ci-
maras al microscopio invertido, especialmente las de
Kolkwitz, Estas cdmaras son muy Gtiles en el estudio
del fitoplancton de masas pequefas de agua, (Schwoerbel,
1975; Murge! Branco, 1969).

€ Método de fiftraclén con mémbmnas

Puede usarse para todos los tipos de agua
natural con algunas limitaciones impuestas por la natura-
jeza de la muestra, como son: sedimento en cantidades
especiales, detritus y precipitados orginicos e inorgini-
cos. Las ventajas de este método son:

—  Las células pueden observarse ficilmente y con
aumentos altos, pues quedan en la superficie del
filtro.

— El fiitro al ser sometido a calor se transbarenta
evitando obstrucciones en el paso de la luz desde
&l condensador.

Es ¢l método menos usado en nuestro medio. Usense los
siguientes aparatos para este método:

Compresor pequefio de 115 voltios, una boquilla para
filtro de vidrio, Erlenmeyer de 1 litro de capacidad y con
prolongaciones para adaptar mangueras, tapones, man-
gueras, tubos de vidrio, pinzas, filtro {miliporo de 0.45
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nm, rejillado y de 2§ mm de didmetro, incubadora de
laboratorio, aceite de inmersion y una probeta de 850 ml.

{Fig.8}
Para utilizar este método deben seguirse los siguientes
pasos:
1. Coloque los dos Erlenmeyer, la boquilla del filtro,

las mangueras, los tapones, las pinzas y el compresor
cOmo se muestra en la figura 8.

Mida un volumen apropiado (V) de la muestra, previa-
mente agitada y con el compresor prendido viértala

dentro de la boquitla (Fig.9). Durante la filtracién
mantenga baja ia presién,

FiG. B

COMPRESOR

Cuando finalice la filtracién, mueva cuidadosamente
la manguera que conecta el compresor con el erlenme-
yer de filtro antes de apagar aquel.

Remueva el filtro con ayuda de unas pinzas y cold-
guelo sobre un portaobjetos qus tenga previamente
una gota de aceite de inmersidn. Evite la formacién
de burbujas al colocar ¢f filtro, (Fig.10).

Cotoque el portaobjetos en la incubadora 2 60 - 659C
hasta que el fittro se torne transparente, Las estructu-
ras porosas serdn reemplazadas por el aceite de inmer-
sion, el cual poseé ¢ mismo fndice de refraccién
(1.5} que la membrana del filtre,

— BOQUILLA
DEL FILTRO

———
S

FIG. 10. .




6.  Colbquese luego el cubreorbjetos evitando la forma-
cién de burbujas, Séllelo con barnin, pero si quicre
hacer una preparacion permanente, agregue antes }
6 2 gotas de medio de montaje,

7. Examine al microscopio a 10X, 40X v 100X con ocu-
lares 10X, Escoja 5 cuadrados de la rejiila al azar en el
filtro™y cuente las células en cada cuadrado, usgndo
100X v en zig zag.

Cdlculos

Se usa la siguiente ecuacion para la estimacién del fito-
plancton/ml,

N = Cx 255 mm? :

Vx G, x 9,50 mm?

Donde:

N = No. de organismos/m| de muestra.

e

C = Conteo total para todos los cuadrados

255mm2 = drea efectiva para un filtro miliporo de 25 mm.>

V = Volumen filtrado de la muestra, corregido para dllu
c.lones si las hay,

= No. de cuadrados examinados en_a rejilla.

9,50 Mm2 = drea de los cuadrados de la rejilla dei filtro
miliporo.

Si es necésario diluir la muestra debido a la gran cantidad
de organismos presentes en la muestra, se filtra Gnicamente
una porcion; el volumen original queda como sigue:

V =Volumen que se toma de la dilucién para ser fiitrado,

Volumen original de la muestra

X

Volumen final de la muestra diluida.

