Aspectos logisticos de manejo y determinacion de la estabilidad genética de
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INTRODUCCION

La crioconservacion es una estrategia complementaria dentro del esquema de
conservacion ex situ de los recursos fitogenéticos de especies de propagacion
vegetativa o con semillas recalcitrantes. El establecimiento de un banco basico
bajo condiciones de crioconservacion, para la conservacién a largo plazo de
una coleccion de germoplasma, requiere del desarrollo, evaluaciéon e
implementacion de una metodologia de crioconservacion aplicable al mayor
nimero de accesiones de la coleccion.

En el Centro Internacional de Agricultura Tropical-CIAT se desarrollé una
metodologia de crioconservacion de apices de yuca usando la técnica de
Encapsulacion-Deshidratacion, con la que se almacend en nitrégeno liquido
una copia de la coleccion nicleo de yuca Manihot esculenta Crantz (619
accesiones). Esta evaluacién generé informacién valiosa para determinar: (1)
la capacidad de rebrote después del congelamiento, (2) los aspectos logisticos a
tener en cuenta para el establecimiento de un banco basico de la coleccion de
yuca, y (3) analizar la estabilidad genética de los materiales crioconservados.

MATERIALES Y METODOS
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Se considera como valor minimo de respuesta en formaciéon de brote un
30% después de la congelacién. Con los datos obtenidos se puede concluir que
la metodologia es aplicable a la mayoria de los genotipos (66.4%) (Figura 1).

2. Se establecieron aspectos logisticos de manejo en la coleccién tales como:
(a) 60-100 apices/clon distribuidos en 6-10 viales; (b) cada vial con 10 unidades
encapsuladas; (c) tejido joven mantenido en medio 4E (Roca 1984); (d) pre-
tratamiento en medio suplementado con Kinetina por 3 dias previos al inicio
del proceso de Encapsulacion.

3. Para el manejo de inventarios y seguimiento del material almacenado se
desarrollo una base de datos escrita en MySQL que permite ubicar
espacialmente cada uno de los tubos almacenados y hacer su respectiva
anotacion. Esta base de datos combina datos morfolégicos, isoenzimaticos,
ubicacion espacial con datos de respuesta acumulada a la crioconservacion en
el tiempo.

4. Anilisis de patrones morfolégicos, isoenzimaticos y moleculares (mediante
AFLP’s) han sido desarrolladas para determinar la estabilidad genética en
una muestra de los materiales almacenados. No se reportaron diferencias
significativas entre los controles in vitro y el material congelado.
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Figura 1: Nimero de clones y porcentaje de respuesta de formacion de brotes después de la cri
en nitrégeno liquido usando el protocolo de Encapsulacién-deshidratacion desarrollado y ajustado en el CIAT.
Total de material crioconservado = 619 clones

Figura 2: Detalle de la pantalla del programa de manejo CryoGen desarrollado para el manejo del Banco
piloto criconservado de yuca por Ants Webs.

Figura 3: (A) Comparacién de los descriptores morfologicos en raices de material crioconservado y control in
vitro (B) Patrén electroforético obtenid di las i i o-B-Esterasas en hojas en material control
de yuca. (I=In vitro) y congelados (C= Cryo).

PERSPECTIVAS

(1) Implementacion del protocolo de crioconservacion en la coleccién total y
establecer un duplicado de la coleccion (2) Establecer un protocolo alterno de
crioconservacion para los materiales de baja respuesta.




