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Resumen

En este trabajo se presenta un modelo mecanistico para el
crecimiento de dinoflagelados. El modelo puede explicar respuestas
velocidad de fotosintesis versus irradiancia bajo limitacion simultdnea del
crecimiento por nitratos, fosfatos, CO, e irradiancia. El dinoflagelado
modelo fue Protoceratium reticulatum, productor de yessotoxinas. Las
células fueron cultivadas en T-Flask a diferentes irradiancias. El modelo
simul6 las siguientes variables de respuesta: concentracion celular,
biovolumen de la suspension celular, concentracion de macronutrientes e
irradiancia promedio en el interior del cultivo.

Introduccion

La importancia biotecnoldgica de los dinoflagelados toxicos marinos
ha sido recientemente revisada [1]. Las biotoxinas que producen estas
microalgas tienen dos extraordinarios campos de aplicacion: (i) en seguridad
alimentaria como estandares de referencia para el desarrollo y utilizaciéon de
técnicas de deteccion de toxicidad en alimentos procedentes del mar; y (ii)
en la elaboracion de nuevos farmacos con diferentes actividades. Sin
embargo, el desarrollo de estas areas de aplicacion estd notablemente
ralentizado debido a la dificultad de obtener cantidades suficientes de éstas
toxinas para llevar a cabo amplios estudios. El origen de esta dificultad
parece residir en los serios obstaculos que plantea el cultivo masivo de estos
microorganismos.

Muchas de las especies de interés son fotoautotroficas. Por tanto, el
cultivo de éstas debe desarrollarse en fotobiorreactores. El desarrollo exitoso
de uno de estos sistemas de cultivo depende, en buena medida, de la
obtencién de un modelo de crecimiento robusto que simule las principales
respuestas fotosintéticas de las células (P) bajo diferentes regimenes de
iluminacion (I) [2,3].

La mayoria de los modelos P-I carecen de aplicabilidad general
porque tienen una base principalmente empirica, no considerando los
mecanismos basicos que subyacen en la fotosintesis. Las constantes
cinéticas de tales modelos apenas tienen significado biolodgico.
Frecuentemente, estos modelos no tienen en cuenta fendémenos
fotoadaptativos que podrian modificar notablemente las respuestas P-I
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proporcionando valores diferentes de los pardmetros cinéticos. La mayoria
de las respuestas que pueden simular estos modelos son de estado
estacionario, obviando por tanto la influencia del tiempo cuando las
condiciones medioambientales cambian con éste (ej. cultivos discontinuos,
ciclos luz-oscuridad, irradiancia variable, limitacion por nutrientes, etc.).

Alguno de estos problemas fueron resueltos por nuestro grupo
mediante un modelo mecanistico aplicable a microorganismos foto-
sintéticos, y en particular a microalgas [4]. El modelo que se presenta
rescata los fundamentos de aquél, adaptdndolo para que interprete las
respuestas mas comunmente observadas en los laboratorios donde se
cultivan dinoflagelados. De esta forma, se convierte en una herramienta para
el disefio de fotobiorreactores dedicados al cultivo de dinoflagelados pero
también para interpretar la productividad primaria de estos microorganismos
en aguas naturales.

Materiales y métodos

La especie de dinoflagelado utilizada ha sido Protoceratium
reticulatum (GG1AM), cedida por el Dr. Franco del Centro Oceanografico
de Vigo. P. Reticulatum es productor de yessotoxinas [5-7]. Los
experimentos se desarrollaron en modo discontinuo y por duplicado en T-
flask (75 cm?; 3.1 cm de anchura), con medio L1, a 18 °C y ciclo luz-
oscuridad 12:12. Los T-flask se iluminaron frontalmente mediante tubos
fluorescentes de luz fria (30 W). El rango de irradiancias incidentes
ensayado fue 13.6-300 uE m?s’. El didmetro celular promedio fue
determinado por citometria de flujo (citometro Coulter Epics XL-MCL)
utilizando bolas de latex de tamafios comprendidos entre 5 y 30 um. Se
analizaron los macronutrientes principales: nitratos mediante HPLC y
fosfatos mediante espectrofotometria. El contenido en pigmentos y de YTXs
[5] se determind por HPLC de fluorescencia.

