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RESUMEN

Synechococcus sp. PCC 7002 es un organismo modelo para el estudio de la fotosintesis. Esto
porque ademas de su relacién evolutiva con el cloroplasto y la facilidad de su cultivo en un
amplio rango de salinidad y temperatura; tiene gran potencial biotecnolégico por su capacidad
natural de incorporar ADN exdégeno. Aunque existen estudios cuantitativos del crecimiento de
esta cianobacteria, estos se han llevado a cabo bajo unas condiciones estandar de luz,
temperatura, fuente de carbono y nutrientes; que en conjunto son una limitacién técnica para
un laboratorio no especializado en cultivos fotoautétrofos. Por esta razén, el presente trabajo
se desarrolld con el propdsito de determinar los parametros cinéticos de Synechococcus sp.
PCC 7002 para las condiciones disponibles en el laboratorio, que no corresponden a las
estdndar. Lo anterior con miras al estudio protedmico del aparato fotosintético de la
cianobacteria, para lo cual se debe garantizar una toma de muestras celulares con condiciones
genéticas y metabdlicas constantes; requerimiento que se cumple si la muestra se toma en el
mismo momento de crecimiento. En consecuencia, conocer los pardmetros cinéticos y los
tiempos de las diferentes fases es fundamental para proceder con posteriores estudios
moleculares para este microorganismo. En este trabajo se obtuvieron los parametros cinéticos
de Synechococcus sp. PCC 7002 para crecimiento en medio liquido. Los datos de crecimiento se
analizaron utilizando los modelos de Gompertz y Logistico. Se encontré que tan sélo un 0,04%
de CO, puede duplicar la velocidad especifica de crecimiento, y que la cianobacteria puede

alcanzar fase exponencial en aproximadamente 3 dias bajo una temperatura de 24 °C y una

2.1

intensidad luminica de 1,138 umol fotones m™“s
Palabras clave

Modelos de crecimiento microbiano, pardmetros cinéticos, cianobacteria, crecimiento

fotoautotrofo.



1) INTRODUCCION

Las cianobacterias son el grupo mds ampliamente distribuido, diverso y grande de las bacterias
fotoautétrofas (Stallier & Cohen-Bazire, 1977). Sus simples requerimientos nutricionales (luz,
agua, didxido de carbono y sales inorgdnicas) le permiten a estos organismo ocupar diferentes
nichos ecoldgicos (Sakamoto & Bryant, 1998; Stallier & Cohen-Bazire, 1977). La cianobacteria
Agmenellun quadruplicatum mas ampliamente conocida como Synechococcus sp. PCC 7002 es
un organismo modelo para el estudio de la fotosintesis, porque ademas de su relacidon
evolutiva con el cloroplasto y las caracteristicas tipicas de las cianobacterias; tiene también un
gran potencial biotecnoldgico por su capacidad natural de incorporar ADN exdgeno (The
Molecular Biology of Cyanobacteria, 1995; Ruffing, Jensen, & Strickland, 2016; Stevens &
Porter, 1980). A nuestro buen entender, la cinética de crecimiento de Synechococcus sp. PCC
7002 se ha estudiado poco en comparacidon con otros organismos modelo tales como
Escherichia coli. En 1949 Monod escribe The Growth of Bacterial Cultures, en donde expone la
importancia del estudio del crecimiento bacteriano, no como una rama mas de la
Microbiologia sino como un método basico, fundamental y necesario para el estudio de ésta
(siendo también base para el estudio de la fisiologia y la bioquimica bacteriana) (Monod,
1949). Aunque existen estudios en donde se han establecido parametros para el crecimiento
de Synechococcus sp. PCC 7002 (Casas, Rodriguez, & Téllez, 2010; Hendry, Prasannan, Joshi,
Dasgupta, & Wangikar, 2016), dichos estudios se han llevado a cabo bajo unas condiciones
estandar de luz, temperatura, fuentes de carbono y nutrientes que en conjunto se convierten
en un reto técnico para ser replicadas por un laboratorio no especializado en cultivos
fotoautdtrofos. Estas condiciones consisten en una temperatura de 38 °C, un suministro de

2571 de iluminacién y una solucién de Medio A

CO; de 1% (v/v) en aire, 250 umol fotones m~
con micronutrientes (Ludwig & Bryant, 2011). Asi, fue necesario determinar los parametros
cinéticos de crecimiento de Synechococcus sp. PCC 7002 para las condiciones de cultivo
disponibles; con la intencién de hacer un estudio futuro del aparato fotosintético de la
cianobacteria a nivel protedmico. Tanto en estudios protedmicos como transcriptémicos
(Ludwig & Bryant, 2011; Nothnagel et al., 2011), se debe tomar la muestra en la misma fase

del crecimiento microbiano (Monod, 1949; Widdel, 2010) para garantizar la toma de muestras

celulares con condiciones genéticas y metabdlicas constantes.

Considerando lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo se obtuvieron los parametros

cinéticos y se analizé el crecimiento de Synechococcus sp. PCC 7002 haciendo uso de los



modelos no lineales de Gompertz y Logistico. Como se explicod previamente, las condiciones de
aireacion, temperatura e iluminacion fueron diferentes a las reportadas en la literatura como
estandar. Especificamente, se evaluaron dos condiciones de cultivo: 1) 0,04% de CO,, 24 °Cy

2571 de intensidad luminica; y 2) Aproximadamente las mismas

1,138 pmol fotones m~™
condiciones anteriores; pero sin flujo de CO,. Los resultados obtenidos permiten concluir que
tan solo un 0,04% de CO, puede duplicar la velocidad especifica de crecimiento y que la

cianobacteria puede alcanzar la fase exponencial de crecimiento en aproximadamente 3 dias.



