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Gro lleve & cabo Uun experime ste en el ERRY: s culifive
durante 2 dias 5 la microslea Jetrezelmis svecica

Se preparvaren  volumenes de 75 ml de los medios de
Matthicsen y Torner, y /2 de Quillard, vtilizaende loc

macronutrientes de Guillerd y el FLTA, TRIS, micronutrientes u

vitamin

il

e de Matthiecen v Torner.

zr sustituyd la fuente de nitrato (NaND3E), per une  fuente

de nitrégeno wtilizada come fertilizante en la agricultures

{turea), variando la concentracidn de la misma en cantidades de:

Al octave dis del experimento, en el! medie control se

1
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. . . i 6
ebtuve una densidad poblacional de 2.20 x 10 cels. /ml, uoen

medios en  los que se utilizd el 1ertilizante comevcial (urea)
N o 06 nie s i _ . fm e ; &

e Do x tUicels /ml para la concentracidn de 50 musl. . u o i.%1 x
. . . . 4 i _—

10 cels. /ml para la concentracidn de 25 mg/l, encontrdndose que
no difieren significativemente al nivel slfa de G. 05,
presentendo un  compoertamiento similar en las tasas de
crecimicnto,

Las concentracicnes de 10 y & miliarames por litro de ured

comerciasl resultardn con un  crecimiento muy pebre y rdpido
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- INTRODUCC IO

scuiculvura ya sea & nivel esperimental o-comercial, es la
produccidn del alimentc vivo para ios estadios larvales de loe
orgenizmos (Droop. 1%79). Los cultivos de microalgas proveesn
el unico métedo prdctico pare siimentar masivamente & estos
organismos bajo condiciones controladas, s que ha demostrado
ser el gaiimento netura me jor  sceptado por  los estadios
larvaries u ha sido wusado exitcsamente en el cultivo de

molusces {Loosanoff y Davis., 19&5).

Ef tipo de cultivo de fitoplarcton més usual es aguel en
el tual  un medic de volumen limitado, canteniendo los
nutrientes orgdnicos e inorgdnico, es inoculade con Un  Numero

relativemente pequefoc de células y expuesto & condiciones

fevorabies de luz y temperatura (Fogag, 1945), El agua de mar
es ia base parsa le preparacdn de muchos medios pera el cultivao
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marines, empezando cen las férmulss mas sencillac
basadas en la solucidn de Miguel (18%2), hasts las mezclas més

compless actuales (Mattihesszen y Torner, 1986, Guillard.

Entre ls gran veriedad de medios pere el cultive de

1

fitoplancton como alimento para invertebrados marinos tenemos

entre ios mse comunmente usados =1 £/2 de Guillard v oal de
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Matthiessen y  Torner (op. cit. ’. En elleos se puede ochservar

que presentan un perecido  muy  similar con el contenide de

nutrientes, mas roe en le cantidad {Anexa 1),

Fara el buen funcionamiento de un medio de cultive de

s8¢  requiere de wun contrel de cisrtos psv
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fisicoguimicos y concentraciones de nutrientes esencial

ametres

es  que

tienen una influencia directa en ellas, estos requerimientos se

pueden resumir de la siguiente forma:

a). - Requerimientos nutricicnzles. - Fuentes de nit

fosfatos silicatos, elementos traza, agentes quela

factores orgdnicos de crecimientn,

h). - Pardmetros fisicoquimicos. — Fuentes de luz

salinidad y temperature

-

Lo anterior nes indica gue ice medios traedicions
cultivo de fiteplancten se reasiizan enrtigqueciendo el
mar con veactivos especisales, los que se obtienen de
comerciales a precios muy elevados., Esto, provoca altos
en dirhos cultives.

