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INTRODUCCION

Aunquc mucha informacion acerca de la rutina de muestreo en el mar puede ser
oblenida en capftulos de diferentes texlOS, entre Olros Introduccion a1 ritoplanclOn
marino (Balech, 1977), PhylOplankton Manual (Samnia, 1978) y Atlas de
Zooplancton (Boltovskoy, 1981), consideramos necesario incluir en este Manual
los fundamenlOs de las tecnicas basicas para el estudio del fitoplancton.

En este capftulo trataremos los aspeclOs relacionados con la recoleccion, pre­
servacion y analisis de muestras, dirigidos fundamental mente al grupo de las dia­
tomeas fitoplanctonicas. El objetivo es presentar una descripcion de los equipos y
melOdos de uso general en el estudio del fitoplancton, tomando en cuenta princi­
pal mente aquellos mas simples, de manejo sencillo y menor COSlO que, correcta­
mente aplicados. aseguren lIna eficiente obtencion de muestras, materiales prepa­
rados y datos.

En un anexo preselllamos un listado de las Colecciones de Diatomeas de
America Latina. con informacion acerca de las lnstituciones en que se encuentran
depositadas. curadores y caracterfsticas de cada una de elIas.

RECOLECCION DE LA l\1UESTRA

Pueden ser utilizados diferelllcs metodos para la tQma de una muestra, su eleccion
depended del proposilO de la investigacion, de las caracterfsticas biol6gicas y
geograficas del Iugar, etc.

Un muestreo cualilativo y/o cuantitativo del fitoplancton, se realiza funda­
mental mente medial1lc red 0 el uso combinado de red-red 0 red-bolella.

Otm forma de recoleccion se lieva a cabo con bombas que succionan agua
desde una determinada profundidad (ejemplo 9 m). EI agua eXlrafda sc filtra a
traves de una red. obteniendose de ese modo muestras continuas de fitoplancton.

Una vez tomada la muestra esta debe ser rotl/lada con una etiqueta de papel
vegetal escrita con lapiz blando 0 tima china, que se introduce en el frasco y otra
que se pega a1 mismo sobre el cuerpo, no en la tapa. En dichas etiquetas debe
figural' la sigla con que se identifica la campana, n° de estacion (de las que se
tendra lalitud, longillld y ubicacion en un mapa del area), fecha, nO de botella,
profundidad a la que se tomo la mueslra y tipo de muestra (de red 0 de bOlella).
Paralelamente, en una planilla de datos disenada al efeclO, dcbcn asentarse los
transcriptos a la eliqueta y Olros como: col ector, condiciones almosfericas al mo­
menlO de la recoleccion, estado del mar, tipo de red 0 bOlella, hora en que se
coleclo, volu111en de 111uestra extrafda, tipo de preservante empleado, etc. En esla
planilla cs conveniente dejar colu111nas reservadas para asentar datos qufmicos y
ffsicos que se tomen paralelamente, ademas de un espacio para observaciones.

"
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Redes

Las redes han sido ampliamente utilizadas para la colecta de fitoplancton. la ven­
taja de su uso consiste en que filtran grandes volumenes de agua concentrando los
organismos. No obstante, dado que el proceso de filtracion es selectivo por tama­
i10 y forma. la muestra obtenida con red presenta una proporcionalidad dislorsionada
de los componentes del plancton.

Dcsdc 1828. en que J. V. Thompson introduce cl uso de red para muestreo de
larvas de copepodos, a la acrualidad, mas de un centenar de disenos han side
propuestos. Algunos de ell os son muy sofisticados, como pOI' ejemplo el de las
redes con mecanismo de cierre y apcrtura para colcctas verticales estratificadas.
Aquf solo clescribiremos una recl estanclar que puede util izarse para toma de mues·
tras en superficie y verticales. satisfactorias para investigaciones cualilativas.

Los componentes de una red son: boca, cuerpo 0 cono filtrante y recipiente
colector 0 copo (Fig. I). La boca. parte anterior de la red, consiste de un simple
anillo 0 banda que puede ser de plaSlico 0 metalico. En este ultimo caso son gene­
ralmente de accro inoxidable en las redes grandes, y cle bronce 0 aluminio en las
mas pcquenas.

Independientemente del tamano de la red, al anillo que la mantiene abiena se
sujetan tres bridas (de canamo, nailon 0 acero) , cada una anudada a una argolla
que esta fija al mismo y ubicada en forma equidistante de las otras. Los extremos
libres de las bridas se reunen en otra argolla 0 grillete giratorio que esta fijo al
cable 0 cabo de remolque.

El cuerpo 0 cono filtrante de la red, que es 1a parte mas delicada e imponante
de la misma. est;) formado por la tela 0 mall a filtrante propiamente dicha y unido
a la boca par su parte mas ancha y al colector porIa mas angosta. Este cono puede
tener diferente 10ngilUd, constar de una sola pieza en las redes de menor tamano,
o estar compuesto de varias bandas 0 gajos en las mayores.

EI recipiente colector 0 capo, sujeto al extremo posterior del cono filtrante, es
ellugar donde se deposita el material filtrado. EI capo es general mente cilfndrico
y puede ser cerrado 0 presentar aberturas 0 venlanas laterales cubiertas con mall a
metalica 0 de tela. intercambiables 0 no (Fig. Id).

En las redes manuales el colector puecle scI' un simple frasco de vidrio 0 acrflico,
mientras que en las grandes es generalmente metalico y esta especial mente dise­
nado con diferentes variantes. EI copo puede estar fijo al cono filtrante 0 scr des­
montable, en este ultimo caso se sujeta con abrazaderas 0 cabos antideslizables.

Durante la toma de las muestras, a fin de mantener tense el cable que
soporta el 0 los muestreadores, se sujcta a este un peso 0 muerto de aproxima­
damente 50 kg.

La colmataci6n de la red, es mayor cuanto mayor es el diametro de la boca,
menor la superficie de filtraci6n, 0 menor la abertura del poro de la malIn filtrante.

A fin de aumentar la eficiencia del filtrado, en 10 que respecta al diametro de
la boca, es frecuente la utilizacion de un tipo de red que varfa ligeramente de la
descripta. La modificacion consisLe en adosar sobre el anillo un cono truncado,
confonnanclose asf una estructura biconica que disminuye el efecto de colmatacion.
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~ Tela de refuerzo

e

Fig. I: Red eSlandar: a- boca: b~ eono Iruneado; e- eono filtranle; d- copo; e- cinta 0 banda de lana;

f- cabo de seguridad.

