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RECOLECCION Y PRESERVACION DE MACROALGAS MARINAS: UNA GUIA
PARA ESTUDIOS FICOLOGICOS.

COLLECTION AND PRESERVATION OF MARINE MACROALGAE: A GUIDE FOR
PHYCOLOGICAL STUDIES.

Lennin Florez-Leiva, Brigitte Gavio, Marta Diaz-Ruiz, Olga Camacho y Guillermo Diaz-Pulido

RESUMEN

Conocer la forma adecuada de recolectar, preservar y conservar las macroalgas marinas es indispensable para
generar colecciones bioldgicas que puedan ser utilizadas en diversas investigaciones (taxonomia, sistematica,
ecologia, evolucién, etc.) y de igual forma brinden importantes herramientas para la educacién. De esta forma,
las colecciones se constituyen en patrimonio de la nacion.
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ABSTRACT

It is necessary to know the way to collect, preserve, and conserve marine macroalgae in order to generate
biological collections that can be used for different research purposes (taxonomy, systematic, ecology,
evolution, etc). Such collections also provide important educational tools. Thus, the collections constitute
part of the national patrimony.
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INTRODUCCION

El conocimiento de las especies empieza siempre con la
recoleccion y observacion de especimenes que se obtienen
directamente de la naturaleza (Lemaitre, 2002). Si éstos
se mantienen en éptimas condiciones pueden aportar
gran informacién cientifica y académica. Por esta razon,
se constituyen las colecciones bioldgicas, las cuales se
consideran como archivos histéricos de la vida sobre la
tierra (Duckworth et al., 1993; Simmons, 1999) y apoyan
la investigacién como base en estudios taxondmicos,
sistematicos, evolutivos, ecolégicos, biogeograficos y
moleculares, entre otros (Ramirez, 1995; Simmons y
Munoz-Saba, 2005). De la misma forma, estas colecciones
son el soporte del patrimonio natural de una nacion, al ser
fuente primaria de conocimiento y de informacién sobre
la biodiversidad de un pais. Por tanto el objetivo de esta
nota es facilitar a estudiantes, profesionales del campo de
las ciencias marinas, interesados en la historia natural y
jovenes ficélogos, los procedimientos adecuados para la
recoleccion, manipulacién y preservacion de macroalgas
marinas.

Recoleccion de especimenes: campo

Para recolectar el material ficolégico en la zona
intermareal, se sugiere utilizar botas para protegerse de
rocas, erizos, corales, etc., asi como careta (mdscara de
buceo) para observar y desprender adecuadamente las
algas del sustrato. En la zona submareal se utiliza equipo
de buceo libre 6 auténomo. Si se planea recolectar en el
intermareal es mejor ir durante la marea baja, cuando las
algas estdn expuestas y es mds fdcil su acceso, esto es
particularmente relevante en el océano Pacifico, donde
las mareas estdn bien definidas. Es necesario recolectar
siempre los especimenes completos incluyendo las
partes basales asociadas con el sustrato (estructuras de
fijacién), con la ayuda de espdtulas o cuchillas. Si hay
organismos en reproduccion, es oportuno preferirlos,
porque las estructuras reproductivas son, en muchos
casos, esenciales como criterio de identificacion
(Ramirez, 1995). Para las algas coralinas costrosas,
firmemente adheridas al sustrato se necesita un cincel
y un martillo para removerlas. Para recolectar epifitos
0 algas pequefias sobre sustrato sélido, es mejor
incluir parte de éste y asi evitar una posible pérdida
de los especimenes o de estructuras relevantes en la
identificacién taxondmica (e.g., rizoides). De inmediato,
el material algal debe ser guardado en frascos o bolsas
plasticas sellables que contengan agua de mar (como
“ziplock” o “whirl-pak”). Para algas muy pequefios o
diminutas, es mejor utilizar frascos de menor tamafio y

