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INTRODUCCION

A pesar de que la presencia de protozoos en el rumen se conoce desde 1843, el
estudio de su metabolismo y la valoracion de su papel en los procesos de digestion
ruminal se ven limitados por las dificultades que presenta su cultivo (Williams vy
Coleman 1992). El mantenimiento /in vitro de los protozoos requiere su alimentacion
diaria con pequefas cantidades de sustrato, lo que lo hace muy laborioso. Por otra
parte, son muy sensibles a la refrigeracién y se rompen en un proceso de congelacion
convencional (de la Fuente y col., 2002). El establecimiento de las condiciones optimas
de congelacion de protozoos ruminales es complejo, y existe muy escasa
documentacion al respecto (Marcin y col. 1992, Kisidayova, 1996; Nsabimana y col.
2002). En este trabajo se desarrolfa un método de criopreservacion del protozoo
ruminal Entodinium caudatum, haciendo hincapié en el ritmo de descenso de la
temperatura de refrigeracion y congelacion durante el proceso.

MATERIAL Y METODOS

El monocultivo de E. caudatum se obtuvo a partir de una o dos células de una
muestra de liquido ruminal ovino, capturadas empleando una pipeta capilar mediante
observacion en microscopio. Las células se cultivaron en anaerobiosis en tubos con 10
ml de medio M (Dehority 1997). Los cultivos fueron alimentados diariamente con 0.1 ml
de una suspension de 1.5 % maiz y 1.0 % alfalfa molidos a 1 mm. Dos veces por
semana se transfirieron 5 ml de cultivo a otro tubo con 5 mi de medio fresco con una
pipeta de boca ancha. Dado que los protozoos necesitan bacterias vivas para
sobrevivir, las condiciones de esterilidad se limitaron a evitar la contaminacion
protozoaria. Todas las manipulaciones de los cultivos se realizaron bajo corriente de
COs. El cultivo se mantuvo estabilizado durante unas 4 semanas antes de iniciar el
experimento.

Se centrifugaron (300 x g, 5 min) 10 ml de cultivo de E. caudatum, descartandose
9 mi del sobrenadante. El residuc se dividié en alicuotas de 100 ul distribuidas en 8
tubos eppendorf, a los que se afadieron 100 pl de una mezcla de conservacién
preparada a base de leche en polvo y yema de huevo, incluyendo también glicerol. Las
muestras se llevaron a 5 °C, y tras 10 min se afiadieron 4 dosis de 25 ul de una
solucion de glicerol a intervalos de 6 min para favorecer la entrada del glicerol en las
células. Tras 30 min, se distribuyeron en pajuelas de 250 ul selladas con aicohol de
polivinilo y se congelaron a —80 °C. Para descongelar, las pajuelas se sumergieron
individualmente en un bafio de agua a 38 °C durante 4 6 5 segundos.
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Se establecieron dos rampas de descenso de temperatura, de 1 y 4 °C por
minuto, hasta alcanzar los 5 °C. Se emplearon 3 muestras del mismo cultivo para cada
rampa, determinandose la viabilidad celular al inicio (38 °C) y al alcanzar los 15y 5 °C.
Ademas, tres pajuelas de cada rampa de refrigeracion se descongelaron tras 72 h y se
determind la viabilidad y el nimero de células por pajuela.

La viabilidad de las células del cultivo, estimada en funcion de la integridad de
membrana, se verificdé mediante tincion de fluorescencia, afadiendo a 250 ul de cultivo
una mezcla constituida por 5 ul de formaldehido, 5 pl of ioduro de propidio y 5 ul de
diacetato de carboxifluoresceina e incubando a 37 °C durante 15 minutos (adaptacion
del método de Harrison y Vickers, 1990). La proporcion de células viables (membrana
intacta, tefidas en verde) y no viables (membrana dafiada, nucleo rojo) en muestras
duplicadas de 15 ul se determiné visualmente en un microscopio de fluorescencia a 100
aumentos. La concentracion de protozoos en las pajuelas tras su descongelacion se
determindé mediante recuento de células en microscopio 6ptico a 100x aumentos, a
partir de 150 ul de la muestra tefiida para fluorescencia, a la que se afiadieron 200 ul de
formaldehido 18 %, una gota de verde brillante y 1 ml de glicerol.

RESULTADOS Y DISCUSION

La proporcién de células viables en funcion de la rampa de descenso de
temperatura se presenta en la Figura 1. La viabilidad descendié de forma lineal con la
temperatura entre 38 y 5 °C (p = 0.001). Sin embargo, no hubo diferencias entre 5 °C y
las muestras que se congelaron a —80 °C (p > 0.05), alcanzandose proporciones de
células viables del 50 % después de la congelacion. No se registraron diferencias
significativas entre rampas de descenso de temperatura, ni en la interaccion rampa x
temperatura (p > 0.05). La misma comparacion entre resultados se obtuvo al corregir
los valores de viabilidad en funcion de la proporcion de células viables a 38 °C. En un
experimento anterior, el descenso de temperatura de 38 hasta -20 °C sin modificar las
condiciones del medio redujo la proporcion de ceélulas viables de 83 a 25 % (de la
Fuente y col., 2002), lo que demuestra la necesidad del tratamiento previo a la
congelacion. Trabajos de otros autores refieren tasas de recuperacion de células de 8
% para E. caudatum (Marcin y col., 1992) y entre 43 y 80 % para los grandes
entodiniomorfos (Kisidayova, 1996).

En cualquier caso, el recuento celular de las muestras descongeladas muestra
una concentracion de E. caudatum de 1062 (+ 643) y 832 (+ 368) células por pajuela
para las rampas de 1 y 4 °C por minuto, lo que, asumiendo las proporciones de
viabilidad observadas, supondrian 534 y 419 células viables por pajuela, lo que parece
garantizar el mantenimiento del cultivo tras su descongelacion.
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Figura 1: Viabilidad (proporcion de células con membrana integra) de E. caudatum en
funcién de la rampa de descenso de temperatura (e.s.m. = 5,89).
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