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ABSTRACT

Cryopreservation is a suitable method for maintaining microalgal cultures for long periods of
time, conserving their genetic characteristics, as well as reducing the cost of maintenance and
storage space. The aim of this study was to evaluate a two-step cryopreservation protocol using
dry ice and the cryoprotectant dimethyl sulfoxide (DMSO) at 3% (v/v) in a Chlorella sp. strain
isolated from municipal wastewater. Post-thawing cellular concentration after five days was
similar from reported values in non-cryopreserved cultures (p=0.49), despite the low viability
(1.63%) obtained. Also, there were no morphologic alterations compared with non-frozen cells.
This investigation is the first report of a cryopreservation protocol for a Chlorella sp. strain from
wastewater.
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RESUMEN

La criopreservacion es un método adecuado para mantener cultivos de microalgas por un largo
periodo, conservando sus caracteristicas genéticas a la vez que permite reducir el costo de
mantenimiento y espacio de almacenamiento. EI objetivo del presente estudio fue evaluar un
protocolo de criopreservacion usando hielo seco para su congelamientoy el crioprotector dimetil
sulfoxido (DMSO) al 3% (v/v), en una cepa de Chlorella sp. aislada de aguas residuales
municipales. La concentracion celular post-congelacion luego de 5 dias no fue diferente a los
valores reportados en cultivos no congelados (p=0,491), a pesar de que se obtuvo 1,63% de
viabilidad. Asimismo, no se evidenci6 alteraciones morfolégicas con respecto a células no
congeladas. El presente estudio constituye el primer reporte de un protocolo de criopreservacion
para Chlorellasp. aislada de aguas residuales.

Palabras clave: Chlorella, criopreservacion, hielo seco, viabilidad.
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INTRODUCCION

Desde inicios de los afios 60, la
criopreservacion se comenzd a explorar como
una alternativa en el mantenimiento de
microalgas. Las ventajas que esta ofrece son:
1) bajo costo en el mantenimiento de las cepas;
2) preservacion de la diversidad genética; y 3)
reducido espacio de almacenamiento
(volimenes de 1ml a 2 ml) (Day & Brand
2005). Asimismo, esta es ideal para conservar
cepas a largo plazo en comparacion a técnicas
como el secado y liofilizado (Day & Deville
1995, Day et al. 2000, Taylor & Fletcher 1999,
Day 2007, Esteves-Ferreiraetal. 2013).

El protocolo de criopreservacion mas utilizado
es el de dos pasos, el cual consta en llevar la
muestra a una temperatura de entre -30°C y -
80°C (paso uno) a una tasa de congelacion
controlada (usualmente de -1°C-min™) para
luego colocarla en nitrégeno liquido (N,L)
durante un periodo de tiempo determinado
(paso dos). Este protocolo minimiza la
formacion intracelular de cristales de hieloy el
dafio por choque osmético (Day & Harding
2008).

Chlorella es una microalga clorofita que ha
sido estudiada ampliamente en los campos de
biomedicina, nutricion humana (Yan-Juan et
al. 2013), ingenieria genética (Liu et al. 2014),
entre otras (Safi et al. 2014). La
criopreservacion de esta microalga fue una de
las primeras en reportarse en la literatura
cientifica (Holm & Halsen 1963). A pesar de
que existen diferentes protocolos para la
criopreservacién de microalgas
dulceacuicolas, la respuesta a este método
depende de, entre otros factores, la fisiologia
del organismo (Salas-Leiva & Dupré 2011), la
cual suele diferir entre cepas de Chlorella
(Kessler & Huss 1992). Una de las variables
que afectan significativamente este aspecto es
el ambiente de donde son aisladas las
microalgas (Hwang & Horneland 1965, Xu &
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Hu 2013). A la fecha, los cultivos utilizados en
criopreservacion provienen de ambientes
naturales o de bancos comerciales (Day &
Harding 2008). En el campo de la
biorremediacion, aquellas aisladas de aguas
residuales representan una opcion ideal para la
remocion de fosfatos y nitratos en
comparacion a cepas estandares (Zhou et al.
2012). Es asi que su mantenimiento es vital
para el desarrollo de futuras investigaciones
biotecnoldgicas en dicho campo (Cai et al.
2013).

Ningun estudio a la fecha ha reportado un
protocolo de criopreservacién para cepas
provenientes de aguas residuales. Asimismo,
en Peru, no existen trabajos publicados sobre la
aplicacion de este método en el mantenimiento
de cultivos microalgales. En este sentido, la
presente investigacion tuvo como objetivo
desarrollar un protocolo de criopreservacion
para Chlorella sp. aislada de aguas residuales
municipales usando CO, sélido durante la
etapa de congelacion.

