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iN CULTURA A ALGELOR CIANOFITE
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In acest articol este abordati problema teoretic-aplicativa de selectare si obtinere in cultura a algelor cianofite. Astfel,
pentru a Intelege aceste metode se da definitia termenului de metoda pe baza studiului literaturii de specialitate si se propun
definitii originale ale termenilor de izolare si metode de cultivare a algelor. Totodata, este prezentata o noua clasificare a
metodelor utilizate pentru obtinerea in cultura a algelor. Sunt descrise si exemplificate unele metode aplicate actualmente
pentru obtinerea in culturd a algelor cianofite.
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CHARACTERISTIC METHODS USED FOR OBTAINING IN CULTURE OF CYANOPHITE ALGAE

The article addresses the theoretical-Practical problem selection and obtaining culture of cyanophytes algae. Thereby
for the understanding of these methods are defined term method the basis of on the literature study and proposes original
definitions the terms of isolation and methods of algae cultivation. Also, is presented a new classification the methods
used to obtain the algae culture. There are described and exemplified some currently applied methods for obtaining
culture of cyanophytes algae.
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Introducere

Algele cianofite au un rol considerabil in ecosistemele terestre si acvatice; acestea sunt cosmopolite, fiind
reprezentate de un numar relativ mare de specii (actualmente sunt descrise si pasaportizate cca 2000 de specii
de alge cianofite). Biomasa multor specii de alge cianofite are o valoare nutritiva inalta, terapeutica, fiindu-i
caracteristice proprietati specifice, cum ar fi cea de fixare biologica a azotului atmosferic in sol si apa, epurarea
apelor reziduale, depoluarea solurilor, acumularea substantelor biologic active in biomasa etc. [1].

Actualmente, biomasa algelor cianofite poate fi colectatd din habitatele naturale sau obtinuta in rezultatul
cultivarii In conditii deschise ori in laborator. Colectarea biomasei din habitatele naturale nu satisface cererile
de biomasa, fiind si destul de periculoasa, deoarece Impreuna cu algele pot fi colectate si alte organisme straine,
care de multe ori pot fi toxice [2].

Pentru siguranta in utilizarea biomasei algale, este necesar ca speciile de alge sa fie izolate in cultura.
Izolarea algelor este o etapa importantd in activitatea de cultivare si obtinere a culturilor unialgale. Izolarea
algelor poate fi definita ca separarea din populatiile algale a unei specii care urmeaza sd creeze si sa producad
o noud populatie (grupare noud de indivizi care vor apartine aceleiasi specii) ce va asigura stabilitatea speciei,
conservarea, obtinerea biomasei algale etc.

Totodata, izolarea unei specii algale este un proces indelungat si necesitd utilizarea metodelor specifice,
care permit obtinerea de culturi pure usor de identificat si aplicat n practica [3,4].

Caracteristica metodelor

Metodele contemporane de selectare a algelor cianofite in culturi algale permit inlaturarea eficientd a
organismelor straine, care in mod normal in natura practic nu se realizeaza.

Pentru a putea intelege, distinge si aplica metodele de selectare a algelor, este necesar sa definim termenul
»~metoda”. Astfel, conform definitiei prezente in Dictionarul explicativ al limbi romane, ,,metoda este un mod
de a actiona pentru a atinge un anumit scop, manierd, modalitate, procedeu, mijloc” [5].

O alta definitie importanta este cea propusd de V.Rojanschi si coautorii: ,, Mefoda este un procedeu teoretic
de realizare a unui obiectiv metodologic explicit, in anumite ipoteze specifice. Metoda se compune dintr-o
familie de tehnici, prin intermediul carora se aplicd in conformitate cu natura concretd a situatiei. Descrierea
metodei va contine toate elementele referitoare la semnificatiile tehnicilor ce o alcdatuiesc, ipotezele, modul
propriu de aplicare, scopul urmarit” [6].