guardarlas de manera independiente con agua de mar.
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Siempre es necesario rotular adecuadamente las
muestras, para lo cual se utiliza papel pergamino
comercial y 1dpiz. Se deben registrar los datos
de campo tales como localidad, hébitat y
profundidad, colector, fecha de recolecta y notas
[e.g., color de los especimenes, forma (globosas
como Ventricaria y otras algas como Caulerpa,
cuya forma cambia con la preservacion), textura
(algunas algas tienen textura gelatinosa que se
pierde posterior a su preservaciéon), presencia
de estructuras reproductivas, caracteristicas del
hébitat, etc.] que permitan posteriormente una
correcta identificacién (Acleto y Zufiga, 1998)
(Figura 1). Actualmente, se debe geo-referenciar
el lugar donde se recolectan los especimenes,
debido a que las muestras que son depositadas
en Colecciones de Referencia o Museos requieren
de esta informacién.

HERBARIO DE MACROALGAS
Universidad Jorge Tadeo Lozano
Biologia Marina, Santa Marta

Divisién: Chlorophyta Ne «— Dejar ¢
Clase: Ulvophyceae
Orden: Cladophorales
Familia: Cladophoraceae
Cladophora vagabunda (Linnaeus) Hoek 1963

Lugar Recolecta: Aeropuerto de Santa Marta (Magdalena)
Habitat y profundidad: Litoral rocoso
Submareal (1m. de prof.)
Coordenadas geograficas: (36°30°S-73°07 W)
Colectd e identifico: Barrera, Jara, Mahecha, Nifioy Vivas.
Fecha: 28-09-04
Observaciones: tiene epifita a Ceramium sp.

1 m

Figura 1. Formato de etiquetas para colecciones de algas marinas.

Los frascos o bolsas con las algas pueden ser
reunidos en baldes o neveras pldsticas que
permitan proteger el material de la radiacién
solar, tratando de mantener una temperatura
Optima. Para realizar estudios moleculares se
recomienda preservar las algas, inmediatamente
después de su colecta, en silica gel o alcohol al 95
% (Simmons y Muhoz-Saba, 2005).

Preservacion en seco

Herbario

En esta nota se refiere a herbario como una coleccién de
aquellas algas macroscépicas marinas que pertenecen a
los phyla Cyanophyta (algas verde-azules), Rhodophyta
(algas rojas), Heterokonthopyta (incluye a las algas
pardas) y Chlorophyta (algas verdes), que son
preservadas, identificadas y acompafadas de toda
la informacién pertinente sobre su colecta. Dicha
informacién es actualmente documentada desde una
base de datos digital, la cual facilita su consulta y
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eventualmente puede llegar a alimentar sistemas de
informacion de bases de datos mds complejos, como
por ejemplo a nivel nacional el Sistema de Informacién
sobre Biodiversidad Marina SIBM (SIBM, 2010) y a nivel
internacional AlgaeBase (Guiry y Guiry, 2010).

Para la conservacién de los ejemplares en seco y
de su informacién asociada, es necesario elegir
de forma adecuada los materiales a emplearse.
Existen diversos tipos de papel que se pueden
conseguir en el mercado, especiales para realizar
los montajes (Herbarium Supply, 2010). Sin
embargo, si no es posible adquirir estos papeles
se recomienda usar papel de color blanco libre de
acido, con un pH neutro (tipo cartulina). De igual
forma es necesario usar un pegante libre de acido
(alcohol polivinilico) para fijar las etiquetas; si
no se tiene estos materiales, se puede utilizar
octavos de cartulina normal blanca, sin embargo,
a largo plazo las algas se pueden deteriorar mds
rapidamente.

Es mejor empezar a prensar las algas de mayores
dimensiones, para eliminar rdpidamente el
volumen de muestras. Si los organismos fueron
puestos en formol, éstos deben ser introducidos
en un balde con agua de mar para lavar el exceso
de fijador. Alternativamente se puede utilizar
agua dulce, pero las células pueden dafarse en
algunos casos. Si las algas fueron preservadas en
alcohol, es necesario ponerlas en una solucién de
1:1 alcohol/agua por 15-20 minutos antes de ser
prensadas (Tsuda y Abbott, 1985). Generalmente
las algas preservadas en alcohol se rompen mds
facilmente una vez secas, ademds de que pierden
su coloraciéon radpidamente. Pueden también
prensarse algas sin previa fijacién (condicién
ideal), aunque requieren cuidado particular
posterior para evitar formaciéon de hongos. Es
necesario registrar en el cuaderno de apuntes (y
posteriormente en la base de datos y etiqueta)
si el alga fue fijada previamente antes de ser
prensada y qué solucion fue utilizada.

