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ABRSIURACYT. Fhe combined effect of two types of eryoprotectants (sur-
bitol 1 mokt. and dimetylsulfoxide 5 %) was studied on the vitality of
Catharnnthas roscus cclls by respirometsy before and afier freezing. It
was shown that a variation of the time of preculiure with the Ffirst
cryoprotectant from 1 to 48 h redoced significantly the vitality so as the
cell washing did. [t was observed that the best resulls were obtained
with: prcnullurc Ltin sorbnul 1 molfl. + preculture 1 hin DMSO 5 %
by freezing 1 °C/min to <40 °C follow. of inmersion in liquid niteogen and
fast thaw without any further cell washing Lo remove the cryoprotectants.

KESUMEN. Se estudid ¢l efecto combinado de dos croprotectores
(soriitol § mol/L y dimetilsuifsxido 5 %) sobre la vitalidad de las células
de Catharanthas veseus por respiromelria antesy despuds de la conge-
facion, determinanda Jos 2§ de Oxigeno/hora consumidos por las células
tratadas. Se conststd, que al variar de 1 .a 48 h el tiempo de precultivo
con ef primer crioprolector [ vitalidad se redvcia considerablemente, asi
como, que fue sigaificativo ¢1 detevioro celular con el lavado de tos
ericproicetores después de la congelacidn. Sc observo que 2 variante
que garantiza una mayor vilalidad de las células cs la correspondiente
a: precoltiva de 1 h en sorbitol T moi/L. + prcculilvo de 1hen d:mcul-
sulléxido'S % con un régimen de congelacion de | °C/min hasta <40 r
e inmersién en nitrégeno liuido y descongelacion rdpida sin el lavade
uiterior de las células para eliminar los crioprotectores.

INTRODUCCION

Las lineas celulares derivadas del Catharanthus roseus
constituyen una fuente de produccion de alcaloides cdn actividad
antiturnoral, siendo por tanto, su conservacidén estable con fines
farmacéuticos de gran interés,

La forma més eficaz de lograr la preservacién a largo plazo
consiste en Ja inactivacién temporal de las funciones metabélicas
por el etecto de las ultia bajas tempergiuias, en el orden de los
-196 °C (temperatyra del nitrdégeno liquido}, lo que cemdnmente se
danomina: crioconservacian,

Sin embargo, pocos o sélo algunos cultivos tisnen una resis-
tencia natural af frio, por lo que necesitan la aplicacion de sustancias
crioprotectoras adecuadas, antes de ser sometidas al proceso de
congelacibn,

El objetivo del prest‘a‘Me trabajo ha sido e! estudio del efecto
de los crioprotectores antes y después de la congelacién sobre ta
vitalidad de las células de Catharanthus roseus. /

MATERIALES Y METODOS

Se utiiizaron suspensiones celuiares de Catharanthus ro-
seus de |a linea clasificada By, oblenidas a partir de callos cultivados
durante 3 & 4 semanas en medio Murashige-Skoog, suplementado
con 2 rmg/L de 2,4 4cido diclorofenoxiacético, 0,1 mg/L de kinstina
y solidificade con 0,6 % de agar.

Los callos se pasaion al mismo -medid de cultivo pero en

forma liquida en erlenmeyers de 250 mL los que se colocaron en
una zaranda orbital 8 150 rfmin durante 7 d .

Traiamiento con crioprotectores

tas soluciones crioprotectoras: (sorbitol 1 mol/l y
dimetilsultéxido (DMSO) al 5 %}, fueron preparadas previaments
en el medio de cultivo mencionado anteriormente.’

La aplicacion se realizé de {a forma siguiente:

Tratamiento 1: precultivo en sorbilol 1 mol/L en 3 variantes
que difieren entre si de acuerdo al tiempo que dura sl tratamiento.
{1, 24y 48 h}.

Tratamiento ik precultivo en DMSO 5 % durante 1 h, después
de concluir el matamiento |

" Los crioprotectores se ahadieron a temperatura ambiente y a
o°C, respeciwamente equilibrando la temperatura en un bafo de
higlo.

Congelacién
Las muesiras se congelaron en crioviales de poliestireno de
1 mL a un régimen de 1 “C/min, desde O hasta -40 °C con la

postenor inrmersion en nitrtbgeno quuldo donde permanecieron du-
rante 24h .

La velocidad de enfriamiento se garantizé mediante un sis-
tema sencillo utilizando un frasco de 1 000 mL que contenia alcohol,
siendo colocado en un termo con nitrégeno liquido hasta un nivel
pretijado.?

Descongelacitén y tralamiento
post-descongelacion
La descongelacién se efectud en un bafio de Maria a 40 °C,

equilibrando las muestras descongeladas posteriormente a O °C
durante 15 min en un bafo de hialo.

A todas las muestras una vez descongeladas se les aplicaron
dos tipos de ratamiento: lavado de los crloprotectores con medio
fresco (3 veces) y sin lavado.

Prueba de vitaiidad

La vitalidad de las células iratadas antes y después de la
congelacién se determind por respirometria, expresando los resul-
tados en il de oxigenc consumnidos por hora.
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Lal mediciones se realizaton manométncaments, S midia-
ron los cambios de volumen del gas conlinado en un sistulia

certado, auna temperatura de 30 °C y se hevaron a cabo aint=rralos ’

de 20 min cada una con tres réplicas para cada determing sdn.

El procesamienio estadistico de los resultados se realizd
mediante un analisis de covarianza.