2) JUSTIFICACION

Las cianobacterias ademas de ser el grupo estructuralmente mas diverso y mds ampliamente
distribuido de las bacterias fotoautdtrofas (Stallier & Cohen-Bazire, 1977), también poseen un
aparato fotosintético muy similar al del cloroplasto (Stallier & Cohen-Bazire, 1977). Por esta
razon, estos microorganismos constituyen un modelo bastante adecuado para el estudio de la
fotosintesis, sin la complicada relacidon que este ultimo tiene con el citoplasma eucariota y la
dificultad de su extraccién (The Molecular Biology of Cyanobacteria, 1995; Stevens & Porter,
1980). Especificamente, Synechococcus sp. PCC 7002 ademas de poseer simples
requerimientos nutricionales (luz, agua, didxido de carbono y sales inorgéanicas) y todas las
demas bondades de trabajar con cianobacterias; tiene también un gran potencial
biotecnolégico por su capacidad natural de incorporar ADN exdgeno (Ruffing et al., 2016;
Stevens & Porter, 1980). Por lo tanto, el conocimiento de la fisiologia y de las herramientas
genéticas para Synechococcus sp. PCC 7002 podrian ser usadas para modificar este organismo
en aras de la produccion basada en energia solar de bioquimicos industrialmente relevantes
(Hendry et al., 2016). Como la base metodoldgica para el estudio de la fisiologia y la
bioquimica de microorganismos es el conocimiento de sus cinéticas de crecimiento (Monod,
1949), es crucial realizar dichos analisis para aprovechar el potencial biotecnolégico de ésta

cianobacteria.

Aunque existen reportes previos de la cinética de crecimiento para Synechococcus sp. PCC
7002, la mayoria de dichos trabajos han abordado el analisis del crecimiento como un
componente parcial de otro tipo de estudios (Hendry et al., 2016; Ludwig & Bryant, 2011;
Nothnagel et al., 2011). Por lo tanto, no se ha hecho una caracterizaciéon detallada del
crecimiento del microorganismo y de los pardmetros cinéticos correspondientes. En este
sentido es importante aclarar que en un estudio previo (Sakamoto & Bryant, 1998) se
investigaron los efectos de la temperatura sobre el crecimiento de Synechococcus sp. PCC
7002. No obstante, no es posible tomar sus resultados como un punto de referencia; ya que las
condiciones disponibles en nuestro laboratorio son diferentes a las usadas en dicho estudio.
Por lo tanto, la manera correcta de proceder para llevar a cabo estudios fisiolégicos y
bioquimicos con Synechococcus sp. PCC 7002 es optimizar las condiciones de su crecimiento
para de este modo obtener la curva de crecimiento especifica para dichas condiciones, y los

pardmetros cinéticos correspondientes. De este modo se garantiza la estandarizacion del



protocolo a la hora de planear experimentos posteriores con dicha cianobacteria (Hendry et

al., 2016; Ludwig & Bryant, 2011; The Molecular Biology of Cyanobacteria, 1995).

Con los resultados de este trabajo se espera, como perspectiva futura, poder realizar estudios
electroforéticos del aparato fotosintético de Synechococcus sp. PCC 7002 empleando técnicas
tales como la electroforesis nativa de proteinas, procedimiento para el cual es ideal recolectar
la muestra de péptidos de la cianobacteria siempre en las mismas condiciones metabdlicas
(The Molecular Biology of Cyanobacteria, 1995). Para esto, la determinacion del tiempo en el
gue se alcanza la fase exponencial y la duracién de la misma es crucial porque es la Unica fase
del crecimiento en la que las propiedades de las células pueden ser consideradas constantes
(Monod, 1949). Hallar los parametros cinéticos permite asignar un comportamiento especifico
de crecimiento a la cianobacteria bajo ciertas condiciones de luz, temperatura y nutrientes; y
asi, dicho comportamiento podrd reproducirse cuando sea necesario bajo las mismas

condiciones, para efectos de estandarizacion (Ludwig & Bryant, 2011; Monod, 1949).

De otro lado, la importancia de realizar la cinética de crecimiento de Synechococcus sp. PCC
7002 utilizando condiciones de cultivo sumergido, en lugar de medio sdélido, se debe a dos
razones principales: Primero, para evaluar la posibilidad de utilizar datos de dispersién de la luz
(densidad optica) de la suspension para determinar el crecimiento de la cianobacteria en
términos de concentracion celular (células/mL). Esta practica ahorra mucho tiempo no sélo en
la toma de datos para la cinética per se, sino también en la determinacion rapida de la fase del
crecimiento en la que se estd o de la concentracién celular en la que se encuentra la
suspension celular en cualquier momento del cultivo liquido. La segunda razén para trabajar
con un cultivo sumergido es que la medicién por densidad dptica elimina varias fuentes de
error tipicas del método de peso seco (que es muy comun para la cuantificacién de biomasa
contra el tiempo) tales como la calibracién de las balanzas y la dificultad en el control de la
humedad de las muestras. Por tanto, la estandarizacién de la cuantificacion de biomasa a
partir de datos de dispersion de la luz para Synechococcus sp. PCC 7002 queda establecida en

este trabajo para ser utilizada cuando sea necesaria.



3) OBIJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar los pardmetros cinéticos para Synechococcus sp. PCC 7002 en condiciones de

cultivo sumergido.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar los modelos cinéticos Logistico y Gompertz para el crecimiento de biomasa en

condiciones de cultivo liquido y con el uso de preindculo.

Evaluar el efecto de limitacion en el nivel de CO, sobre el crecimiento de Synechococcus sp.

PCC 7002 en cultivo sumergido.
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4) MARCO TEORICO