Recomendaciones para la confeccion de una red

EI modelo de red y la apertura de malla a utilizardependeran principal mente de la
fracci6n de plancton que nos proponemos estudiar, del tipo de muestreo disefiado
(horizontal y/o vertical) y del modo de arrastre (manual a can guinche oceanogra~

fico).
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En la confeccion de una red debe considerarse que:
- Los materiales a emplear debenin ser preferentemente sinte~ticos par su ma­

yor resislencia a los agentes extemos deteriorantes y por su menor toxici­
dad. Se recomiendan nailon (tipo ytal7 P) y perlon (Monodur) (Boilovskoy,
1981:79).

- La medida y uniformidad deltamaiio del poro de la malla filtrante, deben ser
confirmados bajo microscopio can reglilla micrometrica. Para ella se recor­
ta un trozo de la tela. se 10 ubica en un portaobjetos, se 10 cubre con medio
de montaje 0 agua y sc coloea el cubreobjetos.

- £1 cono filtrante de redes mayores de 50 em de longitud debe estar fonnado
par varias bandas 0 gajos longitudinales (4 bandas hasta I m2 de boca y 8
bandas para las mayores de 1m2

). Todos los gajos deben ser conados can la
misma orientaeion y medida.

- Ellargo del cono filtrante no debe ser mayor de 4-5 veees el diametro de la
boca (Balech. 1977).

- lose recomiendan canas filtrantes can mallas de diferentes tamaiios de pa­
ra (deereeientes hacia el capo).

- Las zonas de union a que soponan mayor presion deben reforzarse can:
-tela resistente. general mente lona a liencillo, en ellugar de union de la boca
y capo al cono [jilrante.

-cintas a bandas de lana. que deben ser mas cortas que la longitud del lado
del gajo. en la union de los gajos.

- Las costuras deben ser heehas con hila resistente (preferentemente nailon) y
en zig-zag, cuidando que la tension de la pUlltada sea la adecuada.

- Cuando se uliliza material de acero en la construccion de las bridas, de­
ben protegerse los extremos de elias a partes finales libres del cable con
cinta adhesiva, a fin de evitar eventuales cnganches.

Precauciones para operar la red

- Fijar el capo a un cabo de seguridad. cl eual debe ser enganchado al grillete
del cabo de remolque. Asi se evitara la pcrdida del mismo en caso de ruptura
del cono [jilrante.

- Controlar que la velocidad de izado de la red sea continua (sin tirones) y
baja. Ella dependera principal mente del diseiio de la red, del estado del mar
y de la concentracion y tipo de planelOn. Con mar normal se reeomienda no
exceder los 2 nudos par hora de vcloeidad si la malla es mayor de 20 IlIl1 Y
reducirla a 0,5 nudos si el para es menor de 20 ~m (Tangen. 1978).

- No arriesgar la red cuanda el mar estc ll1uy movido.
- Lavar la red 203 veees can el copo abieno en la estacion de mueSlreo, antes

de tomar la mueSlra correspondiente.
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Recomendaciones para el lavado de la red

Una vez obtenida la mueSlra, la red debe ser lavada tan rapidamenle como sea
posible. a fin de eliminar de la malla las sales que contiene el agua de mar y los
microorganismos que obI man los poros. La intensidad del lavado y los qufmicos
que se emplean para lIevarlo a cabo. dependeran de la camidad y tipo de plancron
filtrado y del material en que esta construida la red.

Los pasos a seguir son:
- Enjuagar can abundante agua dulce, en 10 posible tibia, con 0 sin delergente,

todas las partes de la red incluido el copo. Si eSle tuviera venlanas cubiertas
con malla melalica 0 de tela. lavarlas suavemente can un cepillo de cerda.

- Si la red se recoge sucia (mucus. petr6leo. elc.), lavarla can soluciones alcalinas
muy diluida. si es de Ilailoll (porejemplo. hidr6xido de sodio al 15 %). 0 COil

soluciones alcalinas 0 acidas ll1uy diluidas. si es de poliesler.
- En caso de ~er necc!<.ario aplicar el paso amcrior. volver a enjuagarcon abun­

dante agua dulce.
- Seear la red al aire en lugar ventilado. no expuesto al sol y guardarla en un

lugar fresco debidamente protegida.

Botellas

Las botellas son emplcadas para oblener muestras de un volull1en detcrll1inado a
una profundidad eSlablecida. La ventaja de su usa consiste en quc estas ll1uestras
son cuali-cuantilativamcnte rcpresentativas del Silio en que se recolectan. Su prin­
cipal limitacion. para cncarar eswdios florfsticos, eSlriba en la escascz del mate­
rial que se obtiene en cada lance. a 10 que se agrega el inconvenientc de lener que
concentrarlo (centrifugacion. decantacion. elc,).

Entre los numero!<.os modelos descriptos. son las botellas I ansen, Niskin y Van
Dom las mas frecuentemente utilizadas. Aquf darcmos sus caractelisticas generales.
reillitiendo a la bibliograffa para consulla sabre delalles de las mismas (Venrick. 1978).

EI cilindro de plastico 0 metal que conforma In borella. posee en cada extremo
una valvula 0 "sopapa" (goma-PVC) generalmente de su mismo diametro. que
nccionada por un sistema mccanico (mensajero) 0 electronico, actua a modo dc
cierrc y apertura. En In base del cilindro se ubica el grifo de desagote, que es el
sitio por el que se extrae la muestra.

La capacidad de estc cilindro es variable, desde menos de I litro hasta los 100
litros 0 mas. utilizandose nonnalmente botellas no mayores de 30 Iitros. para
muestreos de fitoplancton.

Segun el area, y el tipo de investigacion planteado, las botcllas puedcn ser
ulilizadas manllalmcllte desde un bote 0 desde la costa, 0 ser arriadas con guinche
desde un barco.

En una campana oceanografica cllalldo uno de los objetivos perseguidos con­
!<.i!<.le en intcrpretar In distribucion del planclon en un perfil vertical de la columna
de agua. las botellas pueden ser lanzadas de una par vez a las diferentes profundi­
dades o. mas comunmcnre. ser ubicadas a 10 largo de un cable oceanografico
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("casting") a sabre una base circular metalica (rosela). En este uhimo caso por
debajo de las botellas estaadosado un sislema de toma aUlomatico de datos que
emplea regislradores eleclr6nicos de salinidad. lemperatura y prorundidad (STD)
(Fig. 2).

AlHe la carencia de esta infraestruclura se acopla a cada bOlella un termome­
Ira reversible de modo de oblener la temperatura a la profundidad respecliva y se
extrae en cada nivel lIna mueSLra a fin de medir la salinidad.