Por ello el presente trebajo pretende sustituir el

U]
m

utilizedo en los medios tradicionemies de cultivo por una

alterne comercial gue sea mas econdmico pera el cultivo

TOGEND:

ntes u

' pH;

les de

agua de

NahO3
fuente

de las
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microaiaa que puede cultivarse con un mimimoe de mantenimiento y

se considerz como un3 especie de alto valor alimenticig para
larvas, semillas u adultos de bivaivos, Tambiédn se ha usado

frecuentemente como aslimento de crusticeos {(Walne, 1974 Helm,

et al. i979 y Laing y Helm. 1981).

letraselmis suecicas pertenece a3l grupo Prasinophiceae

(algas de color verde recientemente separadas de las algas

preopiamente verdes) (Cuillard, 1%75). La forma de la célula e«
oval o ligeramente asimétrica, dependiendo de la especie. E1

contorno de la célula estd susvemente redondeado debido a la

teca. Los flagelos emergen & traves de una ranura de la teca
en una depresidén apicsl. Los flagelos son relativamente

cortos, siendeo sustencialmente menores que la longitud del

cuerpo de la célula, En  condicidn no mdvil los tlagelos
desapavecen, y la rvanura tecal de la depresidn ~ apical s¢
cierra. La divisidn celular se lleva & cabo ron les células no
maviles, Como parte del procese de divisién de la teca se

distiende pere no se ahre sino hacta que las célulss hijas

estan completamente formadas, incluyendo los flagelos y las

tecas.

Le urea es wuna de las muchas formas en Jlas que s¢



encuentra el nitrdgeno y que es utilizable por el fitoplencton

Los crganismos marincs excretan nitrédgeno principslmente como
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amenia, urea. idp urico, Grido de trimetilaemina u

aminodcidos. La capacidad del fitoplancton para  uvsar las

HN

diferentes fuentes de nitrdgeno san  de importancia ecoldgica

e

para su  sobrevivencia, Por otra parte, las deficiencias en

nitrégeno se considevan como uno de los factores limitentes mas

importantes en la produccidn de fitoplancton (Chu, 1943). La
urea es una impurtente fuente de asportacidn inmediata de
nitrégeno ua que €5 fdcilmente reducida a amonia, Chick, 1903,

encontré que la ures asporta el 2574 de su nitrdgeno en la forma

de amonis.



oo ORJETIVO

Determinar s concentyecidn edecuade de ures como  fuente

medio modificsdo +/2 de

0
f—t

alterna de nitrdoeno rveferida

Torner (1984), en e

Guillsayd (1973 u Mattihessen

crecimicnte de Teireselmis suecics



G- MATERTALES Y METODOS

cete trabajo fud llevedo s webo en las instalacicnes del

Imstituto de Investigacicnes Oceendlogicas (I1.71.0.) de  la
fecultad de Ciencies Marinas de la U A B.C., Ensenada, B. Cfa.
México, El agua de msc utilizada, asi como la cepa de T..

suecica se obtuvieron de este miemz lahoratorio

a. 1.~ Medions de cultivos

e los medice de cultivo de Guillard (1973), y Mattihessen
y Torner (19&4), se eligievon las menores concentracicnes de
nutrientes (Tabla 11 del anexo), disefandose asi un medio
modificado que fue wutilizadeo rcomo control (Tabla 111 del

anexo),

Los elementos gque intervienun en la elaborecidn de  u
medic de cultive (Tabla 1 del =2nexo), se clasifican en dot

tipos: solucidn stock primaria y solucidn stock secundaria.

La solucidn stock primaria esta formada principalmente porv
un solo macrenutriente, y la secundaria esta elaborada conm  uno

0 mds micronutrientes,

a — iMedio medificado a partir de los medios de Guillard

(1973) y Matthiessen y Torner (1754,



fMutrientes (solucidn stock praimaria):

fris (Duffer) --————-——= 200 gr/1

ml d-

1 HC1 al 20%
Mevrales traza:

Sulfato de cobre —-——————————— - - 1,90 gr/l

Sulfate de Zing ——rm—memme—mmeme - 4,40 gr/1

Cloruve de cobalto —————————mm e .00 gr/l

ClotTuro de manganess ———=-———————-— Gh. 00 gr/l

Molibdeto de sodio ——————rmmmm—m— 20 gr/l

Freparacidn del secuestrante

Ly secuysstrante se prepara con 10 gr. de

metales traza y se aforae a un lityo,

Viteminas: {spluciones stock primarias)

Biloting e et s PO mag/7100 ml.
E12 ————e—- e T0 ml1/100 ml.
TIaming S st s e syt & or/100 ml.