Las variantes expser! imentaies desarrolladas se muestran 87 a

‘exposicoin ds oy oflaia
- whlag,

Tablzs i . Fl
TABLA ! ° _
" Representacién esquematica de los diferantes tratamlentos
sgplicadou
V ariante i Tratamientos
Pra.congelacion Pagt-congelacion
FPracultivos Lazrade de crioprotectores
t " . S hlr
1 24 48 1
{h)
1 X - - X X -
2 X « - X - X
3 - X - X X -
4 - X - X - %
5 - - X X s X -
6 - - X X - X
RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados correspondiantes a las medicicnes dv 1a res-
piracion se reflejan &y la Tabla il

TABLA B
Mediciones da la respiracidn de la céluias tiatadas
. anies y después de la congelacidn
Precultivos Tratamiento
Variantes - ] - H Post-descongeiacion
ML oxigeno/h .
R 133.76 10552 - 3,10 (2;6)
(3:4,5;6) {3,4,5,6) ‘
2 133,52 105,52 40,22(1;3;4;5)
3 100,95 85,50 0,80 {2;6) _
_ {1;2;5;6) (1;2:5:8) -
4 110,95 8550 12,31(2)
L 8522 5594 . 3,93(2:6)
_ (1,2;3;4). (t:2:3;9)
6 85,22 . 55,94 26,28(1:3;.5)

Los nameros antre paréntisis expresan las variantes con las que
exsicten diferencias significativas, (p < 0,05)

Ss pusde apraciar que paii las virianiss del prerultwu {los
mejores resililados e L nuvieron para &l gatamientn de menar
tiemnpo {1 by, pues 2n s medita &0 gua aur-entd el tiempo de
4 erinprotector aisminuyt la vitalidad de

Edte fendmiano o518 esuechonwents relacionads con el su
muento de fa concentracién de schito =n nedio extragelular par la
prasgncia dsl crioprotectc;, io que provoca la dashidraizeidn parcial
diias ce#_uias won la inhererde conu acciln de! protoplasto complete
¥ $ug compartim.entos individuales y aunqguie las inembianas tGle-
ran considersbles uefm?m“-n@ s rle ja ordenacitr espaciai de las
mMaciomoiBe: ias gua Ia no*npar.en Ia rad: seesdn det veluren calubr:
an ooawnnes os otal 4 .

lguaimente ooird para e precul??w; 1, donde ada” .’—.s 58
adiciona e efecto cel otro comuonents e ja Meztia cnopreecture
{CA30). Cate eriog owedion o smbarge fachid 1a toiuranca e iag
calutas A 13 CONQEiacidn 1o gi e 1¢ Hourid rop wacultivos sdio en
sorbitol 1 moi/; . segin 125 expaiiancias L. wiminarey realizadas,

Er 'umto al tratarnisnto dalavada de las muestras se puede
aproiar Gl e of Lost e dul s oliuias 1o §¢ lavaron, ios resui-
tados mew? me,bie.-., il poede que $29 Jabido s que con el
Lyade se Glemindye brisoarments ix o ntracin del medio de
suspensian de g chlulas or i gue weunw un esirds dsiadtice,
adamas de que puede courrr la  arhiua de solulos vilales poy {a
exiraceion del propin medio caon s ninprot o .

Bl mejor ratamiento que gave ks un® inayol vitahdadg de id
suspensitn celular de Catharatinug rczeus anfes y descubs dela

_ congelacidn fuea correspondienw: & iaveriarde 2, o qus fus cone-

Yrado oon =i anailsis est=disien aplicad.

GO?‘ 1l U‘é"f}f‘é&‘}

o1 te trabajo mostrd ¢ gue wr tas variantes Je precuitivi
i arntiza ia mayor

El praay
s Shgpiotetivies eoiu?
vitalicad .ie ias ceiuls : 12 & sorressoade al
precultive e [ hen o i “\0‘/1 + TRCULYG de hen OMSO
& v con un régimes de enngelacion de 1 “Cirin brota 40 "C e

inmersidn g rabdgene Tusdo.
Segom probd aus las chules se mantuvierss: & -+ medin con
103 crinwiotector:s despuds de il eongrlacidn tenis mayor vitah-

dad que aquéllas que $é lavaron, 1o Jue demuostra fque son muy
susceptibies a los cambins de tonicidad -let m=dio de suspensién.

‘Se recomienda seguir estudiands tiempos de orecultives
inferiores y formas més {eves de extraccion de i cncprotectores.
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‘El Sistema Internactonai de Unidades y su aphcac:on
en las Ciencias Exactas

Rafael Le6n Rodriguez y Rafael Le6n Avendafio

Contiene las definiciones y conceptos de las diferentes magnitudes. Ei Sistema internacional de
Unidades (51}, Unidades Bésicas, Unidades Suplementatias. magnitudes v unidades derivadas, tablas
de unidades derivadas, unidades no perteriecienies al 8I cuyo uso se permite por tiempo indefini-
do. Relacién de constantes que se empiean en Quimica. Dimensiones de fas unidades. Ecuaciones
Dimensiopales. Reglas generales para =/ 1:50 de las unidades SI. Reglas para e! uso de las unidades
derivadas.  Indicaciones sobre el emplec de prefijos. Normias para le sefializacién de los efes en los
gréficos y encabezamiento de columnas en tabias cuantitaiivas. Ejempfos del empleo del Sl y Bi-
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