4.1 Synechococcus sp. PCC 7002 como organismo modelo

El alga unicelular verde-azul (cianobacteria) Agmenellum quadruplicatum, cepa PR-6 (American
Type Culture Collection, 27264; Pasteur Culture Collection, 7002) también conocida
comercialmente como Synechococcus sp. PCC 7002 fue aislada por Van Baalen en 1962
(Baalen, 1961). Esta cianobacteria unicelular, euriahalinay de morfologia cocoide, tolera
intensidades luminicas muy altas y crece en un amplio rango de concentraciones de cloruro de
sodio (Ludwig & Bryant, 2011; Stevens & Porter, 1980). Synechococcus sp. PCC 7002 provee un
sistema modelo excelente para el estudio del metabolismo fotoautétrofo: Lleva a cabo
fotosintesis oxigénica, asimila nitrégeno de una manera similar a las de las plantas terrestres y
es susceptible a muchas técnicas utilizadas en el estudio de bacterias heterotréficas (Stevens &
Porter, 1980). Adicionalmente, Stevens and Porter encontraron que Synechococcus sp. PCC
7002 posee un mecanismo natural y eficiente para la integracion de ADN exdgeno en un
proceso similar a la transformacién en bacterias (Stevens & Porter, 1980). Como el genoma

completo de Synechococcus sp. PCC 7002 esta disponible (ver http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y

el conjunto completo de sus genes estd descrito, la expresidn génica de esta cianobacteria
puede ser estudiada a diferentes niveles. Trabajos como el de (Ludwig & Bryant, 2011) donde
se hace un estudio transcriptomico de todos los marcos de lectura abiertos predichos para la
cianobacteria, bajo diferentes condiciones de cultivo, van haciendo mas robusta la informacidn
general del microorganismo. En conjunto, estas caracteristicas hacen a Synechococcus sp. PCC
7002 una robusta y prometedora plataforma para aplicaciones biotecnoldgicas, incluyendo la

produccién de biocombustibles (Ludwig & Bryant, 2011).

4.2 Fisiologia general de Synechococcus sp. PCC 7002

Mediante el uso de la energia solar, las cianobacterias, incluida Synechococcus sp. PCC 7002,
producen equivalentes reductores y ATP que se requieren entre otras cosas, para la reduccion
del CO, a carbohidratos. Durante el proceso luminico de la generacidn de estos agentes
reductores y del ATP las moléculas de agua son oxidadas (produciendo oxigeno gaseoso) a
través de dos fotosistemas, denotados fotosistema | (PSl) y fotosistema Il (PSIl) (The Molecular

Biology of Cyanobacteria, 1995). Al mismo tiempo, este sistema fotosintético genera un

11
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gradiente electroquimico de protones a través de la membrana interna celular; la cual seria
equivalente a la membrana de los tilacoides en cloroplastos, y esta fuerza protén motriz seria
usada para la sintesis de ATP. Los equivalentes reductores resultantes serdn mayoritariamente
utilizados para la generacion de carbohidratos y la construccidn de otros bloques constitutivos
celulares a base del carbono obtenido del CO, (The Molecular Biology of Cyanobacteria,

1995).

Como la luz en el medio natural de las cianobacterias no esta disponible de manera continua,
todos los organismos fotoautétrofos deben utilizar un metabolismo alterno en la noche para
producir la energia necesaria para soportar las funciones celulares bdsicas. Las cianobacterias
tienen una cadena de transporte de electrones diferente a la de la etapa luminica, que permite
la respiracion aerobia (The Molecular Biology of Cyanobacteria, 1995). No obstante, es
importante anotar que en muchos ambientes naturales el oxigeno es consumido rdpidamente
en la oscuridad por otras cianobacterias y demds organismos (Stal, 1995; Steunou et al., 2008),
y por tanto las condiciones del ambiente local pueden volverse andxicas rdpidamente. Para
este caso, la mayoria de cianobacterias pueden fermentar carbohidratos de reserva para
generar la energia de un mantenimiento celular basico ( M.L. McNeely et al., 2010; Stal &
Moezelaar, 1997). Por tanto, las cianobacterias deben ajustarse rapidamente a Ia
disponibilidad de luz, a las diferencias en intensidad luminica y la disponibilidad de nutrientes
inorganicos (Ludwig & Bryant, 2011). Como consecuencia de esta variabilidad, las células
experimentan rapidos cambios de estados Redox debido a la variabilidad en el nivel de oxigeno
celular y a la utilizacién alterna de los procesos fotosintéticos y respiratorios (Ludwig & Bryant,

2011).

4.3 Estudios previos en Synechococcus sp. PCC 7002

Existen diferentes estudios previos sobre Synechococcus sp. PCC 7002 en los que se reportan

cinéticas de crecimiento bajo diferentes condiciones. Por ejemplo, Ludwig & Bryant antes de

realizar un estudio transcriptémico en la cianobacteria, construyen una grafica (ver Figura 1)

de OD-3, (Densidad optica a 730 nm) en funcidn del tiempo (Ludwig & Bryant, 2011). Las

condiciones fueron 38°C, 1% (v/v) CO, en aire, una intensidad luminica de ~250 umol fotones
2

m~2s71 y Medio A (solucién de diferentes compuestos, mayoritariamente sales). Estas

condiciones de temperatura, flujo de CO, e intensidad luminica se definen como “condiciones

12



estandar”. En dicho estudio, Ludwig & Bryant reportan que el crecimeinto exponencial
corresponde a una OD-3, de ~0,7 (no hablan de la Fase Lag), que equivale a ~25 horas de
crecimiento (ver Figura 1). De acuerdo con los resultados de este estudio, el crecimiento
correspondiente a OD,3, mayores a 0,7 se vuelve mas lento por la propia barrera a la luz que

genera la turbidez del medio con las cianobacterias.

10+ S

OD730 nm

> -~

—_

o=
Yo

0.14

0 20 40 60 80 100 120
Time/ h
Figura 1. Curva de crecimiento de Synechococcus sp. PCC 7002 bajo condiciones estandar.
Figura tomada de (Ludwig & Bryant, 2011). En este estudio se emplearon las siguientes
condiciones de crecimiento, que se consideran como “estdndar”: 38°C, 250 umol fotones
m~2s71, 1% (v/v) CO, en aire y Medium A. Los nimeros bajo las flechas, corresponden a la

densidad dptica a la cual se tomaron muestras para un estudio transcriptémico.

En otro estudio, Synechococcus sp. PCC 7002 fue cultivada en medio fotoautdtrofo asi: 1%
(v/v) de CO, en aire, Medio A (Ludwig & Bryant, 2011), temperatura de 38°C e iluminacién de
250 uE m~2s~1(Casas et al., 2010). El crecimiento celular fue monitoreado midiendo densidad
Optica a 550 nm. Bajo estas condiciones, se reporté un tiempo de duplicacién 4 horas
aproximadamente. En este estudio se muestra ademas que al bajar la temperatura del cultivo
de 38°C a 15°C el crecimiento exponencial disminuye en velocidad y aumenta en duracion (ver
Figura 2).

