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Prélogo

Los recursos fitogenéticos son un recurso estratégico en el corazén de la produccién
agricola sostenible. Su conservacién y uso eficientes son fundamentales para salvaguardar
la seguridad alimentaria y nutricional, ahora y en el futuro. Para cumplir este desafio se
requerira un flujo continuo de cultivos mejorados y variedades adaptadas a condiciones
de agro-ecosistemas particulares. La pérdida de la diversidad genética reduce las
opciones para la gestidn sostenible de la agricultura resistente, ante entornos adversos,
y condiciones meteorolégicas que fluctian rapidamente.

La buena gestién de los bancos de germoplasma salvaguardan la diversidad genética
y la ponen a disposicién de los mejoradores. Las Normas para bancos de germoplasma de
recursos fitogenéticos para la alimentacién y la agricultura, preparadas bajo la direccién
de la Comisién de la FAO de Recursos Genéticos para la Alimentacién y la Agricultura,
y aprobadas en su decimocuarto perfodo de sesiones de 2013, establecen las normas
que deben seguirse para la conservacidn de los recursos fitogenéticos. La Comisién las
reconoce como un valor universal en la conservacién de germoplasma en todo el mundo.

Las Normas voluntarias abarcan tanto las semillas en bancos de germoplasma como la
multiplicacién vegetativa del material de siembra, incluso en los bancos de germoplasma
de campo. Ellas constituyen el punto de referencia para las mejores practicas cientificas
y técnicas actuales, y reflejan los instrumentos internacionales claves de politica para la
conservacién y utilizacién de los recursos fitogenéticos. Son una herramienta importante
en la ejecucién del Tratado Internacional sobre los Recursos Fitogenéticos para la
Alimentacién y la Agricultura, y un componente de apoyo del Segundo Plan de accién
mundial para los recursos fitogenéticos para la alimentacién y la agricultura. La gran parte
de las 7,5 millones de accesiones de banco de germoplasma del mundo son de los cultivos
de los cuales los seres humanos y el ganado més dependen como alimentos y piensos,
que incluyen las especies silvestres y variedades locales importantes, pero también otra
parte son de los cultivos de importancia local y las especies infrautilizadas.

Las Normas fomentan la gestién activa de los bancos de germoplasma, y
proporcionan un conjunto de enfoques complementarios. Reconociendo que en el mundo
mas de 1.750 bancos de germoplasma que difieren en el tamafio de sus colecciones y de
recursos humanos y financieros disponibles, estas les ayudaran a los encargados de los
bancos de germoplasma lograr un equilibrio entre los objetivos cientificos, los recursos
disponibles y las condiciones objetivas bajo las que trabajan. Ante la limitada capacidad
y la infraestructura inadecuada, el reto al que se enfrentan muchos paises en desarrollo
para garantizar la conservacién segura a largo plazo, hace de ella un desafio diffcil.

El valor de la conservacién de los recursos genéticos de los cultivos se realiza sélo
a través de su uso eficaz. Esto requiere fuertes vinculos a lo largo de la cadena de la
conservacién y coleccidn in situ de recursos, a través del almacenamiento en bancos
de germoplasma, mediante la investigacidn y el mejoramiento, entre los agricultores y
a sus comunidades, y en tltima instancia, a los consumidores. Los responsables de los



bancos de germoplasma, los mejoradores, y los programas nacionales deben trabajar
conjuntamente para asegurar la conservacién eficaz y sostenible de los recursos
fitogenéticos para la alimentacién y la agricultura de los cuales la humanidad
depende. Se debe realizar una debida ejecucién a nivel nacional y regional, a fin de
que estas Normas internacionales cruciales puedan cumplir el objetivo de garantizar
la seguridad alimentaria.

Ren Wang
Subdirector General
Departamento de Agricultura y Proteccién del Consumidor




Prefacio

Los bancos de germoplasma desempefian un papel clave en la conservacién, la
disponibilidad y el uso de una amplia gama de diversidad fitogenética para la mejora
de los cultivos para la seguridad alimentaria y nutricional. Sirven de puente entre el
pasado vy el futuro, asegurando la disponibilidad continua de los recursos genéticos
para la investigacién, la reproduccién y la mejora de suministro de semillas para un
sistema agricola sostenible y resiliente. Una gestién eficaz de los bancos de germoplasma,
aplicando las normas y procedimientos, es esencial para la conservacién y el uso
sostenible de los recursos fitogenéticos.