Con ayuda de un pincel o pinzas se debe eliminar
toda la arena, concha u otros organismos y
eventualmente los epifitos para preservarlos
separadamente, rotuldndolos y anotando sobre
qué muestra fueron encontrados. En una bandeja
plastica o esmaltada de tamafo adecuado,
adicionar suficiente agua para cubrir el alga y
sumergir el papel para herbario de tamafo similar
al espécimen por preservar, previamente marcado

con un ldpiz con el niimero de coleccidn, fecha y
lugar. Posteriormente es necesario colocar el alga
sobre el papel en donde el niimero de coleccién
debe estar asociado a la muestra y a sus datos.
Con pinzas, agujas ¢ para las algas mas delicadas,
con un pincel suave o con las manos, tender y
organizar la muestra para mostrar el patrén de
ramificaciéon y las estructuras importantes para
su identificacién. Si es necesario, se elimina parte
de las ramificaciones (registrando qué se hizo)
para permitir observar todas las estructuras, con
cuidado de no dafiar o remover sus estructuras
de fijacién 6 reproductivas, si estas ultimas han
sido observadas.

De inmediato se debe colocar encima de la
muestra cubriéndola totalmente, un pedazo de
tela (de algodén suave), liencillo delgado, papel
encerado (para las algas mds delicadas), o un
retazo de media velada, con el fin de proteger el
espécimen y evitar que se despegue del papel.
Posteriormente, se ubica el papel absorbente
especial para herbarios o un estrato de papel
peridédico sobre y debajo de este montaje. De la
misma forma es necesario disponer de dos pedazos
de cartén preferiblemente corrugado o ldminas de
aluminio que permiten la circulacién de aire, un
secado mds rapido y mejores resultados (Dawson,
1966). Continuar este mismo procedimiento con
otras muestras y apilarlas una sobre otra. Cuando
hay alrededor de 25-30 muestras, es necesario
ubicar bien las dos partes (inferior y superior) de
la prensa para herbario con todo el material en la
mitad y jalar los tirantes (y/o cierre los tornillos),
apretando lo mds posible. Alternativamente si
no hay una prensa, dos tablas de madera lisa
de un tamano levemente mayor que el papel de
herbario, puede servir. En este caso, se sitlia una
tabla de madera arriba y otra debajo de todo el
material apilado. Encima de la madera superior
se pone unas pesas bien distribuidas sobre la
superficie y se deja secar normalmente, o con la
ayuda de un ventilador. Es necesario cambiar los
periddicos diariamente hasta que las muestras
estén completamente secas. Se recomienda no
quitar la tela o papel encerado que estd sobre
cada alga hasta que el montaje esté totalmente
seco para prevenir que el alga se despegue.

La prensa puede localizarse cerca de una fuente
de calor u horno secador (40-50 °C). En este
caso, no es necesario el cambio de periddico.
Cuando se utilicen secadores es necesario darle
vueltas a la prensa durante el secado, de tal
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forma que el secado del material sea homogéneo
y asi garantizar que todas las muestras reciban
el mismo tratamiento. El tiempo de secado de
las algas es de tres a siete dias dependiendo del
grosor y otras caracteristicas de los talos. En
el horno este procedimiento es mds rdpido y
debe ser supervisado frecuentemente. Una vez
secas, se deben dejar enfriar completamente las
muestras antes de sacarlas de la prensa, de lo
contrario el papel se arruga, en algunos casos
dafando el alga.