De otro lado, en el estudio realizado por Hendry et al. se estimaron tasas de crecimiento de
~0,18 h™* para Synechococcus sp. PCC 7002 en condiciones de fotoautotrofia (Hendry et al.,

25=1 de iluminacién, una

2016). Mas especificamente, usaron ~250 umol fotones m~™
temperatura de 38°C, BG11+ASNIII (1:1 v/v) como medio de cultivo y una aireacién continua
de 200 mL mint usando un compresor de aire. En este estudio el medio de cultivo cambia y no

se especifica la cantidad de CO, afiadida a la suspension.
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Figura 2. Curvas de crecimiento para Synechococcus sp. PCC 7002 a 15°C después de un

descenso en la temperatura desde A. 38°C o B. 22°C. Figura tomada de (Sakamoto & Bryant,

2.-1

1998). Las condiciones de cultivo de éste estudio fueron: 38°C, 250 umol fotones m™“s™ ",
1% (v/v) CO, en aire y Medium A, pero a diferencia de la Figura 1, la densidad optica es

medida a 550nm.

4.4 Modelos de crecimiento bacteriano

Los modelos matemadticos de crecimiento son usados para describir el comportamiento de los
microorganismos bajo diferentes condiciones fisicoquimicas como temperatura, pH o
nutrientes en solucién. Estos modelos permiten la prediccion de momentos criticos en la
produccién de metabolitos secundarios o la optimizacién de condiciones de crecimiento, entre
otras cosas (Zwietering, Jongenburger, Rombouts & Riet, 1990). Para la construccidn de estos
modelos, el crecimiento tiene que ser medido y posteriormente modelado. El crecimiento
bacteriano, a menudo muestra una fase en la cual la tasa de crecimiento especifico comienza
con un valor de cero y luego se acelera hasta alcanzar un valor maximo (Umaex) €n un cierto
periodo de tiempo (lo que se denomina fase Lag). La fase exponencial es aquella en la que pmax
es constante y la fase estacionaria consiste en una desaceleracion del crecimiento microbiano,

qgue responde a la capacidad de carga del sistema. Adicionalmente, las curvas de crecimiento

14



contienen una fase final en la cual la tasa de crecimiento es negativa, en donde se presenta

muerte celular (ver Figura 3).

=

GROWTH RATE
- o—=%

5 ]
TIME

Log > BACTERIAL DENSITY

Figura 3. Fases de crecimiento bacteriano. Figura tomada de (Monod, 1949). De izquierda a
derecha: 1y 2 Fase Lag (tasa de crecimiento nula). 3 Fase exponencial (tasa de crecimiento
es constante después de una aceleracidon en la fase Lag).El numero 4 corresponde a la
desaceleracién del crecimiento exponencial. 5 Fase estacionaria (tasa de crecimiento nula
después de una desaceleracion de la fase exponencial). 6 Fase de muerte (tasa de

crecimiento negativa).

Las curvas de crecimiento se trabajan en una amplia gama de disciplinas, dentro de las que se
encuentran la biologia, la biotecnologia, la ciencia de los alimentos, la medicina y la economia.
La mayoria de la materia viva crece segun el patrén observado en la Figura 3. Para realizar un
correcto analisis de la curva sigmoidea que se quiere modelar y reducir los datos medidos a un
numero limitado de parametros de interés, los investigadores necesitan ecuaciones que se
adecuen a sus necesidades (Zwietering et al., 1990). Existen un buen niumero de modelos de
crecimiento en la literatura; tales como Gompertz, Richards, Schnute y el modelo logistico,
entre otros (Buchanan, Whiting & Damert, 1997; Ferenci, 1999; Tjorve & Tjorve, 2017).

En los modelos del tipo Gompertz o Logistico se asume que la cantidad de sustrato es
suficiente para no ser una limitante del crecimiento durante el comienzo de la fase
exponencial. Entre los pardmetros a partir de los cuales se pueden describir estos modelos, la
velocidad maxima de crecimiento (Umax) €s de las mdas importantes (Zwietering et al., 1990). La

importancia de la determinacién de la velocidad y duracidn de la fase exponencial en muchos
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estudios radica en que en esta fase la velocidad especifica de crecimiento es constante. Por lo
tanto, es razonable considerar que se establece durante esta etapa lo que se conoce como
steady state donde las concentraciones relativas de todos los metabolitos y de todas las
enzimas son constantes. En los estudios bioquimicos vy fisiolédgicos de microbiologia es clave
tener unas condiciones celulares constantes para la realizaciéon de experimentos donde los
cambios celulares por los que atraviesa un cultivo tipo batch no sean una variable (Monod,
1949). La tasa de crecimiento maximo umex €s la pendiente de la linea recta que se obtiene
calculado el logaritmo natural de la fase exponencial (donde se alcanza la mayor aceleracion
en el crecimiento). Sin embargo; una manera mas adecuada de calcular tmax es describiendo el
conjunto total de los datos con un modelo de crecimiento que estime a la vez la fase inicial,
Umax Y €l valor en el que se forma la asintota final (valor maximo de crecimiento) (Zwietering et
al., 1990). Trabajar con el conjunto total de datos permite evitar el error que puede darse al
determinar a ojo el comienzo y final de la fase exponencial, dado que los cambios entre las
fases de crecimiento no son abruptos (Zwietering et al., 1990). La mayoria de los autores que
utilizan modelos de crecimiento para describir sus datos muestran el nimero de organismos
(N) o el logaritmo del nimero de organismos [log(N)] en funcién del tiempo (Fujikawa &
Morozumi, 2005). Entre las técnicas mdas usadas de medicién de biomasa celular esta la
medicién de densidad dptica, la medicidon por peso seco y el conteo directo de células en la
camara de Neubauer. La técnica de peso seco aunque entrega datos de masa real, no
discrimina entre células viables y no viables. Por el contrario, el conteo en cdmara de
Neubauer permite contabilizar sélo las células viables de una suspension. Cuando la
suspensidn es monodispersa (es decir que no forma agregados celulares y que todas las células
son aproximadamente del mismo tamafio), la técnica de medicién por densidad dptica suele
ser una muy buena medida de la biomasa (concentracion celular), cuando se combina con una

calibracién por conteo directo con la cdmara de Neubauer.