Las Normas para bancos de germoplasma de recursos fitogenéticos para la
alimentacion y la agricultura (Normas relativas a los bancos de germoplasma)
proporcionan las normas internacionales para la conservacién ex situ en bancos de
semillas, bancos de germoplasma de campo y de in vitro y crioconservacién. El Equipo de
Recursos Fitogenéticos y Semillas prepararon las Normas bajo la direccién de la Comisién
de Recursos Genéticos para la Alimentacién y la Agricultura. Durante la fase preparatoria,
se actualizaron las normas para las semillas ortodoxas y se desarrollaron otras para
los bancos de germoplasma de campo y de in vitro y crioconservacién en consulta con
el GCIAI, en particular, Bioversity International. Los responsables de los bancos de
germoplasma, instituciones académicas y de investigacidn pertinentes, los puntos focales
nacionales de recursos fitogenéticos para la alimentacién y la agricultura han contribuido
a proporcionar informacién valiosa. Esto también es cierto para las Secretarias del Tratado
Internacional sobre los Recursos Fitogenéticos para la Alimentacién y la Agricultura y
la Convencién Internacional de Proteccién Fitosanitaria. En su decimocuarto periodo de
sesiones de 2013, la Comisién aprobé las Normas relativas a los bancos de germoplasma
e instd a su adopcidn universal.

El objetivo de las Normas relativas a los bancos de germoplasma es la conservacién
de los recursos fitogenéticos bajo condiciones que cumplan con las normas reconocidas
y apropiadas basadas en el conocimiento cientifico y tecnolégico actual y disponible.
Todas las normas se basan en principios basicos que acomunan todos los diferentes tipos
de bancos de germoplasma. También se toman en cuenta los cambios en el manejo de
semillas y las técnicas debido a los avances en biologia molecular y bioinformatica. Para
la mejora de la gestién de los bancos de germoplasma y la optimizacién de los recursos se
incorporan los avances en el campo de la documentacién y los sistemas de informacién que
se estdn volviendo cada vez més importantes. Una narrativa que describe el contexto, los
aspectos técnicos, las contingencias y las referencias seleccionadas de manuales técnicos
y protocolos, apoya cada norma en el documento cuando es pertinente.

Las Normas relativas a los bancos de germoplasma son lo suficientemente genéricas
de manera que se pueden aplicar a todos los bancos de germoplasma y deberdn
ser utilizadas conjuntamente con la informacién especifica de la especie. Esto es
particularmente vélido para las plantas que producen semillas no ortodoxas y/o que se



propagan de forma vegetativa, ya que es dificil establecer normas especificas que sean
véalidas para todas aquellas especies ya que presentan diferentes comportamientos de
almacenamiento de semillas, diferentes formas biolégicas y diferentes ciclos de vida. Las
Normas son voluntarias y no vinculantes, y hacen hincapié en la importancia de obtener
y compartir el material junto con la documentacién relacionada en consonancia con las
normas nacionales e internacionales. Serd de gran utilidad que las normas se revisen
periédicamente tomando en cuenta las politicas y los paisajes técnicos cambiantes.

La conservacién y el aumento de la utilizacién sostenible de los recursos fitogenéticos
son necesarios para lograr la seguridad alimentaria y hacer frente a las necesidades
nutricionales de las generaciones presentes y futuras. Por lo tanto, es necesario
conservar la diversidad de los recursos fitogenéticos para que estén disponibles para
la comunidad global.

Sin embargo, el mantenimiento de los bancos de germoplasma puede ser costoso.
Muchos de los avances cientificos, como la crioconservacién, tienen un costo,
especialmente cuando se utilizan para realizar pruebas a gran escala. El mantenimiento
de los bancos de germoplasma de campo es exigente sea en términos de mano de obra
como en el costo. Por lo tanto, se debe hacer hincapié en una gestién proactiva de los
bancos de germoplasma adoptando un enfoque complementario, y lograr un éptimo
equilibrio entre las consideraciones cientificas, el personal disponible, la infraestructura y
los recursos financieros bajo las condiciones actuales. En muchos paises, siguen siendo un
desafio la disponibilidad de personal capacitado y de suficientes recursos para mantener
las colecciones de los bancos de germoplasma de manera sostenible. Para aplicar las
normas serdn necesarias asociaciones a largo plazo a nivel nacional, regional y mundial,
junto con los recursos para el desarrollo de capacidades.







Capitulo 1

Introduccidn
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Los bancos de germoplasma de todo el mundo poseen colecciones muy diversas
de recursos fitogenéticos, y su objetivo general es la conservacién a largo plazo y
la accesibilidad del germoplasma vegetal para los fitomejoradores, investigadores
y otros usuarios. Los recursos fitogenéticos constituyen el material de partida para
el mejoramiento de cultivos, y su conservacidn y uso es esencial para la seguridad
alimentaria y nutricional mundial. La conservacién sostenible de estos recursos
fitogenéticos depende de una gestién eficaz y eficiente de los bancos de germoplasma
mediante la aplicacién de normas y procedimientos que aseguren la continua
supervivencia y disponibilidad de los recursos fitogenéticos.