Muchas algas quedan pegadas al papel una vez
secas. Sin embargo, las algas mds gruesas (e.g.,
algas pardas) se pueden desprender fdcilmente.
En este caso es posible sujetarlas al papel por
medio de pequeias tiras de papel libre de acido
(e.g., papel kimberly) pegadas en sus extremos
con alcohol polivinilico. Alternativamente se
puede también coser con hilo para herbarios al
papel en algunos puntos clave.

Los ejemplares voluminosos, especialmente
formas calcdreas (e.g., Halimeda, Amphiroa) y
especies costrosas adheridas a rocas ¢ conchas
(familia Corallinaceae), pueden ser guardadas en
pequenas cajas apropiadas en cartén estdndar
libre de 4cido (Dawson, 1966). Muchas algas
coralinas geniculadas (e.g., Amphiroa y Jania)
se rompen facilmente una vez secas. Estas algas
pueden remojarse en solucién de formalina
con 10-40 % de glicerina (la glicerina retiene
la flexibilidad de la genicula y previene la
fragmentacién y la formalina o fenol evita el
crecimiento de bacterias y hongos), por varios
dias o semanas antes de ser secadas y guardadas
en cajas pequenas (Womersley, 1984) o en un
sobre de papel encerado, atado a la hoja de papel
herbario.

Una vez que las muestras estén bien secas, se
procede a pegar el papel con los ejemplares
(usando alcohol polivinilico) en el papel de
herbario de tamafio estdndar (43 cm de largo
X 29 cm de ancho). Posteriormente, se coloca
la etiqueta de papel libre de 4cido, en la parte
inferior derecha del papel. En dicha etiqueta
debe aparecer la informacion bdasica tal como el
nombre de la especie (binomial, incluyendo los
autores), lugar (nombre del sitio, ciudad, pais),
fecha de coleccidén, nombre del colector, habitat,
profundidad y ndmero de catdlogo. Informacion
complementaria como el tipo de sustrato, forma
de recolectada (SCUBA o dragado), anotaciones
morfoldgicas importantes, informacién ecoldgica
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de interés, nombre de quién identificé y
coordenadas geograficas deben reposar en la
base de datos y en un formato impreso debido
a las limitaciones de espacio en dicha etiqueta.
La impresién se debe realizar con una impresora
térmica (se requiere papel especial) o en
impresora de matriz de punto, para evitar que con
el tiempo la tinta se borre con los solventes. La
escritura en tinta china o impresién en cartulina
opalina impresa en ldser, son otras opciones,
especialmente para la preservacién en liquido.

Mica

Los especimenes pequefios, dificiles de montar
en herbario, pueden ser montados en rectangulos
pequenos de mica (minerales pertenecientes a un
grupo numeroso de silicatos de alimina, hierro, calcio,
magnesio y minerales alcalinos caracterizados por su
fcil exfoliacién en delgadas 1dminas flexibles, eldsticas
y muy brillantes). La mica se compra en pilas y para
el montaje se separa un estrato poco mds grande que el
alga. La mica se utiliza como la cartulina de herbario,
pero no se pone en agua. El alga es posicionada sobre la
mica y con la ayuda de un pincel hiumedo o un férceps,
se extiende bien. Un pedacito de papel encerado se
dispone encima y se procede a secar como para las
muestras en herbario (Tsuda y Abbott, 1985). El nimero
de coleccién se escribe directamente sobre la mica.
Una vez secas, las muestras sobre la mica pueden ser
dispuestas en un sobre de papel unido a la cartulina
del herbario.

Silica gel

En estudios moleculares es utilizada la silica gel para
conservar las muestras secas antes del procedimiento
respectivo. Solo es necesario un pequefio fragmento
del alga o el alga completa si es muy pequefia (el talo
debe estar libre de epifitos y de impurezas). La limpieza
de los talos o fragmentos, se debe realizar bajo el
estereoscopio con ayuda de pinceles y pinzas delicadas
(los implementos utilizados, excepto el papel deben ser
limpiados con alcohol y secados). Una vez que estén
limpios, éstos pueden ser guardados en un pedazo
de papel de arroz (para especimenes muy pequefios)
e introducidos en una bolsa tipo ziplock o frascos
pequeiios de tapa pldstica (previamente rotulados) con
suficiente silica gel; para un mejor secado, se puede
pulverizar la mitad de la silica, la otra mitad puede
dejarse granulada, teniendo siempre presente que el
espécimen quede totalmente cubierto.
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Preservacion en liquido