MATERIALES Y METODOS

Para el presente trabajo se utiliz6 una cepa no
axénica de Chlorella sp. aislada de los
afluentes sometidos a pre-tratamiento de la
Planta de Recuperacion de Aguas del Rio
Surco “Ing. Alejandro Vinces Araoz” ubicado
en el distrito de Surco, Lima, Perd
(12°6'43.52" S y 76°59'38.17"0, 72 msnm).
Dicha cepa se obtuvo mediante el método de
diluciones y raspado en agar utilizando como
medio de cultivo Medio Basal Bold (MBB). La
determinacion taxondémica se realizo a nivel de
género debido a lo complejo de la
identificacion a nivel especie utilizando
microscopia de luz convencional (Bock 2011).
Previo al experimento, las microalgas se
mantuvieron en matraces Erlenmeyer con un
volumen de 250 mL a iluminacién constante
con tres lamparas fluorescentes blancos-frios
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de 30W cada uno, agitacion manual tres veces
al diay temperatura de 24°C.

Una vez alcanzada la fase estacionaria
temprana (dia 6), se tom6 20 mL de lacepay se
colocaron en tubos Eppendorf de 2 mL para dar
un total de 10 réplicas. Estos se centrifugaron a
4000 rpm durante 5 min, se retird el
sobrenadante y se agreg6 como agente
crioprotector (CPA) DMSO al 3% (v/v) hasta
el tope del tubo. Las muestras se incubaron
durante 5 min (tiempo de equilibrio) a
temperatura ambiente y baja intensidad de luz
para asegurar la correcta penetracion del CPA.
A continuacion, se introdujeron en una cdmara
de congelacion, la cual contenia CO, s6lido
(hielo seco, T=-78,6°C), durante una h a
oscuridad, luego de lo cual se almacenaron en
un baléon de N,L durante 3 dias. Para la
descongelacion, las muestras se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 5 min antes de
colocarse en bafio mariaa 40°C durante 10 min
paracompletar el proceso.

Para evaluar la viabilidad post-congelacion de
cada repeticién, se inoculé 0,1 mL en 9,9 mL
de medio de cultivo libre del CPA (dilucion
1:100) y se determind la concentracién celular
luego de 5 dias con un hemocitometro
(Neubauer improved, Marienfeld, Alemania)
de 0,1 mm de profundidad en las condiciones
antes descritas. Estos valores se compararon
con cultivos controles (cepas no congeladas)
mediante una prueba T de student para
muestras independientes con un nivel de
confiabilidad del 95% en el software SPSS
v.21.

Asimismo, se calcul6 el indice de viabilidad
(IV) segun la formula propuesta por Cafavate
& Lubian (1995):

Co Cs
IV = [(--)x 5 ]xlﬂ[l-
C; aCy

Donde C, es la densidad celular inicial (dia 0);
C, es la densidad final (dia 5); y C, es la

Chlorella from municipal wastewater

densidad maxima inicial antes de la
criopreservacion. Para el célculo de los
coeficientes de regresion ay b, se inocularon 7
cultivos con 0,12 (d1), 0,62 (d2), 0,97 (d3),
1,73 (d4), 1,93 (d5), 2,23 (d6) y 3,33 (d7)
cel-mL™. Luego de cinco dias, se determind la
concentracion celular de cada cultivo y se
analizo el crecimiento segun las densidades
iniciales y finales basada en una funcién
potencial con la ecuacion y = ax’ en Microsoft
Excel.

RESULTADOS Y DISCUSION

El protocolo de criopreservacion evaluado en
el presente estudio mantuvo viable las
muestras descongeladas de Chlorella sp. en
todas las réplicas. La concentracién del cultivo
previa a la congelacion fue de 14,41 + 4,25 x
10°cel-mL™y la inicial de los cultivos para los
ensayos de viabilidad fue de 0,19 + 0,06 x 10°
cel-mL™. La concentracion final fue
estadisticamente similar a los valores
reportados para cultivos controles (p=0,49) en
el mismo periodo por lo que se considera una
viabilidad del 100%. Con respecto al calculo
del 1V, la relacion entre las densidades
iniciales y finales de cultivos controles tuvo un
R*=0,87y valores de a= 5,37 y b=0,15 (Fig. 1),
lo que dio resultados bajos de viabilidad (Tabla
1). La morfologia de las células post-
congelacion fue normal (esférica a
subesférica), con algunas agregaciones de
entre 3a4 individuos (Fig. 2).