21 © Universitatea de Stat din Moldova, 2016



STUDIA UNIVERSITATIS MOLDAVIAE, 2016, nr.6(96)

(0)
Seria “Sliinte reale si ale naturii” ISSN 1814-3237 [SSN online 1857-498X p.21-24

A.Capcelea si V.Capcelea definesc metoda ca o ,, totalitate de proceduri §i operatii de percepere practica
sau teoretica a realitatii”. Prin operatie se intelege actiunile simple, iar prin procedura — un sistem de operatii.
Deoarece procedurile si operatiile sunt determinate de cunostintele anterioare, notiunile de teorie si metoda
sunt strans legate intre ele si trec reciproc din una in alta: metoda poate fi conceputa ca o concretizare a teoriei,
iar teoria poate fi Inteleasd ca o metoda. Metoda se formeaza ca un rezultat al cunostintelor anterioare si, in
acelasi timp, poate fi considerata ca Inceputul unei cunoasteri [7].

In ce ne priveste, consideram ci metodele de selectare si obtinere in culturd a algelor prezintid un mod
stiintific, teoretic si practic de actiuni consecutive, bine determinate, care se aplica pentru izolarea algelor
in cultura.

Rezultate obtinute

Pentru o caracteristicd mai ampla a metodelor de selectare i obtinere in cultura a algelor cianofite, propunem
repartizarea acestora In doud grupe, si anume:

1) metode universale;

2) metode particulare.

Consideram metode universale acele metode care pot fi utilizate la obtinerea in culturd a tuturor algelor,
iar cele particulare sunt metodele care se aplica nemijlocit pentru selectarea in culturd a unei anumite specii
sau gen (specifice in functie de pozitia sistematica a speciei). In literatura de specialitate sunt mentionate
urmatoarele metode pentru izolarea algelor, care pot fi incluse in randul metodelor universale:

1. Metoda de centrifugare si spalare — se realizeaza prin centrifugarea probelor urmata de spalare, procedeu
ce se repetd pana la obtinerea culturilor algale. Cu ajutorul acestei metode se obtin, de reguld, macroculturi algale.

2. Exploatarea miscarilor fototaxice — cu ajutorul acestei metode algele flagelate se vor misca spre o directie
luminata si vor fi preluate cu pipeta.

3. Plicilor de agar — se prepara agarul de 1,5%, solutia se sterilizeaza prin autoclavare timp de 15 min la
presiunea de 150 bls si la temperatura de 120°C. Mediul lichid se introdue in vase Petri sterile, vasele se inchid
si se expun timp de 24 de ore pentru solidificare.

4. Micromanipularea — prevede izolarea celulelor algale dintr-o picaturd de apa care contine multe specii.
Celula de alga se stocheaza cu ajutorul unei micropipete si se expune intr-o picaturd de mediu steril, dupa care
se repartizeaza pe suprafata agarului. Acest proces se repetd pana ce celula se ,,spald” si se obtine o culturad
fara bacterii. Cu ct mai multe repetiri ale operatiunilor, cu atdt mai putine bacterii riman in cultura. Insa,
odatd cu majorarea numarului de spalari celulele risca sa se deterioreze. Apoi celulele se transferd in mediu
nutritiv diluat in vas cu mediu lichid sau in mediu solid. Cultura este plasata la iluminare scazuta si la nivelul
corespunzator de temperatura constantd. Dupa 3-4 saptamani de crestere algele se supun microscopierii. Cu
ajutorul acestei metode putem obtine o culturd coloniald unialgala.

5. Dilutia in serii — tuburile in care se produce dilutia trebuie etichetate in limitele 10™'-107'" . Astfel, 1 ml
de proba se adauga in vasul cu prima dilutie de 10™ si se agitd bine. Din tubul dat se exclude 1 ml si se adauga
in vasul cu dilutia de 107%; se agitd bine. Aceastd proceduri se repetd pana la varianta cu 10™'°. Tuburile sunt
incubate 1n conditii de temperatura si iluminare controlata. Dupa 2-4 saptimani din culturi se extrage o por-
tiune mica de aseptic din fiecare tub de dilutii. O singura specie se poate gési in tuburile cu dilutie mai mare,
de exemplu 10°-10™"°. Daca tuburile contin doua sau trei specii diferite, atunci pot fi izolate specii in mono-
cultura utilizand tehnica de manipulare [8,9].