Un gran numero de modelos se encuentra actualmente disponibles y son usados en diferentes
investigaciones, con un nivel de complejidad diferente y un nimero variable de pardmetros.
Las ecuaciones originales de los modelos no siempre son escritos en términos de “tasa de
crecimiento”, “tiempo Lag” o “valor asintético final”; lo que hace dificil su interpretacién y
necesaria su reescritura en otros términos de acuerdo a la necesidad (Zwietering et al., 1990).

Ejemplos de la reescritura de dos modelos (Gompertz y Logistico) para que adquieran una

relevancia bioldgica, se mostraran a continuacion (segun Zwietering et al., 1990):
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4.4.1 Logistico
El modelo logistico es un modelo que entrega 3 parametros (Umax, Ymax Y A O Yo). La ecuacién

dada por (Zwietering et al., 1990) es la siguiente:

Ymax

Y= {1 N e[%u—mz]}

Ecuacién 1. Donde y,,, 4, €s crecimiento maximo de la poblacion (o biomasa maxima), Umaxes
la tasa de crecimiento maxima (o la velocidad especifica) y A es el tiempo de duracién de la

fase Lag. Las variables son t (tiempo) y y (nimero de individuos o biomasa).

También puede reescribirse la Ecuacién 1 para que el modelo entregue en vez del tiempo de la
Fase Lag (A), el valor de la Biomasa Inicial (y;). A continuacion se presenta una forma
modificada del modelo logistico (Cortés Lépez, Romero Bauset, Roselld Ferragud, & Villanueva

Micd).

= Ymax * Yo
Yo + Umax — YO)e_“max(t‘fo)

y

Ecuacidn 2. Donde Y., €S la biomasa maxima, y, es el valor de la biomasa inicial o
poblacién en el tiempo cero; y pmax €s la tasa de crecimiento mdxima cuando (t-tg)

corresponde al lapso de tiempo que dura la fase exponencial.

El modelo logistico o de Verhululst es un modelo que por su concepto y desarrollo es un buen
comienzo para el estudio de otros modelos matematicos mas complejos. Este prototipo
responde a las limitaciones de modelos mas sencillos como el exponencial o el modelo de

Malthus que predice el crecimiento ilimitado bajo ciertos supuestos (Zwietering et al., 1990).
4.4.2 Gompertz

El modelo de Gompertz también es un modelo de tres pardmetros (Umax, Ymax Y A)- La ecuacién

dada por (Zwietering et al., 1990) es la siguiente:
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1
_ Fmac? g -t)+1
Y = Ymax “Me*

Ecuacion 3. Donde y,,4, €S la biomasa méaxima, A es el tiempo de la fase Lag; y Umax €5 la

tasa de crecimiento maxima.

Si un modelo de tres parametros es suficiente para describir los datos del crecimiento
microbiano, es mas recomendable usarlo sobre un modelo de cuatro pardmetros, porque un
modelo de tres pardmetros es mas simple y por tanto mas facil de usar. También una soluciéon
de tres parametros es mas estable porque sus pardmetros estdn menos correlacionados (M. H.
Zwietering, F. M. Rombouts, K. Van ‘T Riet, 1990). Mas aun, cuando un modelo de tres
pardmetros es usado, los estimadores tienen mas grados de libertad, lo cual puede ser
importante cuando se construye una curva de crecimiento usando pocas mediciones (M. H.
Zwietering, F. M. Rombouts, K. Van ‘T Riet, 1990). Aunque la simplicidad del modelo utilizado
puede llegar a ser una caracteristica deseada, un modelo de dos pardmetros para describir el
crecimiento bacteriano, es ya muy simple y presenta serias limitaciones, como es el caso del

modelo lineal.

La razén para la elecciéon de los modelos de Gompertz y Logistico fue que entre diferentes
modelos ampliamente conocidos (I. J. M. H. Zwietering, F. M. Rombouts, K. Van 'T Riet, 1990;
Tjorve & Tjorve, 2017), historicamente estos dos han descrito muy bien los datos del
crecimiento bacteriano (Buchanan et al., 1997). En la Tabla 2 se observa por ejemplo, que el
modelo exponencial no es un buen modelo para describir el crecimiento bacteriano porque a
pesar de entregar tres parametros, no describe la capacidad de carga del cultivo. El modelo
lineal es muy simple, y la ecuacion de Richards muy compleja para nuestro caso de estudio

particular; como se explica anteriormente:

Tabla 2. Diferentes modelos utilizados en la microbiologia.

Modelo Numero de parametros Ecuacion
Logistico 3 - —
Yo + Wmax — yo)e_”max(t—fo)
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1
_ —#;"ax*e(/l—t)+1
Y = Ymax "M

Gompertz 3

Richards* 4 V=9 {1 4 plkT-0]/? }

Exponencial* 3 y=e*

*Ver descripciéon de los términos de estas dos ecuaciones en (M. H. Zwietering, F. M.

Rombouts, K. Van ‘T Riet, 1990).

19




5) MATERIALES Y METODOS

La cianobacteria marina Synechococcus sp. cepa PCC 7002 se obtuvo gracias a la colaboracion y
buena voluntad del doctor William Cramer de Purdue University. EI montaje para la
administracion de CO, a los medios de cultivo fue instalado gracias a la colaboracién del
profesor Alex Sdez de la Universidad EAFIT. El montaje incluyé un compresor de aire, piedras
difusoras, llaves de paso y tapones de corcho. La densidad dptica de los cultivos fue medida
utilizando un Thermo Scientific™ Evolution 60S UV-Visible spectrophotometer y el conteo

celular se realizé con la Neubauer improved bright-line de BLAU BRAND.