(solucidn stock

(agjustar pH a 7.9 aprox. = 13(

fierro

una de laz soluciones primarias

A

secundarial:

EDTA, u

con leos
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e esta solucidn stock primsiia o concentrada se realizan

diluciones savegdndose un ml  ge esta a 100 ml de agua
destilcna

Los ajustes de ph se hacen con HOL (agregando gotae) bajo
lecturs de un potenciomdtro, Las rutinas de trsbajyje se

expresan en el anexo {(Tablas III y 1V).

Freparacidn del medio de cultivo control:

Con la ayude de las soluciones stock se procedid &

preparvar este medio, de la siguiente forma.

En un matraz aforedo de un iitro, se pusierdn 500 ml. de
agua de mar filtrade y pasads por iluz vltravioleta (U.V.) y se
2gregd un mililitre de las siguientes soluciones stock,

I ml de solucidn stock de NaNOR

i mi " " . OoNaHZPOS K00
1 ml de secuectyante

1 ml doe TRIG

Se afordé & un litroc con agua de mar filtrada U pasada por U V.

En dos matraces Evlenmeyer de 252 ml. e pusierdn 75 ml.

del medio preparado de esta forma en cada une de elios.

b, ~Medios de culoivo con ureo-



Le  prepararon estos menics utilizando el mismo
proceiimiento que el seguido eq el control, sustituyéndose en
este caso al WNaNOZ por concentracidnes de la fuente comeroial
de nitrdgene (ureal, de la siguiente forma:

Selucidn stock. — se prepard diluyendo 50 gr  de urea

sgricola comevrcial en un litro de agua destilada

Obtencidn de lse concentraciones decscadas,

Fara obtener una concentracisn de 50 mg per  litro se

agregeé un mililitro de la solucidn stock de urea.

Fara obtener una concentaracidén de 25 mg per litre se

agregs .5 ml de esta eolucidn stoi k.
Pera 10 mg por litro 0.2 ml, u para 5 mg por litro 0.1 ml.
Da cads uno de ectos medios con diferentes concentraciones
de urea se transfirieron 75 ml a cteda uno de los dos matraces

erlenmeyer de 250 ml utilizados en cads concentracidn,

Lne m

ik

traces con sus reszpectivos medics de cultivos se
esterilizarcn posteriormente en unz olla de presidn. Concluidao
el procedimeinto de esterilizacien y una vez enfriade (24

Hrs. ) se afadieron las vitaminas cerca de la {flema de dos
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mecheros tipo Buns para prevenir la contaminacidn de les

medios

Todos los matraces fueron dinocwulados  con doe ml de
cultiveos moncaxénices de 1. sgsucice en estado de crecimiento
exponencial. La densidad iniciar promedio en todos los
matrares fue de 3& 446 x 10 ¢dlulas por ml. Los matraces

permarecieron en el cvarto de cultive bajo condiciones de
iluminacidn constante  proporcionsda por tubos fluorescentes de
luz blanca fria. La terperatura del laboratorio se mantuvo
aproximadamente constante (20 C + 2 C) por medio de un aparato
de aire acondicionado.

.

3. 2.~ Registro del crecimiente de microalgas.

Lespuéds de inocular los recipientes de cultivo se llevd a

cebo el registro del crecimiento, para identificaer la etapa de
mayor densidad de las micrealgas {(fase exponencisal).