In grupa metodelor universale se mai includ si alte metode care sunt compuse din combinatia unor elemente
ale metodelor sus-mentionate. Dintre acestea mentiondm: 1. Mefoda de selectare a culturilor algologice;
2. Metoda de inoculare a algelor in interiorul agarului; 3. Metoda de obtinere a monoculturilor din culturi
brute dense.

1. Metoda de selectare a culturilor algologice a fost elaboratd de B.M. Aunpeesa si JI.A. Ctpekosa, fiind
consideratd mai simpla pentru obtinerea monoculturilor, pentru selectarea celulelor si coloniilor algale de orice
dimensiune si accesibila. Potrivit acestei metode, in vasul Petri se introduce mediul nutritiv agarizat (1,6-1,8%
agar), la suprafata mediului solid se introduc 0,2-0,3 ml de apa distilata sterilizatd (in functie de marimea cestii
Petri) ce se distribuie cu ajutorul spatulei sterile. Trebuie ca in timp de 1,5-2 zile apa sd se imbibe Tn mediul
nutritiv. Dupa administrarea apei in vasele Petri se adauga o cantitate redusa de suspensie algala, ceasca se
inchide si se expune la lumina. Peste ceva timp (de reguld, 2-3 saptdmani) la suprafata agarului incep sa apara
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colonii de alge. Printre ele pot fi gasite (de reguld, la marginile vasului) colonii cu o singura specie. Daca vom
analiza in interval variat diferite colonii, care se deosebesc si dupa culoare, pe care le inoculam pe mediu
nutritiv proaspdt, atunci putem obtine monoculturi aproape la toate speciile de alge prezente in mediul agarizat.
Dup cum se cunoaste, in culturile acumulatoare cu varsta se produce imbatranirea si modificarea culturilor
algale. La aparitia noilor forme trebuie repetatd procedura de selectare a monoculturilor [10].

2. Metoda de inoculare a algelor in interiorul agarului — unele alge nu pot sa se dezvolte la suprafata
agarului, ci in interior. Pentru aceasta a fost elaborata, apoi modificata, metoda de selectare a algelor In mono-
cultura din interiorul agarului. Metoda consta in parcurgerea unor etape distinctive. Inoculul algelor colectate
din cAmp se agita cu agarul lichid (incalzit) si se toarna in vasul Petri. Agarul se raceste la o temperatura putin
mai inaltd decat cea din cultivator. Vasele cu inocul si mediu agarizat se incubeaza la temperatura stabilitd si
iluminare continua in cultivator. Dupa crestere algele pot fi selectate Tn monoculturd cu ajutorul micropipetei.
De reguld, se utilizeaza micropipeta Pasteur sau capilarul de sticla. Pipeta Pasteur se sterilizeaza la foc (lampa
de spirt) fiind tinuta cu ajutorul pensetei. Pipeta trebuie usor sucita deasupra flacarii pentru a o putea intinde
si rupe varful, obtinand parca o atd subtire. Varful tubului obtinut permite captarea algelor din interiorul
agarului. Aceastd metoda se aplica atat pentru selectarea algelor in monocultura, cat si pentru mentinerea
indelungata a culturii in laborator [11].