La eleccion de las profundidades a que se realizara el muestreo debe scI' he­
cha considcrando la profundidad de la zona eufotica en el area de cstudio y las
hip6tcsis sabre las cuales se trabaja. En aguas antanicas (0ligotr6ficas y l1luy trans­
parcntcs de la zona del Estrecho de Gerlache) para la realizaci6n de un estudio
sabre distribuci6n venical del fitoplancton, se fijaran los siguientes niveles de
Illuestreo: superricie (aproximadamenle 2 01). 5. 10, 15.25. 50. 75. 100. ISO 01 Y
eventuall1lenle 200 m.

EI volumen de mueslra a extraer dependera de la densidad del plancton en el
area de muestreo. En ambienles marinos 0ligoLr6ficos un volumen de 500 ml nos
ha resuhado suficiente para realizar conteo de celulas y concentrar material a fin
de llevar a cabo un analisis cualitalivo.

Recomendaciones y precauciones

- Para el izado de una botella, un "casting" a la rosela, debcn observarse las
mismas nonnas que para el izado de redes, es dccir, velocidad baja y cons­
tante.

- La mueslra debe ser tomada tan n'ipidamente como sea posible, a fin de evi­
tar que comience la sedimentacion de los fitoplancteres, que es fueme de
error.

- Si se ulilizan botellas de pequeno volumen, hasta 10 hlros. antes de exLracr
la muestra es recomendable homogcneizar el contenido can movimienlos
suaves. Esto evirara que se sobreestime el numero de celulas pOl' litm, par­
licularmente el de los plancteres mas pesados que sedimentan mas rapida­
mente.

- En caso de que la rutina de trabajo obligue a alguna demora en la toma de las
muestras. y las botellas no puedan ser manipuladas. es importante utilizar
las que tienen grifos cercanos a la base del cilindro.

- Cuando la muestra se extrae con el objelo de lIevar a cabo estudios de pro­
ductividad primaria, 0 de contaminaci6n por mctales. no deben utilizarsc
botellas que lengan partes O1elalicas.

PRESERVACION DE LA MUESTRA

La~ ll1uestras de fitoplancton puedcn presemar una gran varicdad en 10 que con­
cierne a los plancleres que las componen. de mallera que la eleccion del lIquido
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Fig. 2: a- maniobra de amado de la roseta: b- lorna de mueslras a bordo del buque.
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fijador-preservador debe hacerse tenicndo en cuenta principal mente al grupo
taxon6mico que sera objeto de eSlUdio. en nuestro caso las diatomeas. Puede su­
ceder. no obstante. que en el marco de los objetivos propueslOs, resulte de interes
conservar. del mcjor modo posible. a todos los integrantes de la mucstra. En este
ca~o. para la eleccion del preservante. se dcbera considerar la conjugacion de
requerimiento~ de los organismos prc~entes para una eficientc fijaci6n. De lOdos
los agentes fijadores-preservadorcs conocidos. los que se emplean mas amplia­
mente para mUCSlras de fitoplancton. son el formaldehido y la soluci6n de Lugol.

EI formaldehido se utiliza en soluci6n acuosa a14%, esta soluci6n se denomi­
na frecucntemcnte "formol" 0 "formalina" al 10%,10 que ha lIevado a confusio­
nes en 10 referente a la concentraci6n real. como 10 senala Steedman (1981). Para
preparar esta soluci6n se emplean 10 ml de formaldehfdo comercial (40%) por
cada 90 ml de muestra a fijar 0 de agua filtrada. La soluci6n. aproximadamente
neutra en un principia. si se prepara con agua de mar. tiene una tendencia a ir
acidificandose con elliempo (Throndsen, 1978). ESIO no consliluye un problema
si el material cuya preservaci6n se privilegia son las diatomeas, ya que un pH pOl'
encima de 7 propende a la disoluci6n de las estruClUras siliceas (Hasle, 1978).

Una mezcla de formaldehido comercial y acido acetico al 100% en pro­
porci6n I: I. puede ser utilizada con muy buenos resultados en la preservaci6n
de las diatomeas. empleando 20 ml de esta pOl' cada 80 ml de muestra de red a
fijar. Este agente preservante es. en cambia. muy lesivo para los cocolitoforidos.
porque el medio acido produce una disoluci6n drastica de la cubierta celular
calcarea.

La utilizaci6n de formaldehido en soluci6n acuosa al 4% pennite prescrvar
c1iatomeas. cocolilOf6ridos y dinoflagelados tecados en buenas condiciones para
su idelllificaci6n. produciendo cierta di~torsi6n de la forma y pcrdida de los flagelos
a 10"1 flagelados desnudos. Throndsen (1978) senala que una concentraci6n al
OA q- C~ adecuada para fijar una mueSlra lOmada con bOlella. mientras que para
muestras de red. es neeesario una concentraci6n Illuy superior (6.6 %).

Este preservante. adcmas de ser econ6mico, liene la ventaja de conscrvar las
l11ueSlras pOI' anos en buen eSLado, sin que se requiera claries atenci6n ulterior ala
fijaci6n. si son correctamente almacenadas.

El Lugol-acetico es utilizado con buenos resultados en la fijaci6n de dimo-
meas y Oagelados.

La soluci6n se prepara del siguiente modo:
-disolver 100 g de KI en 1.000 1111 de agua destilada.
-disolver 50 g de F criswlino en 100 Illi de acido acetico glacial.
-incorporar la segunda soluci6n a la primera.
-dejar que decante y transvasar el sobrenadantc eliminando el precipitado.
Recomendamos eluso de estc preservante, en concentraciones de 0,2 a 0,4 ml

por cada 100 ml de muestra. para muestras de agua tomadas con botella a fin de
reaJiLar analisis cuantiLativos. En este caso la vcntaja del Lugol-acetico frente al
formaldehido consiste en que favorece el asentamicnto de las cclulas en el fondo
de la cubeta de sedimentaci6n. las tine, impidiendo que las l11uy pequeiias pasen
desapercibidas. y preserva mejor las colonias.

ESle fijador presenta la desventaja de requerir control peri6dico del color de
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las muestras almacenadas. a fin de reponer el Lugol faltame por oxidacion del
lodo.

Recomendaciones y precauciones

A nue~tro criterio las Illuestras tOllladas con el proposito de eswdiar la flora
diatomologica descle el punto de vista cualitativo pueclcn ser eficientclllente fija­
das con solucion de for111aldehfdo, provengan elias de botelias 0 de arrastre de
rcd.

Consideramos en cambio que las muestras (ollladas can el objetivo de realizar
anali~is cuantitativos del fitoplancton deben scI' fijadas con Lugol-acetico, sielll­
pre y cuando no sean los cocolitoforidos componentes del plancton.