4

Diariamente @ 1a miema hora (11:00) se extrajeron muestras
de 1 ml de cada uno de los matrecres de cultivoe, utilizando
pipetas esterilizades y cerca de la flama de dos mechercs tipo

Bunsen para evitar la contaminscidon de leos medios.

il conteo de las cédlulss =e lleve a «csbo con un

hematocitdmetro tipe Mevbaver oce 0.1 mm de profundidad. Las
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muestras se fijarcen con dos aotas e lugol para fitoplencton
martino, versidn dcids & fin de inmovilizarlas y lograra un

me jJor conteo

Favra conocer si la densidad de cdlulas estimadas al octavo

di'a del cultivo variad significativamente entre los

=

tratamientos, se hize un andlicis de varianza no paramétrico
segun ia prueba de Kruskall-Wallis, con su prueba a posteriori
de comparaciones multiples (Zar, 19743, con las lecturas

cbtenidas en el hematocitdmetro paTa  cada tratamiento y su

repeticidn,
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- RESULTADOE:

La tabla I nmuestra los valorves promedics de las lecturas
toemadas en el hematocitéimetro. pare calcular la densidad de
celulas pare cada tratamiento y su rvepeticidn,

Lae tabls Il muestra los resultiades de los cdlculos de law
variaciones poblacionasies de T, svecica a nivel Erlenmeger en
el medio de cultive control

kn las tablas I11 a VI
calculos de

se muestran los
las variaciones

resultados
Erlenmeuer en los medios

de  los
poblacionales de 1. suecics a nivel
de cultivo con 50, 25, 10, u 9 mg/l de-
urea vespectivamente.
izs figuras 1 & 4 muestran el crecimiento de 1. svecice
para cada dia de cultivo con el uso de urea grado comercial del
medio de cultive ¢n concentracienes de 5, 10, “0, u 20
miligvaemos por litvro respectivamente
La figura nimero 5 (téstion) mucstra el crecimiento
pebleciconal de T. suecice en el modio de cultive modificado de
Guillard y HMsttihessen y Torner (op. cit. ).
s figure & muesire las curvas de crecimiento
vecica & nivel Evrlenmeyer tanto

de T

del medio de cultiveo contrel
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Kruskali-

-

ionificancia

"

experimento
mientos
tendencias ardficas

presentadas en la

13

£ loz tratemient s

muestre  los  vesultedos de la  pruebs de
iplez posterioy &l andlisis de vavianza de
entre el cultivn coentrol U low demds

imentales, donce  se observe gque al nivel de
2% no existiernn diferenciacs significetivas

e células encontradas al octave dia del

el medio de cultivo control y los
20 ¢ 2b ma/l de urea. Lo anterior concuerds

n
.
m

1 crecimiento poblacional

Finvura 6.



TABLA X.- Veolores promedios de las lecturas en el
hematocitémetro pora cada trotamiento

14

TIEMPO TESTIGO CONCENTRACION DE UREA

EN DIAS 50 Mg./1 25 mg./1 10 mg./1 5 mg./1
0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0
1 2.26 4.94 3.58 2.00 3.75
2 8.75 15.00 14.83 18.75 19.66
3 36.98 58.32 54.83 46.40 42.66
4 94.91 106.83 1 97.92 67.66 47 .25
5 133.42 132.16 131.42 92.83 71.16
6 148.33 185.08 167.57 89.83 56.05
7 189.17 234.17 172.08 97.33 68.75
8 220.08 283.57 191.33 113.42 77 .58

TABLA II.- Vaolores poblacionales de T. suecica a nivel
Erlenmeyer en el medio de cultivo control
DIA DEN X 1000 K MU PD 16
(CEL./ml)

0 36.459
1 22.500 -0.6964 -0.2096 -13.9590 -0.4323
2 87.500 1.9594 0.5898 65.0000 0.1536
3 370.000 2.0802 0.6262 282.5000 0.1447
4 949.200 1.3592 0.4092 579.2000 0.2215
5 1334.200 0.4912 0.1479 384.9998 0.6128
6 1483.300 0.1528 0.0440 142.1001 1.9696
7 1891.600 0.3508 0.1056 408.2998 0.8581
8 2200.800 0.2184 0.0658 309.2002 1.3782




