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Introduccién. Recientemente, el andlisis de imagenes ha

sido propuesto como una herramienta Gtil para determinar
las caracteristicas de células vegetal es tales como: viabilidad,
forma, tamafio y contenido de metabolitos secundarios (1).
El uso de esta técnica reduce la subjetividad, permite la
automatizacion y puede contribuir a un mejor entendimiento
de las condiciones fisioldgicas de las células presentes en €l
fermentador (2). Debido a lo anterior, € objetivo de este
trabajo fue establecer un método para la determinacién de
viabilidad en células vegetales mediante el uso de tincion
diferencial y andlisis de imégenes. Ademas, andizar €
efecto de diferentes niveles de dafio en el desarrollo de los
cultivos.

Metodologia Se utilizaron cultivos en suspensién de células
vegetal es de Cinchona robusta, las cualesfueron sometidas a
dafio fisico por medio de shock electromagnético en un

horno de microondas (Samsung, modelo MW8610T), a
diferentes tiempos de exposicion. Las células fueron
observadas en un microscopio (Nikon) y el andlisis de
imagenes se llevé a cabo con el sistema Image Pro Plus v1
(Media Cybernetics, USA). La viabilidad se determiné por

medio de la diferencia de area de las células tefiidas (vivas)
con una solucién de diacetato de fluoresceina (FDA) vy €l

area de las células vistas en un campo de luz normal (células
totales). Ademas, se realizaron pruebas de recrecimiento con
células que fueron dafiadas en diferentes grados. L os cultivos
se sembraron en matraces Erlenmeyer de 125 mL siguiendo
su crecimiento durante los siguientes 15 dias.

Resultados y Discusion. En el cuadro 1 se observa el dafio
delascélulasde C. robusta en funcion del tiempo.

Cuadro 1. Porcentaje de viabilidad en células de C. robusta
sometidas a dafio por shock el ectromagnético*

Tiempo de exposicion (s) Biomasa viable (%)

0 83
6 78
9 74
12 39
15 16

*Potencia 5 (que corresponde a 5 % de 1400 W).

Los resultados muestran que a los 6 y 9 segundos de
exposicion, la viabilidad no es afectada de manera
importante; sin embargo, la exposicién durante 12 segundos

reduce a 39% la biomasa viable. Con €l objeto de analizar
como afecta el dafio generado a las células en el desarrollo
del cultivo, las células dafiadas fueron recrecidas en medio
liquido. Los resultados se muestran en laFigura 1.
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Figura 1. Prueba de recrecimiento de células de C. robusta.

Los cultivos dafiados por 6 y 9 segundos crecieron en forma
similar que el control (sin dafio), mientras que las células
dafiadas por 12 segundos muestran una fase lag de hasta 10
dias y posteriormente se observd una fase exponencia de
crecimiento, alcanzando concentraciones de biomasa
similares ala del control. En el caso de las células expuestas
durante 15 segundos, no se observé crecimiento. Los
resultados sugieren que existe relacion entre la viabilidad
medida por andlisis de iméagenes y las pruebas de
recrecimiento.

Conclusiones. Los resultados obtenidos muestran que
dependiendo del porcentaje de dafio ocasionado a los
cultivos de C. robusta se puede afectar el desarrollo del
cultivo retardando su fase lag o impidiendo su crecimiento.
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