Un mecanisme practico, desde el punto de vista operativo, para fijar muestras
en serie, consiSle en disponer ellfquido fijador en una botella a la que sc adosa un
do.,ificador. Estc puede ser regulado de modo tal que libere cada vez la cantidad
de preservante eswblecida como necesaria. de acuerdo a1 volumen de muestra que
~e e~ta manipulando. EI sistema debe estar firmcmente sujeto, si se trabaja embar­
cado, para evitar roturas que conlleven gastos en terminos de dinero y esfuerzo. y
eventuales perjuicios de salud por inhalacion de emanaciones toxicas de los
fijadores.

La~ muestras deben ser almacenadas en lugares oscuros y frescos, sin grandes
OuclUaciones tf~rmicas, panicularmente cuando han sido fijadas con Lugol-aceti­
co. Las tapas de 1m, cnvases pueden scI' aseguradas suplementariamente con
parafilm a fin de eliminar el riesgo de evaporaci6n 0 la perdida de lfquido.

METODOS DE TRATA~IIENTOY MONTAJE DE OIATOMEAS

L'ls diatomeas constituyen uno de los taxones dominantes del plancton marino.
Entre los primeros tratados generales acerca del grupo podemos mencionar los de
Van Heurck. 1885; PeragalJo & PeragalJo. 1897-1908 y Schmidt et al.. 1874­
1959. Una herramienta pnktica para el estudio taxonomico de las dimomeas es el
catalogo de generas y cspecies de Van Landingham (1967-1979). quc incluye la
sinonimia de cada tax6n y en el que se hace refercncia a gran cantidad de material
bibliogrMico. EI trabajo de revision mas reciente, Round el al. (1990), esta dirigi­
do al analisis morfologico y biologico de los generos de diatomeas y contiene una
nueva propuesta clasificatoria.

Tratamiento

Ln morfologfa del frustulo de las diatomeas ha sido yes, cje fundamental de
los esqucmas clasificatorios propuestos para cl grupo. En funci6n de ello, se
ha desarrollado una amplia bmcrfa de metodos para lIevar a cabo la oxidacion
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de la materia organica. a fin de lograr una mejor visualizacion de las estructu­
ras y ornamentaciones de la cubierta celular silfcea. No obstante. teniendo en
cuenta que tambh~n es de interes comar can datos sabre la morfologia de los
plastidos y su dbposicion en la celula, tipo de colonias, etc .. las Illuestras
deben ser observadas en vivo. Una pane de las llliSn1aS debe ser fijada y rotu·
lada como material sin tratar y la otra sometida a tratamientos destructivos del
protoplaSIO y rotulada COIllO material tratado, seiialando can un codigo el me­
todo empleado.

La remocion de 1£1 parte organica de la celula puede ser hecha por varios me­
todos y la eleccion de uno 1I otro dependera del grado de silicificacion de los
arganismos presemes en la Illucstra y de la necesidad que tengamos de contar can
frustulos complelOs.

Para obtener frustulos completos. la muestra sin preservante, puede scr trata­
da en primer termino con acetona y agua en proporcion 3: I. Mediante esle proce­
dimiento se remueven pigmentos y lipidos. Posteriormente la muestra debe ser
lu\ada con agua de~tilada )" tratada con soluci6n de pancreatina al 2,5-5 o/C. a pH
7.6. durante 3 dias. a ..woe, con 10 que se logra la digestion del protoplasto. Varias
tecnicas han side enunciadas sobre la base de estos principios. tal como 10 seiialan
Round el of. (1990).

Otro tipo de lratamiento que permitc obtcner fnlstulos enteros. ha sido
descripto por Hasle et 01. (1983) Yconsistc basicamente en adicionar acetona
al material. lavarlo. agregarle agua oxigenada y exponerlo a radiacion
ultravioleta durante un periodo de tiempo, que se establecera en cada caso.
Olros metodos que se utilizan rutinariamenle prodllcen disociacion mas 0 menos
com pIela del fn.'istulo en sus piezas constitllyentes, 10 cual puede ser de interes
cuando se desea observar la morfologfa intcrna de la valva, detalles de las
bandas. etc. Mencionarcmos aqui algunos de los que han sido descriplOs y
enunciaremos en linea., generales el de Simonsen (1974). ampliamcnte utili­
lado en el lnltamiento de ll1uestras y el de Hasle & Fryxell (1970) que nos ha
permitido obtener los mejores resultados.

Los metodos drasticos. que usan acido., fuertes. general mente producen
perdida de los materiales debilmente silicificados.

na tecnica comun con~iste en hervir la muestra pOl' unos pocos minutos
bajo campana. en una mezcla I: I: I de material. de acido sulfllrico y de aciclo
nftrieo. Baleeh & Ferrando (1964) deseriben un prolOeolo detail ado de 10 que
ello~ denominan procedimiento rapido 0 crucnto. en cl que se utilizan estos
acidos. Otra variame de esta tecnica con~iste en lratar la mue~tra con acido
nftrico y sulflirico en proporcion I: 1:4. sin cal en tar (Hasle & Syvertsen. 1980).

Entre las tecnicas considerablemente menos agresivas poclcmos mencionar la
de~cripta par Balech & Ferrando (1964) bajo la denominaci6n de procedimienlO
lemo 0 debil. Para Ilevarla a cabo se cmplca pcrmangallalO de potasio en medio
acido y agua oxigenada. Si bien este metodo permite obtener resultados satisfac­
(Oriol) en el caso de materiales delicados. suele dejar remanentcs de protoplasto y
ademas requiere de mucho tiempo (no menos de 24 h).
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Metodo de Simonsen (1974)

Protocolo
- Enjuagar la muestra 2 6 3 veces. a fin de remover el prescrvante del siguien­

te modo: agregar agua destilada. centrifugal' y desechar el sobrenadante.
- Adicionar permanganaw dc potasio smurado en proporci6n I: I. agitar y de­

jar durante 24 h.
- Adicionar. a la soluci6n del paso antcrior. <icido clorhidrico concentrado en

proporci6n I: I. Mezclar. La soluci6n toma color pardo.
- Calentar la soluci6n suavementc hasta que devenga incolora 0 ligeramcnte

amarillenta.
- Enjuagar con agua destilada hasta dejar la mueSlra Iibre de acido. es decir.

hasta que alcance un pH cercano a 7.

Metodo de Hasle & Fr)'xell (1970)

Este metodo es el que nos ha resuhado mas eficienle con materiales debiles y
fuertcmente silicificados.

Protocolo
- Colocar una alicuota de muestra Librc de preservante en un tubo de cel1lrifuga.
- Adicionar el mismo volumen de acido sulfUrico y agitar. Debe tomarse la

precauci6n dc lrabajar bajo campana 0 par 10 menos en sitio con buena ven­
tilaci6n.