3. Metoda de obtinere a monoculturilor din culturi brute dense — aceasta metoda are ca scop obtinerea
monoculturilor algale la utilizarea atat a mediilor solide, cat si a celor lichide. Ea poate fi utilizata, in special,
pentru obtinerea culturilor algologice pure de alge edafice sau aerofile. Probele de alge colectate din natura
(in cazul cand algele formeaza cruste ,,inflorirea solului”) se expun in apa distilata sterilizata. O portiune mica se
microscopiaza si se determind, in functie de parametrii morfologici, care alge predomina. Dupa care selectam
specia ce ne intereseaza. Probele se spala bine (de 45 ori cu apa distilatd) pentru inlaturarea primara a parti-
culelor solide si a altor alge, dar si a bacteriilor alipite crustei. Apoi algele sunt expuse din nou in apa distilata,
fiind supuse procedurii de centrifugare pentru separarea secundara de unele bacterii si nevertebrate. Dupa
centrifugare probele se utilizeaza pentru inoculare. Inocularea in vasul Petri pe mediu agarizat sterilizat (cu
concentratia de 1,5%) se va efectua astfel: 1. Coloniile in forma de crusta se vor dispersa cu ajutorul pensetei
sterile in bucéti mai mici (cu lungimea de 0,1-0,25 cm si latimea de 0,05-0,07 cm) si mai mari (cu lungimea
de 0,05-0,07 cm si latimea de 0,02-0,03 cm). 2. Bucdtile mai mari se aranjeaza in forma de cerc la suprafata
mediului agarizat la distanta de 1 cm de marginea cescutei (distanta dintre bucatile mari de alge fiind de 2 ori
mai mare decat lungimea lor) formand prima circumferintd, iar bucatile mici se aranjeaza la fel in forma de
cerc la suprafata mediului agarizat (distanta dintre bucdtile mici fiind de doua ori mai mare decat lungimea lor)
forméand a doua circumferinta. 3. In mijlocul celei de a doua circumferinte se expune o portiune mici de crusta.
Probele inoculate se expun in cultivator la iluminare continua §i la temperatura necesara.

Inocularea probelor pe mediu lichid sterilizat se efectueaza in baloane Erlenmayer cu volum de 100 ml,
volumul mediului lichid fiind de 50 ml. Se administreaza 40 mg de inocul pregitit, probele se agita putin si
se expun la iluminare continua si la temperatura necesard. Dupa ce se obtine o crestere masiva a biomasei,
probele se microscopiaza, se selecteaza specia predominanta si se expune din nou pe mediu nutritiv. Etapele
se repeta pana la obtinerea unei culturi monoalgale. Aplicarea metodei permite obtinerea monoculturilor algale
intr-un interval de timp mai scurt decat prin aplicarea celorlalte metode [12].

Din grupa metodelor particulare face parte metoda descrisda de P.Rout Nutan, S.Khandual, A.Gutierrez-Mora
si coautorii [13]. Aceastd metoda se utilizeaza pentru obtinerea in cultura a speciilor din genul Spirulina. Metoda
prevede parcurgerea a cinci etape, dupa cum urmeaza: 1. Centrifugarea — la viteza de rotatie de 800-2000 rpm
in mai multe repetari pentru inlaturarea particulelor solide si a substantelor contaminate; 2. Tratarea chimica —
pentru eliminarea algelor eucariote si a culturilor mixte de alge, realizatd prin adaugarea Cycloheximidei in
concentratii variate (25-100 mg/1) timp de o sd@ptadmana. 3. Dilutia in serii — efectuandu-se dilutia de zece ori
in zece serii; 4. Micromanipularea — filamentele algale se selecteaza cu ajutorul unei micropipete de sticla,
probele selectate fiind examinate la microscop pentru a asigura inlaturarea celorlalte organisme; 5. Inocularea
pe mediu solid — s-a realizat inocularea algelor, cu ajutorul unei anse, pe mediul nutritiv solid (cu agar de 1,5%)
si expunerea In conditii normale de laborator timp de 3-4 saptamani. Cu ajutorul acestei tehnici au fost izolate
speciile Spirulina subsalsa si Spirulina major.
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Concluzii

Prezenta cercetare vine s completeze domeniul teoretico-aplicativ ce abordeaza problema privind cultivarea
algelor cianofite. In rezultatul cercetdrilor realizate se propune o noua definitie a metodelor de selectare a algelor,
precum si o clasificare originald. Astfel, metodele de selectare si obtinere in cultura a algelor se clasifica in
metode universale si metode particulare. Din grupa metodelor universale sunt descrise metodele: centrifugarea
si spalarea, exploatarea miscarilor fototaxice, placilor de agar, micromanipularea, dilutia in serii, selectarea
culturilor algologice, inocularea algelor in interiorul agarului, obtinerea monoculturilor din culturi brute
dense. Din metodele particulare este mentionata metoda combinata utilizatd pentru izolarea speciilor de alge
cianofite din genul Spirulina.
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