TABLA II1.- Volores poblacionales de T. suvecico o
nivel Erlenmeyer #n e¢1 medio de --

cultive con 50 me/1t, de ures

15

DIA DEN X 1000 K MU PD T6

(CEL./ml1)
0 36.459
1 49.400 0.4382 0.1319 12.9410 0.6869
2 150.000 1.6024 0.4824 100.6000 0.1879
3 583.300 1.9593 0.5898 433.2999 0.1536
4 1068.300 0.8730 0.2628 484.9999 0.3448
5 1321.600 0.3070 0.0924 253,2998 0.9806
6 1850.800 0.4859 0.1463 529,2002 0.6196
7 2341.600 0.3394 0.1022 490.7998 0.8871
8 2835.600 0.27¢62 0.0831 494.0000 1.0900

TABLA IV.- Volores poblacionales de T. suecica a
nivel Erlenmeyer en el medio de culti
vo con 25 mg/lt. de urea
DIA DEN X 1000 K MU PD TG

(CEL./ml)
0 36.459
1 35.800 -0.0263 -0.0079 -0.6590 -11.4390
2 148.300 2.0505 0.6173 112.5000 0.1468
3 548.300 1.8865 0.5679 399.9999 0.1596
4 979.200 0.8367 0.2519 430.9000 0.3598
5 1714.200 0.8079 0.2432 734.9998 0.3726
) 1675.600 -0.0329 -0.009¢9 -38.5999 -9.1614
7 1720.800 0.0384 0.0116 45.2000 7.8389
8 1913.300 0.1530 0.0461 192.5000 1.9677
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TABLA V.- Valoreés poblacionales de T. suecica a
nivel Erlenmeyer en el medio de culti
vo con 10 mg/lt. de urea

DIA DEN X 1000 K MU PD TG
(CEL./ml) ‘

0 36.459

1 20.000 -0.8663 -0.2608 -16.4590 -0.3475
2 187.500 3.2289 0.9720 167.5000 0.0932
3 464.200 1.3079 0.3937 276.7000 0.2302
4 676.600 0.543¢6 0.1636 212.3999 0.5538
5 928.300 0.4563 0.1374 251.7000 0.6597
6 898.300 -0.0474 -0.0143 -30.000C0 -6.3515
7 973.300 0.1157 0.0348 75.0000 2.6021
8 1134.100 0.2206 0.0664 160.8000 1.384¢6

TABLA VI.- Volores poblacionales de T. suecica a
nivel Erlenmeyer en el medic de culti
vo con 5 mg/lt. de urea.

DIA DEN X 1000 K MU PD 16
(CEL./ml)
0 36.459
1 30.500 -0.2575 -0.0775 -5.9590 -1.1692
2 196.600 2.6884 0.8093 166.1000 0.1120
3 426.600 1.1176 0.3364 229.9999 0.2693
4 472.500 0.1474 0.0444 45.9001 2.0418
5 711.600 0.5908 0.1778 - 239.0999 0.5096
6 560.500 -0.3444 -0.1037 -151.1000 -0.8742
7 687.400 0.2944 0.0886 126.9000 1.0224
8 774.700 0.1725 0.0519 87.2999 1.7452
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TABLA VII.- Prueba de comparaciones multiples

PAREJA DISCREPANCIA DISCREPANCIA DESICION AL 5.00% DE SIG.
OBSERVADA MAX. COMPATIBLE

1, 2) 1.500 3.543 NO SIGNIFICATIVA
L. 3 ) 1.500 3.543 NO SIGNIFICATIVA
1, 4) 4.000 3.543 SIGNIFICATIVA
I &) 6.000 3.543 SIGNIFICATIVA
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FIGURA No. 1.- Crecimiento poblocionol de T. suecica

en medio con 5mg/lt. de ureo.
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FIGURA No. 2.- Crecimiento poblocional de T. suecica

en medio con 10 ma/tl. de urea.
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FIGURA No.- 3.- Crecimiento poblocional de T. svecico
en medio con 25 mg/lt. de urea.
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en medio con 50 mg/lt. de ureq.
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FIGURA No. 6é.-

Curvos de crecimiento de T. suvecica
a nivel Erlenmeyer.

cultivo en medio con 75mo/lt. de
MeNG, ( testige )

cultivo en medio con 50mg/lt. de --
ureo cC..cultivo en medic.ccn 25mg/
1t. de urec d.=- cultivo en medio -
con 10 mg/lt. ¢z vrcc e@.= cultivo-
en medio con 5 mg/lt. de urea.