- Agregar soluci6n saturada de permanganato de potasio, recicn preparada.en
pequenas fracciones. agitando lucgo de cada adici6n hasta que la mlleSlra
tome color purpura. En este paso se observa burbujeo.

- Adicionar soluci6n salUrada de acido oxalico. recien preparada, en pequc­
nas fracciones, agilando suavemel1le luego de cada adici6n. hasla que la
muestra se decolore.

- Centrifugal' y descanar el sobrenadante En este punto debe procederse cui­
dadosamente a fin de no percleI' parte de material.

- Adicionar aglla destilada, centrifugal' y descanar el sobrenadante. Esta ope­
raeion de lavado se repitc hasla que la muestra alcanza un pH 6.

Recol11endaciones y precauciones

La muestra a tratar debe ser lavacla can aglla dcstilada, para eliminar el preservante,
prcviamentc a la aplicaci6n de cualqllicra de las tecnicas.

Consideramos altamente recomendable comellzar los tratamicmos en tubos
de ccntrifuga. La venlaja de trabajar directamcnte en los tubos es que evitaremos
transvasar l1lueSlra can reaclivos para rcalizar las centrifugacioncs, ahornindonos
riesgos de perdida de material y cvemuales accidentes.

EI agregado de los reactivos debe hacerse con pipelas largas, en pequefias
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cantidades y por las paredes del tubo. de modo de prevenir salpicaduras. EI
tubo debe sostenerse mediante broche de pata larga, con la boca ubicada en
sentido opuesto al operador. En el casu de reacciones exolermicas es reco­
mendable mantener los tubos en grillas y siempre que se Iiberen vapores, es
necesario trabajar bajo campana 0, en casu de no conlar con ella. en lugares
con muy buena ventilacion.

La operacion de pipeteo de los reactivos no debe lIevarse a cabo con la boca
sino mediante pipetas provistas con peras de goma, sc evitaran asf la inhalacion de
vapores y eventual ingeslion de reactivos.

£1 proceso de centrifugacion de la muestra debe realizarse entre 1.500 y 2.000
rpm durante 5 0 10 minutos. ya que mayores velocidades podrfan destruir setas,
elcvaciones u otras estructuras delicadas. En casu de material con frustulos muy
livianos, es necesario aumentar el tiempo de centrifugacion a 30 minutos 0 mas.

Una vez realizada la primcra centrifugacion es imprescindible constatar si se
ha producido dana del material y si este ha sedimentado adecuadamente. Para ello
es necesario montar una gOla del material sedimcntado y una gota del sobrenadante,
entre porta y cubre. Ambos preparados deben ser observados al microscopio, 10­
mando la precaucion de evitar cl contacto del Ifquido acido con eSlativo y objeti­
vos. Si aparecen organismos en el sobrenadante sera necesario centrifugal' por
mas tiempo y si el tipo de material 10 permite, a mayor velocidad.

EI lavado de la muestra debe hacerse con agua destilada, recientemente pre­
parada, atendiendo las recomendaciones expuestas para el procedimiento de
centrifugacion. A fin de asegurar un lavado efectivo del material compactado ell
el fonda del tubo, este debe ser agitado delicadamente al adicionar el agua, hasta
lograr la resuspension del sedimento. Luego de repetir la operacion varias veces,
generalmente se logra una mueSlra librc de acido. cuyo pH debe oscilar entre 6 y
7. A fin de verificarlo se utilizall cintas 0 Ifquido indicador (Merck, pH 4-10),
siendo este ultimo el mas recomendable.

Montaje para estudios con microscopio optico

Una vcz que se vcrifica que el material ha quedado debidamcnlc limpio, y antes
de adicionar formaldehfdo a la muestra, se puede procedcr a montarlo en prepara­
dos permanentes. EI primer punta a considerar. en ese caso, es la eleccion del
medio de montaje. la cual debeni hacerse en funcion de la calidad y ventajas que
eslOs ofrecen y de la faclibilidad economica de adquirirlos.

Un medio de ahfsima calidad y facil manejo. muy recomendable a nuestro
criterio, es el Hyrax, perc en este momenio el produclo ha dejado de rabricarse. EI
Naphrax. que es lambien una resina sintclica con alto fndice de refraccion, es
utilizado par muchos diatomologos can excelentes resultados.

Una resina natural, que es empleada can pobrcs rcsultados, es el Balsamo de
Canada de uso corriellte. Su desventaja consiste en quc tiene un fndice de refrac­
cion analogo al de los frustulos. La razon por la que algunos 10 eligen es pOI' su
bajo costa y su facilida1..de obtencion en droguerfas. En nuestra opinion si se
quiere hacer un trabajo taxonomico cuidadoso, no debe utilizarse cste mcdio y



14 1'111.11.\1110. s \11.. S...l.A: ESludio del fitoplancton. Enfasis en diatomea,

debe c~cogerse entre los mencionados anleriormel1le u olros disponibles en el
mercado. acerca de los cuales se pueden hallar comentarios en Reid (1978).

EI melodo mas recomendable de montaje de diatomeas en preparados penlla­
nentes cs el descriplo por Hasle & Fryxell (1970). a panir del cual planleamos la
siguieme rutin3 de procedimiemo:

- Colocar cubreobjetos limpios en una plaea de eobre. Esta actua como difusor
del calor que recibe de un meehero de Bunsen. De no eontarse con dicha pla­
ca. puede ulilizarse una tela de amianto.

- Coloear en eada cubreobjctos entre I y 4 gotas de mucslra tratada. depen­
diendo el numero de gOlas de la densidad de la muestra. Si la muestra es muy
densa. usar I sola gOla y adieionar 3 gotas de agua destilada.

- Dejar seear y adieionar I 6 2 gotas de medio de montaje, mediante el uso de
varilla de vidrio muy delgada.

- Invcrtir el cubreobjctos sobre un portaobjelos previamente lavado y calenta­
do. cuando se veri fica que la resina se ha ablandado 10 suficiente.

- Dcjar el preparado en placa caliente hast3 que la resina se funda y se extien­
da alcanzando los Ifmites del cubreobjetos. Evilar que se produzca ebulli­
cion del medio de momaje.

- Eliminar las burbujas de aire que puedan haber quedado relenidas en el pre­
parado, por calentamiel1to y presion muy suavemenIe dirigida paniendo de
un angulo, para 10 que pueden utilizarse palillos de madera. El calentamien­
to puedc haccrse sobre la placa 0 namcando el prcparado direetamcntc so­
bre llama baja.

- Eliminar los reslos de resina del borde del eubreobjetos con una navajilla 0
bisturf. Esperar para hacerlo que la resina estc completamenle seea.

