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Método lote-semilla

[ 3 4
Introduccion
El CNREF realiza las actividades de diagndstico y referencia con oportunidad, transparencia Consiste en tener el resguardo de la cepa original la llamada cepa madre, de ahi se
y sustento cientifico, tiene como misidn servir de referencia en la deteccién de plagas obtienen la primer replica y posterior a esa se hacen las siembras que sean necesarias,
vegetales de manera oportuna, preservando la sanidad vegetal del pais. Dentro de los conservando asi la cepa original, de esta forma aseguramos que se mantengan las
principales fitopatégenos que afectan los cultivos se encuentran las bacterias, las cuales caracteristicas originales.
estan distribuidas en todas las regiones agricolas del mundo. Estos microorganismos
atacan arboles, plantas, flores, frutos, semillas, etc., y se diseminan a través de material ' CEPA ORIGINAL
propagativo. - .. . 1 PASE
La preservacion de bacterias fitopatdégenas es de suma importancia, ya que permite la
optima supervivencia del ejemplar por diferentes periodos de tiempo sin alterar sus Verificar: - -
caracteristicas morfoldgicas y bioldgicas (Fahy, Persley y South, 1983) S A
Con la finalidad de conservar las bacterias fitopatogenas como controles positivos e :\Fifg;:ad . %" )
mves.tlgac,lor), se tienen resgugrdados los e]emplgres que han.5|do,detectados a traves de Estabilidad > PASE - . f ; 5 -10 copias de
un diagnostico eficaz y confiable, el Laboratorio de Bacteriologia cuenta con distintas Genética - = " la cepa
técnicas de caracterizaciéon de cepas bacterianas, aisladas de diversos cultivos nacionales |
e internacionales, las cepas son de suma importancia biolégica, agricola y econdmica.
Esta coleccion servirdA como material de referencia y de consulta, para personal
relacionado con el diagndstico e investigadores cuyos estudios contribuyan al manejo de " . " ) J—
plagas dentro del pais. ' | COPIAS DE
¥ RESERVA

" 5-10 copias / tubos

Objetivo ,

. . . . s (25 -50 copias)
Mantener vivo o en dormancia un cultivo celular por largos periodos
Contar con resguardo del material, que servira de apoyo para la referencia
Mantener la viabilidad y las propiedades genéticas

Posteriormente reproductividad

25 cuentas en cada vial

25 * 10 = 250 cepas viables

o J Cepa original (1) x No. de tubos de reserva x 25
Materlales y MEtOdO = tote?l de éuc)encas equivalente al total de
El trabajo se realizd en el Laboratorio de Bacteriologia del Centro Nacional de reservas
Referencia Fitosanitaria (CNRF) las cepas se obtuvieron de muestras que llegan a . s . .
laboratorio para su diagndstico y de verificaciones. Conservacion a -20°C y -80°C

ES necesario contar con una buena caracterizacion e identificacion Este método se basa en la limitacion del metabolismo usando un agente protector

) gue recubre la célula. Los llamados que actlan el proceso proceso de congelacion el
Preparacion de de la muestra. cual debe ser gradual para evitar dafos.

Tener una correcta caracterizacion del patogeno

Activacion de las cepas Siembra \
- ’ / (= | =
»  Conocer el patogeno > Estria cruzada Y 'l ., ‘ 14
Tomar 100p v/vde ' |
: : CEPA PURA | lialid : '
medios: generales g .= ¢ § £
. 2. ’ : MEDIO DE CULTIVO GLICEROL
semiselectivos y selectivos 1B/ Liquido estéril ESTERIL - CRYOBANK
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MEZCLARLA
MUESTRA

SUSPENSION
BACTERIANA

Verificar la morfologia colonial

Con la ayuda de un
microscopio estereoscopico se
observa que la colonia
bacteriana este pura y la
morfologia corresponda al

TOMAR 100uI DELA
SUSPENSION

genero.
Verificar de puntos claves
>Cultivo (PURO) =
>Que este viva (VIABILIDAD) CEPA MADRE pees
»>No tenga cambios (ESTABILIDAD GENETICA) R —
UtilizaCién de CriOPrOtECtOres  CRYOBANK ETIQUETADOS LISTA
RESGUARDO A -80°C y -20°C ENFRIAR A 4°C EL MATERIAL A PARA CONSERVAR
Es importante RESGUARDAR
usar un
protector: Resguardo
Leche
descremada
_ Proceso de
‘ongelacién
Enfriar a 4°C un par
de horas

Posteriormente pasar
-20°C “0” -80°c de ser

Resultados

OBIJETIVOS

> Estandarizacion del Proceso de conservacion ga bajas temperaturas

> Se minimiza al maximo el riesgo de cambio genético en las células y las mantienen
viables hasta por un periodo de 6 meses a 1 ano.

> Con el método de crioconservaciéon se cuenta con 50 y sus replicas con un total de
2250 cepas almacenadas a temperaturas de -20°Cy -80°C Bibliografl'a:

> Utllizando este memdo se 9'?t|ene un tiempo de supervivencia prolongado sin Fahy, P., Persley, S. 1983. Plant Bacterial Diseases. A Diagnostic Guide. Academic Press. Sponsored.
alterar caracteristicas morfologicas y geneticas. Australasian Plant Pathology Society.

> Implementacion del Sistema lote-semilla para conservar a -20°C y -80°C
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