{ DIGCUSINNES
L2 han  hecho murshus cobtuding gobre  la nutricion  del

)

fiteplancton comc un  intento prra entendear  las condiciones

idaales de su crecimiento. pebivoe a los diferentes  puntos de

1212 de los  investigadores que estudian ie nutvicidn oe los

#liaaz. se ha hecho una eran variedad de proposiciones gui

C

dificuitan la compavacidn de Joue resultadns (Ketchum, 1253).

De aqui se han definido cuatro formas e las  tuales 1ot
nutrienies son  estudiados y expresados, ellos  =oan: Tos

requervimientos abeolulcs, los normales, los minimos y los dr

’

concentracidn optimea, tn  base & eslas definiciones y en los

resultados obtenidoes en nuestiro sxpervimento podemos  deciy  que
le concentracidn dptima de urea o el rTango de concentracidn queo

permitid la mdxime den

w

idad poblacional fuéd la de 50 miligvameos

m

por litvo, sin  embargo, Ludwig (1932), aparte de estashlecer &
la ures como una fuente de dneponibilidad inmediats de

. ,
nitroas

oo
3

» dice gue es posible que OCUTTS UPa conveisidn do

tado durante el procese de esterilizacidn.

Urea a4 amonia carbons

Tembidn, Chick (19032). eziablece zue la ures vinde un 25% de s
nitrdégeno como eamenia libre. Eppley (1971), reporta. un mejor
crecimiento en distomeas utilizando wures como fuente de
nitrdégeno, en comperecidn con nitratos (NO2) U amonia (MNH-4) al

igual que pasd en nuestro experimento. Bougis, 1974 ectablece

T~

que el nitrdgeno es ahsorvido por el fitoplancton en les formas
de emonia  (MNH-4), v nitrito (NO-2) u nitrsto (ND-3)
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principalmente y con una preferencia por el amonia y los

nitratos, esto, nos bhace pensar que la ures wutilizada en
nuestro expevimente pudo haber sioe aprovechads mds bién en la
tforma de  amonia. Zgurovskaya y Kustenko (1968) trabajandc cou

Skeletonems costtum: Frorocentrum micsans u Chastoceros sp.

obserTvaron una mejjor divisidn celular &N medios e
concentraciones de un miligramo por litro de nitrogeno u

encontraron que en una concentracidn de 54 miligramos por litrao

de amonia provecd la muerie dei cultive, destrugendo las
cédlulae en 12 a 15 hovas despuds de la inoculacidn . Grant,

1947, encontré que la intensidad de luz 2 1s cual el nitrato u
el nitrito son mejor asimilados ocurre entre los 2300 y 1000
pies— cendela respectivamente, intencidad que correcsponde & la
utilizada en nuestro experimeto y que comprueba gque esta
intensidad de luz favorecid la asimilacidn de la urea.

=y crecimiente exponencaal similar alcenzado

{productividsd) en todos los tretamientos demuestran que la

tasza de divisidn es independiente de 13 concentracidgn de

nitrogeno. Ketchum (193%9), demosird esto mismo trabsjando con
la diatomea HNitzschia closterium Por otro lado, las
diferencias marcadas  en  la pycduccidn  entre las CUSTTO

concentraciones de ures que se ucilizaron, demuestran que e)
nitrageno es un  factor limiternte en la producciadn de

fitoplancton lo cusl concuerds con  las afirmeciones de’ Chug

(1242).
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&= CONCLUSTONES

de: de

.
n
Yt
o)
il
Lhd

.~ 8e pbtuvieron al cctavo dia del cultivo,

cédlulae por mililitre que no  wverisron

m

ignificativemente al

et
Q
.

nivel del B %, entre el média de cultivo control Y

tratemientos can 50 u &5 ma/l de urea.