Formalina

Se diluye el formol liquido comercial (37 % formaldehido
= 100 % formol) en agua de mar a una solucién de 3-5
% (o formalina). A esta solucion se le afiade bicarbonato
de sodio (40 g/1) como amortiguador, algunas veces
bérax (borato de sodio). Las muestras son sumergidas
completamente en ésta solucion, en frascos de vidrio
con tapa plastica (no usar tapas metdlicas) y sellados
con parafilm o parafina para evitar la evaporacion
(Figura 2). Los frascos deben ser mantenidos en la
oscuridad, para evitar la decoloracién de las muestras.
Se recomienda la manipulacién de formol y formalina
con suma precaucion, como se menciona mads adelante.
Para preparar una solucién de formalina al 4 % se utiliza
la siguiente formula V C, = V,C, [donde V : volumen a
calcular o la cantidad de formol necesario para hacer la
solucion; C,: concentracion del formol comercial (e.g.,
37 %); V,: volumen de agua de mar o de la solucion
final (e.g., 11); y C,: 4 % de la solucion final].

Figura 2. Modo de preservar colecciones de algas marinas en
liquido

Alcohol

Para estudios morfoldgicos de macroalgas se usa etanol
al 70 %. Sin embargo, algunas muestras se deterioran
si son mantenidas por largo tiempo en esta sustancia,
y se decoloran mucho mds rapidamente que en formol,
incluso si estan en la oscuridad (el alcohol es un
disolvente de la clorofila). No obstante, el alcohol es
menos peligroso para manipular que el formol. Para
estudios moleculares se recomienda utilizar alcohol al
95% (Simmons y Mufoz-Saba, 2005).

Formol-acido acético-alcohol

Se prepara con 100 ml de etanol (50%), 6,5 ml
formol comercial y 2,5 ml 4cido acético glacial.
No se puede utilizar para organismos calcificados,
porqué el dcido disuelve el carbonato de calcio.
Independientemente del conservador liquido
utilizado, siempre los frascos deben ser mantenidos
en la oscuridad, para evitar la decoloracién de las
muestras y deben ser rotulados con la informacion
mencionada anteriormente. Esta mezcla es
recomendada para preservar estructuras celulares
y flagelos.

Preparacion de micropreparados

Los micropreparados ¢ preparaciones semipermanentes
se utilizan cuando se ha concluido con la identificacién
y se quiere mantener material de referencia 6
cuando se tienen especimenes diminutos (e.g.,
Ceramiaceae). Ademds, esta técnica sirve para observar
detalles de la estructura del talo (6rganos de fijacion,
reproduccion, células medulares, cortex, etc.). Para
hacer un micropreparado se requiere ser cuidadoso al
escoger la estructura que se desea fijar y seccionarla
apropiadamente.

Micropreparados en Karo-syrup 6 miel Karo
Las muestras para micro preparados se fijan
en formalina (15-30 minutos para las algas
delicadas, hasta 24 horas para las formas mas
cartilaginosas). Posteriormente, se enjuagan con
agua destilada para eliminar el exceso de formol
y se procede a su tincién. Se ponen unas gotas de
azul de anilina (1 % solucién acuosa), después
de unos minutos se acidifica con una gotade 1 %
HC1 para fijar el color y pasados unos tres minutos
se enjuaga con agua destilada, eliminando
el exceso de agua con un papel absorbente,
teniendo cuidado de no llevarse el espécimen o
corte (Taylor, 1960; Dawson, 1966; Womersley,
1984; Price y Scott, 1992; Ramirez, 1995). Aparte,
se prepara una solucidon de Karo Syrup (miel de
Karo) diluida en agua marina filtrada, mds unas
gotas de formalina, la concentracién a utilizar
depende del alga (50%, 25% y 15%, el menor
porcentaje para especimenes mds delicados). Se
le agregan de 1 a 3 gotas al espécimen que estd
sobre el portaobjetos. Finalmente, se cubre este
montaje con un cubreobjetos (apoyando un lado
y dejandolo caer lentamente con ayuda de una
aguja de diseccién) y se deja secar varios dias.
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Si se presentan burbujas, agregar mds de esta
solucién por los bordes y dejar secar nuevamente,
finalmente se sella por los bordes con esmalte
trasparente. Si no se tiene miel Karo se puede
utilizar glicerina (solucién al 5 %) aplicando el
mismo procedimiento.