5.1 Condiciones de cultivo para Synechococcus sp. PCC 7002

La cianobacteria marina unicelular Synechococcus sp. cepa PCC7002 (Formalmente conocida
como Agmenellum quadruplicatum PR-6 ) se mantuvo a una temperatura ambiente (aprox.
24°C) bajo condiciones continuas de fotoautotrofia (1,138 pmol fotones m~2s71). La
intensidad luminica se midié con un radidmetro para detectar longitudes de onda alrededor de
los 700nm. La cianobacteria se inocul6 en medio A-D7 el cual contiene exactamente:
0,3M NaCl; 0,008M KCI; 0,012M NaNOj; 0,02M MgSQ,; 0,0025M CaCl,; 15uM FeSO,4; 15uM
EDTA; 8,3mM Tris-HCl pH 8,2; 0,37mM KH,PO,; 7,4nM Vitamina B12 (Ludwig & Bryant,
2011); 1X solucién de trazas de metales (La solucién 1000x de estos metales contiene: H;BO;
2,8g/L; MnCl,.4H,0 1,81g/L; ZnS0,.7H,0 0,222g/L; CuS0,.5H,0 0,079g/L) (Ludwig &
Bryant, 2011). Los cultivos sumergidos con medio A-D7 se mantuvieron, luego de ser
inoculados, con un flujo constante de aire de 23,03 mL s durante toda la cinética. De esta
manera, teniendo en cuenta los datos mas recientes de CO, atmosférico

https://www.co2.earth/, se estima que aproximadamente un 0,04% de CO, entrd a la muestra

de manera constante. El flujo de aire se midio por triplicado utilizando un eudiémetro.

Previo a este montaje se realizd una cinética con las mismas condiciones de iluminacién pero
con una temperatura un poco mayor (28°C) y sin mas flujo de aire que el que entraba al
erlenmeyer cuando se tomaba la muestra. Las diferencias en las condiciones de temperatura
de ambos experimentos se discuten mas adelante (ver RESULTADOS Y DISCUCION) con base en

el estudio de M. H. Zwietering et al., 1991.
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5.2 Crecimiento y medicion de biomasa de Synechococcus sp. PCC 7002 en cultivo sumergido

Se evalud la cinética de crecimiento de Synechococcus sp. PCC 7002 en cultivo sumergido
mediante el cambio en su densidad dptica, con el fin de determinar sus fases de crecimiento.
Para esto, se usé un espectrofotémetro (mencionado anteriormente) midiendo por triplicado a
una longitud de onda de 730nm cada 12 horas aproximadamente. Las muestras se tomaron
durante 20 dias, para un total de 469 horas aproximadamente.

Las graficas presentadas en este trabajo, se construyeron con el software Graphpad Prism 8

(https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/ Versién de prueba), en donde los

datos de las 3 cinéticas independientes fueron modelados utilizando las ecuaciones de
crecimiento Logistico y de Gompertz.

El montaje de los cultivos sumergidos de Synechococcus sp. cepa PCC7002 se inicid con tres
preindculos preparados de la siguiente manera: En 90mL de medio A se vertieron 10 mL de
cianobacterias crioconservadas. Luego cuando los preindculos alcanzan una 0D 3, entre 0,05y
0,1 (tiempo aproximado para salir de la fase Lag consecuencia de la criopreservacion) (Ludwig
& Bryant, 2011), fueron llevados a un volumen de 1000 mL de medio A. Se emplearon tres
erlenmeyers de 1000 mL (marcados como 1, 2 y 3) en donde se vertieron los tres preindculos.
En estos erlenmeyers de 1000 mL se realizé la toma de datos para la cinética de crecimiento

(Ver Figura 9).

5.3 Determinacion de biomasa en medio liquido para Synechococcus sp. PCC 7002

En microbiologia es muy usado el método de McFarland para estimar, de acuerdo a la turbidez
de la muestra, el nimero de bacterias en una suspensidon dada (Hindler et al., 2012). Sin
embargo, este método no es lo suficientemente adecuado para determinar la biomasa de
cianobacterias, debido a que las longitudes de onda en las que se mide la dispersion de la luz
de la muestra estan alrededor de 600 nm. Esto puede llevar a datos muy imprecisos por la
cercania al rango de absorcidn de la clorofila, pigmento presente en cianobacterias. En efecto,
esta es la razén por la cual todas las mediciones de densidad dptica (OD) en este trabajo se
hicieron a 730 nm. También, estudios previos utilizan OD,3, para mediciones del crecimiento
de cianobacterias. Por lo anterior, para cuantificar la concentracidén celular (células/mL) de
Synechococcus sp. PCC 7002 como medida de la biomasa, se construyd una curva de

calibracion con densidad dptica en funcion de la concentracidn celular. Para ello se realizaron
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de 5 diluciones de una suspensidn concentrada de Synechococcus sp. PCC 7002, a las cuales se
les midid la densidad 6ptica a 730 nm, OD;3,. Luego se obtuvo la concentracidn de células de
cada dilucion mediante conteo directo en la cdmara de Neubauer, utilizando la siguiente serie

de diluciones: 107, 1072,1073, 1073,y 107°.

10 ml de Synechococcus A
cricconzervados .
;5;‘ 100 ml de LY
\ Synechococcus
—h.
é = Alcanzan una Toma de
m oD muestras
= 730=005y 0,1 *
ﬁ 5 — - cada 12
b= Alcanzan una  Compresor horas
Compresor 8 ; .
de aire OD;ra.u:D,DS vo1 de aire Modelacion dedatos
al ml de
Mf_'dil:l'ﬁ. 1000 ml
Medio &

Figura 9. Montaje para la medicién de biomasa de Synechococcus sp. cepa PCC7002 en cultivo
sumergido. A. Esquema donde se muestra el uso de preinéculos y los pasos para la
construccion de la curva de crecimiento. B. Montaje real de los preindculos donde se ven las

entradas de aire y el uso de piedras difusoras.
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6) RESULTADOS Y DISCUCION
Determinacion de concentracion celular (biomasa) a partir de densidad dptica
Se construyd una regresion lineal construyé para los datos de OD,3, y concentracidn celular
(células/ mL). Se obtuvo un R? de 0,999 (ver Figura 4 y Tabla 1). La correlacidn lineal obtenida

entre biomasa y densidad 6ptica fue utilizada para extrapolar todos los datos de las cinéticas

de crecimiento (Figuras 5y 6), a concentracion celular.