. Rotular con etiqueta permanente.

A fin de realizar observaeiones sobre la 1110rfologfa de frustulos inlaclos. ti­
pos de colonia. elc.. pueden realizarse preparados fijos de material sin tralar. En
estos caso~ el proeedimiento de montajc que se cmplea es identico al que acaba­
mos de describir para el material tratado.

Rccomendacioncs }' precauciones

Los cubreobjetos y portaobjetos sobre los cuales se realizanln los Illontajes deben
ser repasados con alcohol 0 xilol a fin de desengrasarlos. La manipulacion de los
mismos se hard por sus bordes. para evitar que se ensucien por contacto con los
dedos.

Las gOlas de material deben ser depositadas en el centro del cubreobjeto. lue­
go de 10 eual el IIquido puede ,er distribuido homogeneamente en la lamina. expe­
liendo aire a traves de la pipeta. Durante esta operacion debe evitarse que el IIqui­
do salga del limite del cubreobjetos y se filtre entre la cara Iimpia de este y la
placa de cobre.
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Un hecho a ser tomado en cuenta, pOl' 1a imponancia que tendni cuando se
Hnalicen los preparados, es la densidad de material con que se inicia el trabajo de
montaje. Si este eSlllviera mllY poco concentrado, es recomendable vol vcr a
centrifugal' y eliminar el sobradante antes de disponerlo en el cubreobjetos. Si pOl'
el contrario hay gran concentracion de material, conviene depositar I 02 gatas de
agua destilada y sobre ellas una gota de material tratado. A fin de verificar si la
densidad obtenida es adecuada, se observa el cubreobjetos con microscopic opti­
co. luego de la evaporacion del lfquido y antes de adicionar medio de montHje.

Cuando se realiza tratamiento y montaje de Illuestras en serie, es importante
utilizar una pipeta para cada muestra, descartandola luego. De no contarse con tal
cantidad de marerial de vidrio, este debera ser inmediata y cuidadosamente enjua­
gada luego de cada uso. Estos recaudos nos permitinin evitar indeseables conta­
minaciones de una muestra con otra.

Si el medio de montaje a emplear se encuentra ll1uy endurecido, puede
ablandarselo a bane marfa y, de ser necesario, agregando una cantidad pequeiia
del sol vente adecuado segun indicaci6n del fabricante. Este procedimiento nos
pennilira una mejor manipulacion y un ahorro considerable de resina.

Una vez terminadas las preparaciones y para acelerar el proceso de secado,
estas deben ser dispueslas en estufa a 50-60°C, 0 cerca de una Fuente de calor, de
modo que se evapore el exceso de sol vente del medio de montaje. Recien en este
momenta los preparados pueden ser manipulados, rotulados en forma definitiva y
dispuestos en cajas en posicion vertical, sin riesgo de deslizamiento del material
y/o de los cubreobjelos.

Los rotulos deben lIevar indicacion explfcita acerca de si el material montado
ha sido tratado para oxidaci6n de materia org~inica 0 no.

Montaje para estudios con microscopio electronico

Las diatomeas pueden ser estudiadas desde el punta de vista ultraestructural, tanto
can microscopic electronico de lrHnsmision (MET) como con microscopic elec­
tronico de barrido (MEB).

Si 10 que se desea analizar es la ultraestruclura del protoplasto, las observa­
ciones debenin ser realizadas con MET, para 10 cual el material sera tratado y
montado de acuerdo can el procedimiento descriplo par Caceres en este texto. Si
el estudio esta dirigido, en cambio, a la morfologfa del frustulo, pueden lItilizarse
ambos lipos de microscopios y el material sera tratado por los metodos de oxida­
cion de materia organica ya descriptos.

EI MET. que nos da una imagen bidimensional, suele SCI' mas adecuado para
la observacion en detalle de estructuras tan delicadas como el velo de las areolas.

En la actualidad la mayor parte de los estudios sobre morfologfa del frustulo
son Ilevados a cabo con MEB, que tienc la ventaja de proporcionarnos imagenes
tridimensionales.

Las diatomeas muy debilmente silicificadas requieren de un tratamiento pre­
via al 1l10nlaje. al que se denomina punto critico, cuya descripcion la indica
Boltovskoy en este texto. De las diatomeas bien silicificadas pueden obtenerse
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mejore~ imagenes si se les aplica pumo crftieo. pero esta aplicaci6n no es de nin­
gun modo imprescindiblc.

Tccnicas e-.pcciales de cstereoscopfa. descriptas par Navarro en cste texlO
permiten obtener las microfolOgraffas can mayor grado de detalle y de mas facil
interpretacion.

Para las obser\'aciones can 1ET el material debe scr montado en grillas can
una pelfcula sapone. La tecnica para elmontaje de los materiales es resei'iada par
Hasle (1978). una vez finalizada esta labor es recomendablc mirar la grilla al
microscopic optico antes de l1evarla al MET.

Para realizar estudios con MEB se precede al montaje de los materiales scgLin
la siguicnte rutina:

- La\'ar la mllestra previameme tratada. can agua destilada para eliminar el
prc\enante. atendiendo las recomendaciones expucslas para la limpieza de
los frustulos.

- ~1onrar I gota de material sobre un porta-especimen de vidrio. Estos porta­
c\pecimenes pueden rabricarse cortando portaobjetos con una punta de dia­
1113ntc.

- Secal" a temperatura ambicntc 0 bajo 1<l.mpara, evitando contaminacion par
polm.

- Momar 1m. taco~ de \idrio sobre un laco metalico cementandolos con plata
coloidaJ.

- MClalizar con oro-paladio.

Recomcndaciones

A rin de verificar si la densidnd y distribucion del material es In adecuada. se
examina cl laco de vidrio bajo microscopic optico. Illego de la evaporacion del
Ifquido. como paso previo a In metalizacion. En caso de que el material problema
sea e..,caso, puede repetirse el procedimiento descripto sabre el mismo vidrio. lue­
go de 10 cua!' conviene sei'ialar can marcador 1£1 ubicacion de los especfmenes que
nos intercsan. 10 que ahorrara. tiempo durante el examen al MEB.

CU<.lndo se desea analizar cl tipo de areolas, la corrcspondencia de estructuras
en visla ex lerna e interna, etc., el material montado puede ser roturado con varilla
de \idrio antes de '-ler metalizado.

En 10 concerniente a la melalizaci6n. si bien suelen utilizarse oro 0 platina. 10
mas recomendable es emplear oro-paladio, ya que con esta combinacion se obtie­
ne la maxima resolucion.