En {a ecuacidn (1) como siempre se toman 5 cuadrados de
la refilla del filtro, Gn serd constante al igual que 255 mmZ
v 9,50 mmz, luego:

N= - CX255 =L xs537 (9
Vx5x950 A"

Esta serd la ecuacién final siempre que se tomen 5 cuadra-
dos ¥ el filtro miliporo tenga un diametro de 25 mm. Si el
diametro del filtro varfa, existen otras ecuaciones no des-
critas en esta prictica,
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f. Otros métodos

Existen otras formas de observacién que re-
nuncian a la clasificacién y diferenciacion de los organis-
rmios, perc hablan de su cantidad o “nubes” de los mismos
y de los cambios en su distribucién. Entre ellos figuran
la cdmara de televisién submarina v la ecosonda,

3. Recuento

Para éste se requieren aumentos altos y tiempo, Uno
de los métodos mds empleados es el del microscopio de
Uterm&hl, en el cual los objetivos estin debajo del fonde de
la cdmara de recuento y puedan asi contarse los organismos
sedimentados previamente, Los pasos a seguir son: a) llena-
do de las cimaras tubulares. b} colocacidon de las muestras
sedimentadas en el microscopio y ¢) recuento de las mismas,
La eleccion de los aumentos depefide de los organismos mis
pequefios que haya que contar {1000 veces para el nano-
plancton), No se cuenta el fondo de toda la cimara sino
una parte. Dependiendo de lo complejo v completo del ma.
terial disponible, hay muchas formas de contaje. Aquf se
describird una sencilla que es similar a la usadz en el mi-
croscopio binocular normal y consiste en tomar entre 5 y
10 campos al azar, en los cuales se cuentan los organismos
encontrados, $i s¢ conoce previamente el drea de cada cam-
po, al sumar las areas de los campos se sabri el frea total
buscada.

Ejemplo: Si se tiene una cdmara de 20 mm de didmetro
=315 mm?2 de superficie {3ltura: 64mm) y se cuentan
5 campos ge totalizan 5 mm? y en ellos hubo X organis-
mos, entonces: X x 315 mm2 = 63xX que gs ¢l resulta-
5mm?2
do total para la cdmara, Este resultado dividido por el vo-
lumen de la cdmara da el nomero de organismos/ml. (en
nuestro caso: _.163xX =org/ml.  (Schwoerbel, 1975).
20 m!

5i no se posee un microscopio binocular invertido, en-
tonces puede usarse uno normal y en ausencia de cama-
ras de uno u otro tipo higase lo siguiente:

a)  calibrese un gotero y averiguese el volumen de 1 gota
de agua de muestra del mismo,

b}  Usando siempre el mismo cubreobjeto en cada aha-
lisis, aver{guese el ndmero de organismos presentes
en €l al cubrir |2 gota. Luego, para averiguar &l ni-
mero de organismos/mi, multipliquese e nidmero
de organismos contados x 1 ml y dividase por el vo-
lumen de |a gota de! gotero.

Si se usa la celda de Sedwick-Rafter o la de Kolkwitz debe
hacerse [o Siguiente:

a}  Averiguese el ndmero de campos existentes en toda
la celda (o sea en un drea de 20 x 50 mm, o mejor
dicho en 1 ml de muestra). Para conocer este nlimero
de campos hay dos procedimientos principales:
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2)

£l método del micrémetro ocular de Whiple
gue solo nombraremos y

El método del recuento por hileras. Aqui se
cuentan todos los microorganismos presentes
en una faja del ancho del campo, en toda la
longitud de la celda de Sedwick-Rafter. La
concentracidn de microorganismos/ml, se ob-
tiene multiplicando el ndmero obtenido de
microorganismos por el nimero de campos
existentes en el ancho de la celda, los cuales
pueden ser contados directamente (Murgel
Branco, 1969)

4. Conservacidn

Las dos formas més conocidas de fijacion y conserva-
¢idn son la solucién de lugol y la de formalina,

a.  Preparacién de la solucién de lugol: Disuelva

10 g de cristales de yodo v 20 g de Yoduro de

potasio en 200 ml de agua destilada. ARada 20 mi de
dcido acético glacial unos pocos dfas antes de usar, Al-
macénese en botellas color smbar, Por cada 100 ml de
muestra de fitoplancton 2 - 3 gotas de solucidén lugol.

b.  Preparacidn de la solucién de Formalina: Di-

luya 5 mi de solucion acuosa de formaldehido

al 37 - 40ofo (Formalina) se diluyen en 100 m! de agua
destilada, Este &5 el método mids comunmente usado,
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