Las algas que precipitan carbonato de calcio en
la pared celular (e.g., Corallinaceae) necesitan
ser descalcificadas antes del montaje y/o corte.
Para esto se sumergen en una solucién de acido
clorhidrico al 1 %, hasta que la descalcificacion
sea completa (el carbonato de calcio, en contacto
con el 4cido, reacciona liberando diéxido de
carbono en forma de burbujas). Cuando todo el
carbonato se ha consumido, termina la produccién
de burbujas y a continuacién si es necesario las
algas pueden ser seccionadas y luego se procede
a su tinciéon. En algunos casos es mads fdcil
realizar los cortes antes de la descalcificacién y
esta decision dependera de la naturaleza de los
talos y de la experiencia del investigador.

RECOMENDACIONES

Es necesario saber o conocer cudles son los objetivos
del estudio para determinar el mejor procedimiento
para la recoleccién y preservacion de las macroalgas.
De igual forma es muy importante que algunos de los
especimenes sean donados a herbarios nacionales. Por
tanto, es recomendable conocer las especificaciones o
pautas de dichas instituciones para realizar la donacién
bajo los estdndares establecidos.

Manejo de los quimicos

Algunos de los quimicos mencionados en la preservacion
de las muestras son considerados peligrosos. Por
ejemplo, el formol es carcinogénico, mientras que los
dcidos son corrosivos. Se sugiere un extremo cuidado
durante el manejo de estos quimicos y la utilizacién
de protectores como guantes, gafas y mdscaras para
evitar la inhalacién de los humos. Siempre que se
utilice formol, es conveniente utilizar una campana
de extraccion. La disposicion final (desecho) de estas
soluciones es reglamentada estrictamente, asi que se
sugiere consultar las fichas internacionales de seguridad
quimica para cada una de ella (IPCS, 2010).

Mavo oe 2010, VoL. 5

Manejo de los especimenes prensados con
algun grado de infeccion

Para las macroalgas se pueden utilizar los mismos
procedimientos establecido para las plantas superiores,
especialmente cuando son atacadas por hongos u
otros organismos. Se sugiere utilizar dcido benzoico
al 1 % con un poco de alcohol y con un pincel frotar
suavemente sobre el material. En algunos casos se
recomienda agregar xylol o lysol con una brocha
sobre el ejemplar (Anénimo, 2008). Los jardines
boténicos realizan actividades de fumigacion sobre las
instalaciones del herbario, sin embargo estas pricticas
requieren de conocimiento sobre el material, debido
a su susceptibilidad y al grado de infestacién de las
muestras (Esquivel, 1997). Si se quiere mas informacién
sobre este apartado se sugiere visitar la pdgina web del
Museo Smithsoniano en Panama (STRI, 2010)

Etica

Es importante considerar que la biodiversidad es uno
de los bienes mds grandes de un pais. La proteccién y
la conservacion de la flora y la fauna es un deber de
todo ciudadano, asi que es necesario evitar un muestreo
destructivo. Se debe recolectar la minima cantidad de
muestra, tratando de dejar en el campo individuos de
cada especie y evitar remover todos los individuos
fértiles. Es necesario tener en cuenta las normativas
de cada pais en lo referente a los permisos de colecta,
movilizacién y acceso a recursos genéticos, entre
otros. En el caso colombiano se pueden consultar los
procedimientos a seguir en la pagina web de Ministerio
de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial (MAVDT,
2000).
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