COLECCIONES

Las mueStras sin Iratar. las fracciones de muestral) trmadas y los preparados fijos
deben rcunirse con metoda para constituir una colecci6n.

EI primer punto a considernr para lIevar a cabo este prop6sito es la elecci6n
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de los en vases en los que se preservaran las muestras, que deberan reunir los
siguientes requisitos:

- ser de vidrio de color oscuro. con boca angosta y doble tapa. 10 que asegura­
ra mayor eficiencia de conservaci6n.

- tener un volull1en de alrededor de 125 ml para las muestras sin tratar y de 10
ml para las traladas.

Otro aspecto esencial es el criterio de rotulaci6n. que debera scr comlIn a
l11ueSlras y preparados. Las eliquetas sobre las cuales se asienten los datos deben
SCI' adheridas a frascos y preparados y postcriormcnte parafinadas para evilar even~
lUales pcrdidas y/o deterioros.

La infonnacion que debe constar en los rOlUlos es la siguiente:
- Nombre de la colecci6n.
. Lugar y fecha de recoleccion.
- Numero de muestra.
- Colector.
En el caso de teller varios preparados de cada ll1uestra sera necesario asignar

a cada uno de ellos un numero de serie.
Todos estos dalO~ y otros complementarios (caracteristicas ambientales del

c;itio de coleccion. taxones dominames en la muestra. etc.) seran ascntados en un
libro de entradas 0 en una base de datos.

ESIOS matcriales debidamente rotulados y correlativamente Ilumerados, de­
ben ser guardados en 1TI1Iebies adecllados para evitar danos y extravios. Conside­
raciones sabre esle punta han sido expllestas detalladamente par el curador de la
Seccion Ficologla del Herbaria del Canadian Museum of Nature (Poulin &
Hamilton. 1991).

Una coleccion pam cUl11plir adecuadamenle con su fUllci6n debe coniar ade­
mas. con una persona a cargo de ella, can quien puedan contactar los investigado­
re~ que deseen realizar algunas consultas. Los requisitos expuestos para la organi­
zati6n de una coleccion en 10 concerniente a medios, infraeslructura y personal,
ponen de manifiesto la conveniencia de centralizar la custodia de mareriales en
Instituciones cuyos objetivos se focalicen en esta tarea.

Todo el esfuerzo que hagan investigadores e Instituciones en crear y mante­
ner colecciones seria eSH~ril. si no se diera a eonoeer la existencia de las mismas.
Para ello es recomendable que sean indexadas. el procedimiento a seguir es sena-
lado por Ramirez en este texto. .

Fryxell (1975) public6 una IiSla de las colecciones de diatomeas mas impiJr­
tantcs del mundo. con muy poeas referencias sobre America Latina. haciendo
mention de las depositadas en Mexico, Brasil y Venezuela. Ante eSla falta de
informaci6n consideramos de interes recopilar datos referenles a las eoleeciones
lalinoamerieanas, para 10 cual tomamos contacto con diatom61ogos de los paises
del area. Aunque las respuestas recibidas han side escasas. consideramos igual­
men Ie valioso prcsemarlas compendiadas en un Anexo de este capitulo y propo­
nemos a los leclores que nos enyien datos de sus colecciones a fin de poder com­
pletar esta tarea.

EI ai!ollamiento y mantenci6n de organislllos en cultivos unialgales. constituye
Olro mecanismo para el establecimiento de una colecci6n. Entre los Centros mas
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importames en los que se mamienen cuhivos de diatomeas. se encuenlran la Cuhure
Collection of Algae and Protozoa (CCAP) (Thompson el al .. 1988); la Cullure
Collection ofAlgae at the Norwegian Institute ofWmer Research (Sklilberg, 1985)
y la FreshwalCr Diawm Culture Collection at Iowa (Czarnecki. 1987). Este tipo
de colecciones presenta la ventaja de posibilitar la realizacion de estudios fisiolo­
gicos. bioqufmicos y biologicos de las especies. pem es costoso en tcnninos de
materiales, infraestructura y personal. Un mecanisme alternativo para mantener
cultivos es la criopreservacion, que consiste en conservar cclulas vi vas a lempera­
turas inferiores a DOC. Actualmente en el CCAPse mantienen cepas de Cyanophyta.
Chlorophyta y Euglcnophyta a -196°C en nitr6geno Ifquido. En 10 referente a las
Bacillariophyceae, esta tccnica ha dado mcjorcs resultados para especies marinas
que para especies de uguu dulce (McLellan, (989). La ventaja de esta tt~cnica de
conservacion de materiales consiste en que reqlliere un esfuerzo de mantenimien­
to mini mo.

SISTEMAS TAXONOMICOS DE REFERE 'CIA

EI creciente interes par la conservaci6n de la diversidad biol6gica ha lIcvado a
revalorizar las colccciones como elementos de referencia y a desarrollar nuevas
metodologias para simplificar el manejo de la informaci6n taxonomica preexis­
tente.

En lasActas del XII International Diatom Symposium, llevado a cabo en 1992,
se publicamn varios trabajos sobre bases de datos para protislas. Un sistema de
infonnaci6n dedicado a los protistas de las aguas costeras escandinavas. el Linnaeus
Compact Disk. ha sido desarrollado por ellnstitute of Marine Research de Bergen,
Norucga y es distribuido por el Expen-Centcr for Taxonomic Identification de
Amsterdam (Eslep et al .. 1993). EI Royal BOlanic Garden de Edinburgo y el Na­
tural History Museum de Londres estan elaborando en fOrmtl conjunta una base
de datos taxonomicos e iconografias relacionadas. referida exclusivamcllle a las
diaromeas (Droop el (I/.. 1993). Ambos sistemas taxonomicos de referencia con­
tienen descripciones. informaci6n sobre nomenclatura. (ipos. publicaciones. dis­
tribuci6n e imagcncs de las especies que tratan. EI Linnaeus C. D. tiene adcmas un
subprograma para realizar iden(ificaciones a partir de los datos aportados por el
uSlIario.
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ANEXO

COLECCIONES DE DlATO~IEAS DE A 'IERICA LATINA

ARGENTINA

Departamcnto CienHfico Ficologia, Facultad dc Cicncias NatUl'alcs y Museo,
Universidad Nadonal de La Plaia. Paseo del Bosque sin, 1.900 La Plaia.

Colecci6n de Diatomeas Argcntinas del Dr. J. Frcnguelli: 2.105 preparados fijos
de materialcs provenientes de ambientes dulccaculcolas y marinos de Argentina y
Antanida. 330 preparados fijos de maleriales provenientes de Bolivia, Chile.
halia. Uruguay y Somalia.
Incluye los materiales tipo de los taxones descriptos por este autor.