1.5

0D (au)

1 1 1
0 1000 2000 3000
Biomasa (10° células/ml)
Figura 4. Curva de calibracidon para cuantificacion de biomasa (células/mL). Los 5
puntos graficados aqui se pueden observar en la Tabla 1. Los datos de densidad éptica

(OD) estan dados en unidades arbitrarias (au) y fueron tomados a una longitud de

onda de 730nm; y la biomasa en términos de concentracion celular (células/ mL).

Tabla 1. Valores para la calibracion de OD-5, en funcién de células/ mL

Concentracion celular 0D3 (au)
(células/mL)

1,17x10° 0,002

2,33x10° 0,003
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16,17x10° 0,022

315,33x10° 0,185

2407,00x10° 1,213

En la columna izquierda, resultados del conteo directo en la cdmara de Neubauer de las 5

diluciones: 10, 1072, 1073, 1075, y 107°. En la columna derecha, resultados de la turbidez de

las mismas disoluciones a OD3,.

Determinacidon de parametros cinéticos de crecimiento de Synechococcus sp. PCC 7002 en

condiciones de cultivo sumergido

Las Figuras 5 y 6 muestran las graficas de los datos de biomasa contra el tiempo. La Figura 5
corresponde al modelo Logistico con un R? de 0,8881 vy los siguientes parametros: velocidad
especifica de crecimiento; Umam= 0,01371 h™1, concentracién celular inicial; y, 251,7x10°
células/mL, y concentracion celular maxima; y, 4, = 2614x105 células/mL. Para la Figura 5 Los
valores de V,,q0x Y Yo corresponden a 2614x10° células y 251,7x108 células, respectivamente.
La Figura 6 corresponde al modelo Gompertz con un R? de 0,8564 v los siguientes pardmetros:
velocidad especifica de crecimiento; tmex = 0,02041 h™1, Tiempo en fase Lag; A= -52,28, y Ln
(OD,3¢ maximo/0OD5, inicial); Vyax= 4,027. Para la Figura 6 el valor de y,,,, corresponde

2699,47x108 células.

A000 -
3000 -
2000 1

1000 4

Elomasa (109 células/ml)

0 100 200 300 400 500
t(h)

Figura 5. Curva de crecimeinto Logistico para Synechococcus

sp. PCC 7002. Se observan las concentraciones celulares de todas las muestras tomadas por
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aprox. 20 dias. En el eje x esta el tiempo en horas. Los parametros reportados por el modelo
fueron: Mmax=0,01371h71, ¥0=251,7x10° células/mL, ¥,,4,=2614x10° células/mL. Cada
punto corresponde al promedio de n=3 experimentos independientes y las barras verticales
representan el error estandar de la media. Para el ajuste del modelo logistico se obtuvo un
R? de 0,8881. Los intervalos de confianza del 95% obtenidos para los pardmetros fueron los

siguientes: Uma=0.01125 2 0.01617 h™7; y(=169.4 a 333.9; Yy, =2451 a 2777,

0 100 200 300 400 500
t(h)

Figura 6. Curva de crecimeinto Gompertz para Synechococcus sp. PCC 7002. Se observa el
logaritmo natural de la biomasa (B) realtiva a la biomasa inicial (Bo), estimadas a partir de la
densidad optica relativa a 730nm (OD;3,). Los datos fueron tomados cada 12 horas por
aprox. 20 dias. En el eje x esta el tiempo en horas. Los parametros reportados por el modelo
fueron: Hmex = 0,02041 h™1, A = -52,28 h, Ymax= 4,027. Cada punto corresponde al
promedio de n=3 experimentos independientes y las barras verticales representan el error
estandar de la media. Para el ajuste del modelo logistico se obtuvo un R? de 0,8564. Los
intervalos de confianza del 95% obtenidos para los pardmetros fueron los siguientes:
Umex=0.01693 @ 0.02389 h™1; 1 =-73.02 a -31.54 h; ¥4, =3.917 a 4.137. Los datos utilizados

para la construccion de esta curva fueron exactamente los mismos de la Figura 5.

El modelo de Gompertz, a diferencia del Logistico, se ajusté en términos de pmax, 4 Y Yimax:

Como los datos para estas cinéticas no fueron tomados durante la fase Lag sino después de

que ésta tuviera lugar, por el uso de preinéculos, se observa que el valor que arroja el modelo

es negativo, lo cual carece sentido fisico; pero indica que la fase Lag no estd en el rango de

tiempo en el que se tomaron los datos. Adicionalmente, se observa que la correlacién
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obtenida para el modelo Gompertz fue menor a la obtenida para el modelo logistico, con una
diferencia en el valor de R? en ambos modelos de 0,0317. De otro lado, ambos modelos
presentan una velocidad especifica de crecimiento mas o menos cercana: Logistico:
Umex=0,01371 h™1, Gompertz: tmax=0,02041 h™1; con intervalos de confianza del 95% similares

entre si.

Comparacidn del crecimiento de Synechococcus sp. PCC 7002 con aireacion constante y sin

aireacion constante

En la Figura 8 se observa la comparacion entre una cinética de crecimiento con flujo de aire
constante vy sin flujo de aire. La diferencia en la velocidad maxima de crecimiento (umqx) fue del
doble. Ambas cinéticas presentaron un buen ajuste bajo el modelo Logistico. La cinética
construida con muestras sin flujo de aire constante no estaba completamente en condiciones
andxicas porque cada 12 horas aproximadamente fue necesario destapar el erlenmeyer al
ambiente para tomar la muestra. Nuestros cdlculos permiten estimar un porcentaje de CO, de

aproximadamente 0,04% para los experimentos con aireacion constante.

