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Resumen 
La sensibilidad celular a las fuerzas de corte es el principal obstáculo 

para el cultivo masivo de dinoflagelados tóxicos con fines comerciales. En 
el presente trabajo se propone un protocolo para determinar umbrales de 
daño por fuerzas de corte asociadas a turbulencia continua e intermitente en 
cultivos de dinoflagelados tóxicos. El dinoflagelado modelo ha sido 
Protoceratium reticulatum. Esta especie ha resultado ser extraordina-
riamente frágil, mucho más que otras líneas celulares que hasta ahora eran 
considerados los más sensibles a fuerzas de corte, como los eritrocitos. 

 

Introducción 
Los dinoflagelados tóxicos, además de ser fuente de toxinas para la 

elaboración de estándares, producen metabolitos bioactivos únicos con 
actividades diversas, desde antibióticos hasta moléculas con fuerte actividad 
anticancerígena. Por éstas, y otras razones, han atraído la atención de un 
gran número de investigadores en diferentes campos [1].  

Los avances en investigaciones médicas, farmacológicas y en el 
desarrollo de métodos analíticos fiables requieren de la provisión de toxinas 
puras en cantidad y calidad suficiente. Sin embargo, sólo unas pocas están 
disponibles comercialmente, con precios muy elevados y calidad desigual. 

Los intentos de cultivar masivamente dinoflagelados en biorreactores 
convencionales para satisfacer el notable aumento de la demanda de 
biotoxinas no han tenido demasiado éxito, entre otras razones, por la alta 
sensibilidad de éstos a las fuerzas de corte [2-6]. Todas las especies 
estudiadas son extremadamente sensibles a la agitación, aunque no 
comparten un mismo umbral de daño [5]. Otros efectos relacionados con el 
daño celular por fuerzas de corte son alteraciones del ciclo celular y 
producción de peróxidos.  

Estudios previos han revelado que el nivel de daño parece depender 
de la esfuerzo cortante promedio, de la duración del periodo agitado y del 
momento del día en el que se introduce dicha agitación [7-9]. Sin embargo, 
dichos estudios se diseñaron con fines medioambientales y no ingenieriles. 
Para salvar esta distancia, en este trabajo se ha elaborado un protocolo de 
cultivo que nos permite valorar las posibilidades de una cepa para ser 
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cultivada masivamente. A través de la alteración de factores tales como 
estrés de corte, tiempos de ciclo de exposición a la turbulencia y fracción de 
tiempo de exposición, se pueden estudiar los mecanismos de inhibición del 
crecimiento por fuerzas de corte y detectar umbrales de estrés en 
dinoflagelados.  

 

Materiales y métodos 
La especie cultivada fue P. reticulatum GG1AM, amablemente 

cedida por el Dr. Franco del Centro Oceanográfico de Vigo. Los cultivos se 
realizaron en matraces erlenmeyer dispuestos sobre un agitador orbital, 
usando medio de cultivo L1, ciclos luz-oscuridad 12:12 y temperatura de 18 
ºC. En la Tabla 1 se recogen las condiciones del diseño experimental. La 
evolución de la población celular fue seguida a través de medidas diarias de 
concentración celular. Una vez detectado el umbral de daño se realizaron 
ensayos siguiendo el diámetro celular promedio, viabilidad y actividad 
esterasa y auto-fluorescencia por citometría de flujo. En cultivos expuestos a 
estrés promedio inhibitorio (no letal), se analizó el ciclo celular en mitad de 
la fase exponencial, utilizando yoduro de propidio tras un tratamiento previo 
de 30 minutos con RNasaH (10 μg mL−1). Los resultados fueron analizados 
y compensados mediante FlowJo software (Tree star, Ashland, Oregon). Así 
mismo, para dicho ensayo se cuantificaron el contenido en yessotoxinas y 
en lipoperóxidos en células una vez alcanzada la fase estacionaria.  

 

Resultados y Discusión 
La Fig. 1 ilustra los datos de velocidad específica de crecimiento 

relativos al cultivo control no agitado en función de la velocidad de corte 
promedio aplicada a la suspensión celular. El umbral de daño para esta 
especie estaría alrededor de 0.1 s-1. Este valor es varios órdenes de magnitud 
inferior a los valores mínimos de estrés de corte existentes en fotobio-
rreactores convencionales (ver Fig. 1). 

Los ensayos C7 a C14 de la Tabla 1 se realizaron al mismo estrés 
promedio pero diferente régimen de turbulencia. Se registraron valores muy 
diferentes de la velocidad específica de crecimiento relativa. Las Figs. 2 y 3, 
para estos cultivos, muestran la influencia que la frecuencia de agitación y el 
periodo (día o noche) pueden tener cuando los cultivos son expuestos a 
fuerzas de corte inhibitorias. Claramente, la agitación durante el periodo 
nocturno tuvo un efecto más nocivo sobre el crecimiento que cuando ésta se 
aplicaba durante el periodo luminoso. 