- EBe observarcn bajaes densidades poblaecionales en los

cultivos en los que se usd UTea en concentraciones de 5

=
tet,
L=
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vso de  la  urea
sustituecidn del

microalagas hasta

de produccidn de

27

los Tesultados obtenidos, S8  Tecomiends el

1

)
3

2aricele comercic) como fuente de nitrdgeno ern
NaNO3  en los medios de cultivo pera las
nivel de Evlenmeuer, lo que abaratard el costo

lee mismas,
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TABLA I.- Medios de cultivo mas usadosy cantidades para un litrio de === .
agua de mar filtrads.

GUILLARD MATTIHESSEN Y TORNER
Nutrientes Mayores 75 mg 150.0 mQe.
NaN03 5 mg 10.0 mge.
Metales traza
Na2, EDTA L.36 mg Fe. EDTA 10.0 mg
FeC13. 6H20 3,15 mg - = =
Cu S04.5H20 0.01 mg 1.9 mge
ZnS0L4, 7H20 0.022 mg L.4 mg.
CoC12.6H20 0.01 mg 2.0 mge.
MnC12.4H20 0.18 mg 36,0 mg.
Na2Mo04 . 4H20 0.006 mg 1.2 mQ.
Vitamines
81 0.10 mg 0.0002 mg
Biotina 0.50 mg 0.001 mg
B12 0.50 mg 0.001 mg
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TABLA II.- Rutina seguida en lo preparacién de los

macronutrientes para los medios de cul-

tivo
PREPARACION DE
NUTRITENTES
NITRATOS FOSFATOS SECUESTRANTE TRIS (BUFFER)
Pesar 75 gr. Pesar 5.0 gr. Pesar 4.36 gr de Pesar 200 gr.

|

EDTA y 3.15 gr.-
de colruro Ferri

Disolver con
agitador en-
950 ml. de--
H20D.

=

Disolver con-
agitador en -
950 ml. de -
H20D.

Disolver con - -
agitador el EDTA
en 500 Ml. de --
H20D.

Disolver en -
500 ml. de --
H20D con agi-
tador.

Aforar o 1 Lt

1

AMorar a 1 Lt

ARadir el cloru-
ro Ferrico pre -
viamente disuvel-
to en H20D.

Ajustar el pH
a 7.5 con HCI
al 30% (aporx
130 ml).

Aforar a 1 1t
con H20D

ARdadir 1 ml.-
de cada metal
trdgza.

Aforar aprox, a-
9?50 ml. con H20D

Aforar a 1 1t
con H20D




TABLA 111.- DISENO DEL MEDIO MODIFICADO F/2 DE

GUILLARD, 1973 Y MATTIHESSEN
NER,
y/o TESTIGO.

Y TOR

1966 UTILIZADO COMO CONTROL -

( Coantidodes paro un litro de agua

de mor filtrada )

34

INGREDIENTES CANT IDADES
Nutritentes mayores:
NaNO 75 mg.
PO,.H a 5 mg.
Metoles troza
Fe. EDTA 10.0 mg.
Cu 504.5H20 1.9 mg.
Zn 504.7H20 4.4 mg.
Co C12.6H20 2.0 mg.
Mn C12.4H20 36.0 mg.
N02M004.4H20 1.2 mg.
Vitaminas
B] 0.0002 mg.
Biotina 0.001 mg.
B 0.001 mg.

12
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TABLA IV.~ Rutine 8 seguir en la preperacion de la solucidn STOCK- prima-
ria de Vitaminas para los medios de cultivo.

CONCENTRADO
( SLN STOCK PRIMARIA )

B12

BIOTINA

TIAMINA

Pesar 10 Mg.
con belanza-
analitica.

Pesar 10 mg.
con balanza-
analftica.

Disolver en-
SD mlo de e
H20D.

I

Pesar 2 Gr.
con balanzs
F &
analitica.

Disolver en-
50 mlc de i
H20D,

Aforar 8 100
ml,

e

Disolver en
SD mlo de -
H20D,

Aforar 8 100
mle

L

Aforar a 100
mle