Estudios sobre criopreservacion de microalgas
han establecido diferentes métodos por los
cuales evaluar la viabilidad post-congelacion
de las mismas (Taylor & Fletcher 1999). La
presente investigacion ha utilizado aquellas
basadas en la concentracion celular y
crecimiento en medio de cultivo liquido, por lo
que los resultados solo pueden ser
comparables con estudios que hayan aplicado
la misma metodologia. La razon fundamental
de dicha eleccion es que este no representa una
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condicion adversa de crecimiento para las
microalgas luego de la criopreservacion en
comparacion con medios solidos (Bui et al.
2013). Los niveles de viabilidad reportados en
diversos estudios son variables y dependen del
protocolo de criopreservacion utilizado.
Holm-Hansen (1963) reporto niveles bajos de
viabilidad (hasta un 30%) congelando
directamente y sin CPA cepas de Chlorella sp.
a -196°C. Por otro lado, Hwang & Horneland
(1965) reportaron un 100% de viabilidad para
diferentes cepas de Chlorella sp. utilizando
una tasa de congelacién controlada hasta -
30°C previo a colocarse en N,L. No obstante,
Tsuru (1973) logr6 85% de viabilidad
aplicando un protocolo similar al reportado por
Holm-Hansen (1963). Considerando otros
métodos de viabilidad utilizados, el uso de
protocolos de un solo paso sin control de la tasa
de congelamiento ha probado ser, en algunos
casos, efectivos, mientras que aquellos que
utilizan protocolos de dos pasos son los que
han logrado, en su mayoria, valores altos de
viabilidad y son los mas utilizados actualmente
(Taylor & Fletcher 1999, Day & Harding
2008). El presente trabajo utilizé un protocolo

7.57
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que consto de dos pasos sin control de latasa de
congelamiento usando hielo seco en la primera
etapa. El hielo seco representa una alternativa
sencilla y econdmica para congelar las
muestras, en este caso de Chlorella sp., previo
aseralmacenadasenN,L.

Otro factor importante a considerar es el agente
crioprotector (CPA) utilizado. EI DMSO es un
CPA penetrante que evita la proliferacion de
organismos acompafantes en cultivos no
axénicos (Amaral et al. 2013) y no resulta
toxico cuando es utilizado hasta en una
concentracion de 6% (Bui et al. 2013, Rastoll
etal. 2013). Asimismo, un tiempo de equilibro
de entre 5 a 90 minutos resulta ideal para
asegurar la penetracion del CPA sin que este
resulte citotoxico (Taylor & Fletcher 1999). El
porcentaje de DMSO y el tiempo de equilibrio
utilizado en este estudio probd ser adecuado
para lacriopreservacion de Chlorella sp.

Pocos son los trabajos que han utilizado el
indice de viabilidad propuesto por Cafiavate &
Lubian (1995b), en su totalidad enfocados a
microalgas marinas. Las cepas evaluadas bajo
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Figura 1. Relacidn entre la concentracién celular inicial (CCI) y final (CCF) de 7 cultivos controles para el calculo de la IV.
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este método han exhibido porcentajes de
viabilidad muy variados, desde 0,10% hasta
100% (Cafavate & Lubian 1995ab, Cafavate
& Lubian 1997ab, Salas-Leiva & Dupré 2011).
A pesar de obtener un IV muy bajo en
comparacion a la mayoria de microalgas
marinas criopreservadas, las células que se
mantuvieron viables fueron capaces de crecer
y alcanzar valores similares de concentracion
celular en comparacion a cultivos controles.
Este es el primer estudio que evalta la
viabilidad de una cepa dulceacuicola segun lo
propuesto por los autores previamente
mencionados.

Chlorella from municipal wastewater

En conclusidn, el protocolo propuesto en el
presente estudio representa el primer reporte
de un protocolo de criopreservacion para
Chlorella sp. aislada de aguas residuales
municipales. Futuros estudios deben enfocarse
en evaluar la eficacia de este método en otras
cepas de microalgas eucariotas y
cianobacterias, tomando en cuenta los
diferentes métodos para determinar la
viabilidad post-congelacion.

Tabla 1. Viabilidad post-congelacion de 10 muestras de Chlorella sp. +: Crecimiento apreciable; 1V (%): indice de
Viabilidad en porcentaje propuesto por Cafiavate & Lubian (1995b); DE: Desviacion estandar; NA: No Aplica. *No
hay diferencia significativa con laconcentracion final control en el dia5 (4,38 + 0,70 x 10°cel-mL™*; p=0,49).

Réplicas Crecimiento Concentracion final IV (%)
luego de 5 dias (x 10° celemL™)
1 + 3,60 1,22
2 + 4,55 1,40
3 + 5,90 0,71
4 + 4,00 1,48
5 + 6,70 2,91
6 + 7,05 2,21
7 + 5,15 1,73
8 + 6,55 2,61
9 + 3,75 1,07
10 + 2,95 0,98
Promedio + DE NA 5,02 + 1,46* 1,63+£0,72

Figura 2. Chlorella sp. no congelada (a) y post-congelacion (b). Se aprecian algunas agregaciones (flecha) de 3 a 4 células en las

células descongeladas. Escala: 50 pm.
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