Colecci6n Cordini: 231 preparados fijos dc materiales provenientes de ambientes
dulceaculcolas de Argcntina.

Colecci6n del Departamento Cientfllco Ficologia (LPC): 1.500 preparados IIjos
de materiales provenientcs de ambientes dulceaculcolas y marinos de Argentina y
Al1lurtida. acompanados por sus respectivas IllUeSlras sin tratar y tratadas en me­
dio Ifquido.
Incluye los malcrialcs lipo de 10 t.nones.

Coleccianes de refcrcncia:

Tempere & Peragallo - Diatomeas delmundo entero (1907). 2°edici6n: 1.000
preparados fijos de materiales provenienles de ambientes dulceaculcolas y
mannos.

1611er: 99 preparados IIjos.

Facultad de Ciencias Naturales, Universidad Nacional de la Patagonia.
Belgrano 504, 2°Piso. 9100 Trelew.

Colecci6n de DiatOineas de Chubut y Rio Ncgro: preparados fijos y muestras en
media Hquido de matcriales provenienles e1e ambientes estuarinos, marinas y
e1ulceacuicolas.
Facultad de Cicncias Exactas y Naturales, Departamento de Ciencias Biolo­
gicas, Universidad de BuenosAires. Ciudad Universitaria, Pabell6n 2,4° Piso.
Nunez. 1428 Buenos Aires.

Laboratorio de Ficologia

Colecci6n: materiale~ aCluales y f6siles provcnientes de ambientes dulceacuicolas
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de la Republica Argcntina. En la mayorfa de los easos can preparados permancn­
te~.

Laboratorio de Limnologfa y Ficologia

Colecci6n: materialc~ provenientes de <lmbientcs dulceaeufcolas de Argentina y
Antartida.

~llIseo Argentino de Ciencias Naturales uBernardino Rivadavia".
A\'da. Angel Gallardo ~70. 1405 Buenos Aires, c.c. 200.

Coleccion MUlier Melchers: 45 preparados fijos de materiales f6silcs provcnien­
tes de diversas panes del mundo, acompaiiados en algunos casos par muestras
arehivadas en media seeo.

Coleccion de Diatomeas F6siles: 1.825 preparados fijos dc materiales provcnien­
tes en ~u mayorfa de Argentina y Antartida. generalmcnte acompaiiados dc mucs­
tra~ arehivadas cn medio seeD.

BRASIL

Sctor Ciencias Biologicas da Universidade Federal do Parana, Centro Poli­
h~cnico - Jardin das Americas 81530- 900 Curitiba, Parana.

Caleccion del Departamento de Botallica (UPCB): 262 muestras en medio liquido
proveniente~ de ambientes dulceacufcolas y 147 de ambientes marinas de Brasil.

Secreta ria da Agricullura. InslilulO de BOlanica (SP). Caixa Posla14.005 Sao
Paulo. Segtin Fryxell (1975)

Exsiccata

CHILE

Departamento de Botanica, Universidad de Concepcion. Casilla 2407, Con­
cepcion. E. mail: primavera@bllho.dpLudec.cl.

Coleeci6n Diatomol6gica del Departamento de Botaniea de la Universidad de
Concepcion (DIAT-CONC): 7.785 preparados fijos y muestras en medio liquido
dc materiales provenientes de ambientes marinos y dulceaeufcolas de Chile y
Antartida. materiales de Olras panes del mundo y de diversas expediciones.
Incluye lo~ tipos de taxones descriptos por investigadores chilenos y gran parte de
los descriptos par investigaclares extranjeros. sabre lllutcriaies provenientcs de
Chile.
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COLOMBIA

Unidad de Ecologia y Sistematica 'ESIS, Pontificia niversidad Javeriana.
Cra 7 ~ N° -13-82. Bogota, Colombia 6 Apartado Acreo 56710, Bogota, Co­
lombia.

Colecci6n: preparados fijos de mueslras proveniclllcs de ambientes dulceaculcolas
de Colombia.

Instituto de Investigaciones .Marinas de Punta de Betin "Jose Benito Vives
De Andreis". Apartado Acrco 1016, Santa Marta, Colombia.

Colecci6n: mue~tras provenientes de ambientcs marinos del Caribc colombiano.

~IEXICO

Instituto de Ciencias del lar y Limnologia, Universidad Nacional Aut6noma
de ~Iexico. Apartado Postal 70-305. ~Iexico 04510 D.F.

Colecci6n: preparado~ fijos y muestras en medio Iiquido de ambielltcs marinos y
c~tuarinos del Golfo de Mexico.

Coleccion de matcrialc\ f6siles de Mexico: preparados fijos, matcrial preservado
en medio Ifquido de ambientes estuarinos de Mexico y material en diatom ita.

Estacion de Investigaciones Marinas Mazatlan, Instituto de Cicncias dcll\tJar
y Limnologia, UNAM. Aparlado Postal 811, Mazatlan, Sinaloa, c.P. 82240,
l\texico.

Colecci6n: preparados fijos y muestras prc!>ervadas en medio Iiquido provenien­
tes de ambientes marinos )' estuarinos de Mexico.

Centro de Investigaciones de Quintana Roo, Zona Industrial N° 2, Carr.
Che!umal, Bacalar c.P. 77.000, A.P. 424, Chetumal, Q. Roo.

Colecci6n: principalmcnlc preparados fijos de materiales marinos de diversos si­
tios de Mexico (Pacifico, Golfo de Mexico y Caribe). y de materialcs f6siles y
actuales de diversas panes del mundo.
Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas CICIMAR, Instituto Politec­
nico Nacional. Apartado Postal 592, La Paz, Baja California Sur, C.P. 23000,
Mexico.

Colecci6n: Aproximadamenle 2.500 muestras en media Ifquido de ambiemes ma­
rino' del Golfo de California y Costa Occidental de la Peninsula de Baja Califomia.
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NICARAG A

Centro para la In\'cstigacion en Recursos Acuaticos de Nicaragua C.I.R.A.N.
Apartado postal ~.598, Managua.

Colecci6n: preparado~ fijo~ y mucslras de malcrialcs en media Ifquido provenien­
tes de ambientc~ dulceacufcolas de Nicaragua. No incluye matcrialcs tipo.

PANAMA

Centro de Ciencias del Mar y Limnologfa, Facultad de Ciencias Naturales y
Exactas, Universidad de Panama. Apartado 8738, Zona 5, Panama.

Colecci6n: preparados fijo~ y mueslras en medio Ifquido.

VENEZUELA

Instituto Oceanografico de Oriente. Apartado Postal 94. Cumana. Scgun
Fryxell (1975).

Coleccion del Institulo OceanogrMico (CUM).
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