Resultados y discusion

En las Figs. 1 y 2 se ha representado la variacion con el tiempo de la
concentracion celular y del biovolumen de la poblacion de células a las
diferentes irradiancias ensayadas. En principio, las cinéticas son tipicas de
cultivos fotolimitados. La irradiancia media de saturacion parecio estar en torno
a 180 uE m™s”. Sin embargo, las medidas de concentracién de nitratos y
fosfatos durante el tiempo de cultivo, asi como las estimaciones de
disponibilidad de CO, disuelto, nos permiti6é corroborar que a partir del 4°-5°
dia los cultivos mas iluminados podrian estar limitados por estos nutrientes. Un
modelo mecanistico basado en estas observaciones simuld los resultados
obtenidos.
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Figura 1. Variacion de la concentracion de células con el tiempo de cultivo en funcion de la
irradiancia ensayada.
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Figura 2. Variacion del biovolumen de la poblacion de células con el tiempo de cultivo en
funcién de la irradiancia ensayada.
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Las ecuaciones basicas del modelo se describen a continuacion:
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donde:
E, factor de aceleracion del transporte de CO, debido a reacciones quimicas del CO, en
la suspension celular.
JA fraccion de nitrogeno y fosforo liberada al medio por lisis celular en forma de
nitratos y fosfatos respecto del nitrogeno y fosforo total de la célula.
Iy, irradiancia fotosintéticamente activa medida en la superficie del cultivo.
I,,  irradiancia fotosintéticamente activa promediada en el interior del cultivo.

K,, coeficiente de extincion de la suspension.

k,, coeficiente de absorcion de irradiancia por mol de PSUs.
K¢,  constante de saturacion para el carbono.

Ky, constante de saturacion para el nitrato.

kla, coeficiente volumétrico de transferencia de CO, a través de la superficie libre del

cultivo.
Kp, constante de saturacion para el fosfato.
A camino Optico recorrido por el haz luminoso en el interior del cultivo.
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L, espesor del cultivo.
me, velocidad especifica de consumo carbén inorganico del CO,(aq.) para el
mantenimiento celular.

M, (¢) velocidad especifica de muerte celular.

M

N, concentracion celular.
PSU unidad fotosintética de la célula.

S co, » solubilidad del CO, en agua de mar a la temperatura de cultivo.

,» velocidad especifica de disminucion de biovolumen de la poblacion.

t, tiempo de cultivo.

Vp , biovolumen de la concentracion celular.

x* fraccion de PSUs activados en la célula.

Ye, coeficiente de requerimiento de carbon inorganico del CO,(aq.).
Yy, coeficiente de requerimiento de nitrogeno procedente del nitrato.
Y, coeficiente de requerimiento de fosforo procedente del fosfato.

Letras griegas

a, constante cinética cuya inversa representa la pendiente de la curva P-1.
K, fraccion de PSUs activados a la que la velocidad de fotosintesis es la mitad de su
valor maximo.

M, velocidad especifica maxima de crecimiento expresada en base a niimero de
células.
M., . velocidad especifica méxima de crecimiento expresada en base a biovolumen de la

poblacion.

Los trazos continuos de las Figs. 1 y 2 representan los valores
estimados con el modelo. Como se aprecia, éste simula las variables de
respuesta medidas de manera satisfactoria. El modelo también logra explicar
respuestas fotosintesis-irradiancia bajo diferentes condiciones de cultivo:
iluminacion intermitente (ciclos luz-oscuridad), iluminacidén continua,
iluminaciéon diurna solar, limitacion simultanea del crecimiento por
nutrientes, fotoaclimatacion, condiciones iniciales del indculo, entre otras.
Esta cualidad lo hace idoneo para su empleo en el disefio de
fotobiorreactores y en la simulacion de HABs.
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