 

 

 

 



Avances y Tendencias en Fitoplancton Tóxico y Biotoxinas                                           2008 
 

Actas IX Reunión Ibérica sobre Fitoplancton Tóxico y Biotoxinas. Gilabert J. (Ed.). Cartagena 7-10 Mayo 2007 147 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Características del régimen de agitación  
Ensayo t te, t Nº *Fas Re 

C1 0 0.9 1 12 L 9934 
C2 0 0.9 1 12 L 9934 
C3 0 0.8 1 12 L 9934 
C4 0 0.5 1 12 L 9934 
C5 2 0 2 1 LO 9934 
C6 2 0 2 1 LO 9934 
C7 6 6 1 2 LO 1986
C8 1 1 2 12 LO 1986
C9 0 0.5 1 24 LO 1986
C10 1 1 2 12 LO 1986
C11 1 12 2 1 L 1986
C12 1 12 2 1 O 1986
C13 1 1 2 6 L 1986
C14 1 1 2 12 LO 1586
C15 2 0 2 1 LO 3973
C16 1 1 2 12 LO 3973
C17 1 1 2 12 LO 6510
C18 2 0 2 1 LO 6510

*L= luz; O=oscuridad; LO=luz y oscuridad  

Tabla 1. Condiciones experimentales de los ensayos realizados. (tc=ta+te, tiempo de ciclo de 
la turbulencia; ta=periodo de turbulencia en el ciclo; te=periodo de reposo en el ciclo). 
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Figura 1.-Efecto de la velocidad de corte promedio sobre el crecimiento 
de P. reticulatum, expresado como la velocidad específica de crecimiento 
relativa a un cultivo control no agitado.
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La Fig. 4 resume el efecto de las fuerzas de corte inhibitorias (no 
letales) sobre el ciclo celular en relación a un cultivo control estático. Puede 
observarse que en el cultivo agitado la fracción de células en fase S fue 
considerablemente mayor desde las 19:00 h hasta las 9:00 h del día siguiente. 
Sin embargo, esto no se tradujo en un aumento en el número de células 
respecto del control. Sino todo lo contrario, la fracción de células en fase G2/M 
fue mayor en el control desde las 3:00 h a las 9:00 h. 
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Figura 2.-Influencia de la agitación en 
diferentes fases del periodo L:D.

Figura 3.-Influencia de la frecuencia de 
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Figura 4.-Efecto de un nivel de turbulencia inhibitoria del 
crecimiento sobre el ciclo celular de P. reticulatum. 
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La progresión en el ciclo celular de los dinoflagelados está 
parcialmente ligada al reloj circadiano. De esta manera, las células que han 
completado ciertos requerimientos previos y pueden progresar en el ciclo 
celular comenzarán la fase de síntesis al final de la fase luminosa. La mitosis 
se producirá en un periodo que comprende las últimas horas de oscuridad y 
las primeras de luz. La agitación durante la fase oscura produce un daño 
mucho más acusado (ver Fig. 2). Esto es consistente con los datos 
publicados por Juhl [8], que encontró mayor sensibilidad en los periodos 
cercanos a la división celular. También Pollinger y Zemel [9] produjeron 
inhibición agitando durante las 2 últimas horas de la fase oscura y no 
observaron efecto trasladando la agitación a la fase luminosa. Sin duda, las 
fases más sensibles a las fuerzas de corte son las que preceden la mitosis. El 
daño estructural que sufre una célula en un momento cercano a la división es 
claramente mayor porque su volumen es mayor y porque la conformación de la 
membrana celular está alterándose para permitir la escisión en dos células. Sin 
embargo, los mecanismos de daño a través de la alteración del ciclo celular son 
más complejos. En la Figura 5 se han representado los porcentajes de células en 
cada fase del ciclo celular relativos a cultivos control estáticos. Lo que se 
observa para la 2ª hora de luz es un aumento de células en fase S para los 
cultivos agitados, que es, además, proporcional a la extensión del periodo 
agitado a todo el ciclo L:D (el estrés promedio es el mismo). Yeung y Wong 
[11], con H. triquetra y C. cohnii, encontraron detención de la progresión del 
ciclo en fase G1 tras introducir agitación continua. Por tanto, es probable que 
exista algún punto de restricción en G1 que se mantenga como resultado de las 
fuerzas de corte.  

 

En nuestros ensayos, con agitación intermitente, la progresión en el 
ciclo continuaba, observándose una alteración en el porcentaje de células en 
fase S. Por otro lado, si como hemos argumentado, las células que están a 
punto de dividirse son más sensibles a las fuerzas hidrodinámicas, y se 
rompen antes de completar la mitosis, es improbable observar una posible 
detención en G2/M. El daño estructural y la mecano-transducción como 
resultado de las fuerzas de corte tendrán, probablemente, efecto sobre los 
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diferentes puntos de restricción del ciclo celular de los dinoflagelados, a 
tenor de los datos referenciados y los aquí expuestos.  

 

Las Figs. 6 y 7 muestran los cambios relativos en tamaño y 
viabilidad para cultivos sometidos a diferentes intensidades de agitación. 
Hasta aproximadamente 1 s-1 se observa aumento del biovolumen y de 
viabilidad respecto al cultivo estático. A partir de este punto se registra 
disminución del biovolumen relativo y de viabilidad con el aumento de la 
fuerza de corte promedio. Está referenciado [2-5] un aumento de volumen 
para células de dinoflagelados sometidas a fuerzas de corte. La pérdida de 
viabilidad no había sido referenciada antes. Al sobrepasar cierto umbral (en 
este caso 1 s-1) la rotura de células es más acusada, siendo más proclives las 
de mayor volumen. Esto explicaría la disminución de tamaño en los 
agitados. Además, el estrés oxidativo y el consiguiente desencadenamiento 
de procesos de apoptosis podrían acelerarse al aumentar la energía 
hidrodinámica disipada ya que existe para dichos niveles de agitación (por 
encima de1 s-1) pérdida de viabilidad celular. Prueba de la aparición de 
estrés oxidativo es el aumento en el contenido de lipoperóxidos en los 
cultivos estresados fluidodinámicamente. En este sentido, los resultados de 
la Fig. 8, obtenidos con fuerzas de corte inhibitorias, muestran un aumento 
tanto del contenido de lipoperóxidos como de toxinas respecto al cultivo 
control.  
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