A. Con flujo de aire constante

2.0+
1.6‘ et T
e, P49t
2 B
=~ 1.04 v Thﬁ
Q v .#f
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0.54 %},?
M
.
0.04— r v v v y
0 100 200 300 400 500
t(h)
2.0+ B. Sin flujo de aire constante
1.54
) i
§ 1.0 4_‘4"’
... >
0.5+ o,
e
0.04=

0 100 200 300 400 500
t(h)
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Figura 8. Evaluacion del crecimiento de Synechococcus sp. PCC 7002 con aireacidn constante
y sin aireacién constante. Los datos representan densidad dptica contra el tiempo de un
cultivo con flujo de aire constante (aprox. 0,04% CO,) (panel A) y un cultivo sin aireacién
constante (panel B). A. Con flujo de aire constante: La grafica fue construida haciendo uso
de la ecuacion logistica y entregd los siguientes parametros: pmex=0,01354 h™1; y,=0,1322
au; ¥Ymax=1,321 au. Cada punto corresponde al promedio de n=3 experimentos
independientes y las barras verticales representan el error estandar de la media. Para el
ajuste del modelo logistico se obtuvo un R? de 0,8886. Los intervalos de confianza del 95%
obtenidos para los parametros fueron los siguientes: pma= 0.01113 a 0.01596 h™1; y,=
0.09033 0 0.1741 au; Ymax= 1.239 a 1.403 au. B. Sin flujo de aire constante: Los datos para
esta grafica corresponden a un sélo experimento (n=1). La gréfica fue construida haciendo
uso de la ecuacidn logistica y entregd los siguientes parametros: gma= 0,007176 h™1; Vo=
0,1922 au; Y,nax= 1,480 au. Para el ajuste del modelo logistico se obtuvo un R? de 0,9592.
Los intervalos de confianza del 95% obtenidos para los pardmetros fueron los siguientes:

Hmax= 0.005329 a 0.009023 h™1; yo= 0.1440 a 0.2405 au; Ypq.= 1.216 a 1.743 au.

La falta de CO,, parecio ser un factor limitante para el 6ptimo crecimiento de Synechococcus
sp. cepa PCC 7002 y el montaje con aireacion resulté ser mas ideal para el crecimiento
eficiente de la cianobacteria. La diferencia de 4 grados en la temperatura de ambos
experimentos es considerada insignificante para la evaluacién de los pardmetros que
arrojan ambas curvas de crecimiento con y sin aireacién. Esto es, porque de acuerdo con el
estudio realizado por (M. H. Zwietering et al.,, 1991), una diferencia de 4 grados en la
temperatura de un cultivo microbiano solo crea una diferencia en la velocidad especifica de
crecimiento de 0,2. En dicho estudio se muestran varias ecuaciones para el crecimiento
microbiano con un ajuste para tener en cuenta diferencias en la temperatura (ver M. H.

Zwietering, B. E. Hasenack, J. C. de Wit, K. Van ‘T Riet, 1991).
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Células/ml

Figura 7. Desarrollo visible de la concentracién celular en el tiempo. Seis de las 36 muestras
totales de la cinética se muestran en esta imagen. Las muestras 1 y 2 fueron tomadas hacia
el principio del crecimiento, las 3 y 4 hacia la mitad y las muestras 5 y 6 hacia el final del
muestreo. El aumento visible en la clorofila es un indicador cualitativo del aumento de la
concentracion celular. La turbidez en la muestra, ademds del verde caracteristico por la

presencia de clorofila, es un indicador de la integridad celular en la suspensién.
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7) CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Los parametros cinéticos del crecimiento de Synechococcus sp. PCC 7002 bajo 1,138 umol

fotones m™2

s™1 de intensidad luminica, aprox. 0,04% de CO, en aire y una temperatura
aproximada de 24°C en Medio A (Arnon, Mcswain, Tsujimoto, & Wada, 1974); fueron:

Umax=0,01371 h™1, v,=251,7x10° células/mL, Y;,q,=2614x10° células/mL.

En este trabajo se observd que la adicidon de una cantidad tan baja de CO, como 0,04%
permite alcanzar valores de densidad dptica en la mitad del tiempo que tomaria alcanzarlos sin
flujo de aire constante (con 0,04% de CO, se duplica el valor de pma). Sin embargo para
obtener resultados concluyentes del cambio en la velocidad de crecimiento en funcién del CO,
se deben realizar futuros experimentos para obtener datos adecuados para la realizacién de

una prueba de hipodtesis.

Aunque no existe una motivacidon especifica para utilizar el modelo de Gompertz sobre el
modelo logistico es usual evaluar diferentes modelos para comparar cual de ellos explica mejor
los datos (Zwietering et al., 1990). En este trabajo el modelo que mejor explicd nuestro
conjunto de datos del crecimiento de Synechococcus sp. PCC 7002 fue el logistico con un R? de
0,8881 y tres parametros bioldgicamente relevantes. El modelo de Gompertz aunque tuvo un
R? similar (0,8564), el pardmetro que corresponde al tiempo de la fase Lag no tuvo sentido
fisico porque arrojo un valor negativo para los datos de este trabajo; lo cual se puede explicar

por el uso de preindculos.

Es importante considerar la cianobacteria Synechococcus sp. PCC 7002 como un organismo
ideal para el estudio protedmico. A partir de los datos obtenidos en este trabajo se puede
conocer la duracidn y el momento aproximado de la fase exponencial en la que las condiciones
celulares son constantes y los niveles de expresién protéica no varian drasticamente (Monod,
1949). Ademas, como las muestras de proteinas intermembranales se extraerian de una
suspensidn de cianobacterias y no por un proceso de extraccién de organelas eucariotas, las
membranas celulares estarian mas intactas que las de un cloroplasto. Por lo anterior y por la
facilidad de medicién de biomasa utilizando densidad éptica, se sugiere realizar un estudio
comparativo de las proteinas de membrana de Synechococcus sp. PCC 7002 con las proteinas

intermembranales de cloroplastos.
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Finalmente aclaramos que la curva de calibracion para la determinacion de biomasa a partir de
datos de densidad dptica, debe ser mejorada (para su debida estandarizacidn) de la siguiente
manera: Primero, hacer al menos otras dos réplicas del conteo celular con sus respectivas
densidades épticas y volver a hacer la regresidon lineal con la media de los tres conjuntos de
datos. Segundo, validar la informacién de la curva de calibracion asi construida, midiendo la
concentraciéon celular y la densidad éptica de muestras de cianobacterias tomadas al azar

durante el crecimiento bacteriano.
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