Las Normas para bancos de germoplasma de recursos fitogenéticos para la
alimentacién y la agricultura tienen su origen en la revisién de las Normas para bancos
de genes de la FAO/IPGRI, publicadas en 1994. Esta revisién se llevé a cabo a peticién
de la Comisién de Recursos Genéticos para la Alimentacién y la Agricultura (CRGAA)
alaluz de los cambios acaecidos en el panorama de las politicas a nivel mundial y los
avances realizados en el campo de la ciencia y la tecnologia. Los principales cambios
en las politicas que inciden en la conservacién de los recursos fitogenéticos para la
alimentacién y la agricultura (RFAA) en bancos de germoplasma se enmarcan en el
contexto de la disponibilidad y distribucién de germoplasma a raiz de la aprobacién de
varios instrumentos internacionales, como el Convenio sobre la Diversidad Biolégica
(CDB), el Tratado Internacional sobre los Recursos Fitogenéticos para la Alimentacién y
la Agricultura (TIRFAA), la Convencién Internacional de Proteccién Fitosanitaria (CIPF)
y el Acuerdo sobre la Aplicacién de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias de la OMC. En
2010, el CDB adopté el Protocolo de Nagoya sobre Acceso a los Recursos Genéticos y
Participacién Justa y Equitativa en los Beneficios que se deriven de su Utilizacién, que
podria incidir en el intercambio de germoplasma. En el 4mbito cientifico, los progresos
en la tecnologia de almacenamiento de semillas, la biotecnologia y la tecnologia de la
informacién y la comunicacién han afiadido una nueva dimensién a la conservacién del
germoplasma vegetal.



CAPITULO 1 INTRODUCCION

El propésito de las Normas para bancos de germoplasma de recursos fitogenéticos
para la alimentacidn y la agricultura es servir como directrices para los bancos de
germoplasma que conservan colecciones vegetales (semillas, plantas vivas o explantos).
La base de su elaboracién fue un conjunto de consultas con un gran nimero de expertos
de todo el mundo en conservacién de semillas, criopreservacién, conservacién in vitro
y colecciones de campo. Las Normas son voluntarias y no vinculantes, y no se han
elaborado a través de un procedimiento formal de establecimiento de normas. Deben
considerarse como objetivos para una conservacién ex situ eficiente, eficaz y racional
que permita un mantenimiento éptimo de la viabilidad y la integridad genética de las
semillas en bancos de germoplasma, y garantice asi el acceso a semillas de alta calidad
de los recursos fitogenéticos conservados asi como el uso de las mismas.

Es importante que estas Normas no se utilicen sin sentido critico, porque hay
continuos avances tecnolégicos en los métodos de conservacién, muchos de ellos
especificos para especies particulares, asi como en el contexto del objetivo y el periodo
de conservacién y uso de germoplasma. Por ello se recomienda que las Normas se
utilicen conjuntamente con otras fuentes de referencia, en particular en lo relativo a
la informacidn sobre especies concretas. Esto es especialmente cierto para las plantas
que producen semillas no ortodoxas y/o que se propagan de forma vegetativa, las
cuales presentan diferentes comportamientos en la conservacién de semillas, diferentes
formas bioldgicas (herbéceas, arbustivas, arbéreas, trepadoras) y diferentes ciclos de
vida (anual, bienal, perenne) por lo que resulta dificil establecer normas especificas que
sean validas para todas las especies.

El presente documento se divide en dos partes. En la primera parte se describen
los principios fundamentales en los que se sustentan las Normas y que proporcionan
el marco general para una gestién eficaz y eficiente de bancos de germoplasma. Los
principios fundamentales que constituyen el nicleo de las actividades de un banco de
germoplasma son la preservacién de la identidad del germoplasma, el mantenimiento de
la viabilidad y la integridad genética, y el fomento del acceso. Esto incluye la informacién
correspondiente para facilitar el uso del material vegetal almacenado de conformidad
con los instrumentos normativos nacionales e internacionales pertinentes. Los principios
fundamentales son comunes a todos los tipos de bancos de germoplasma.

La segunda parte presenta las normas detalladas para tres tipos de bancos de
germoplasma: bancos de semillas, bancos de campo y bancos de conservacién in vitro
y de criopreservacién. Estas normas abarcan las principales operaciones que se llevan
a cabo en el banco de germoplasma e incluyen una bibliografia seleccionada. Si bien
se ofrece la informacién técnica relevante para cada una de las normas, es importante
destacar que para desarrollar procedimientos y protocolos se deben consultar los
manuales técnicos apropiados. Las normas para bancos de semillas (Capitulo 4) tratan
la conservacién de semillas ortodoxas que toleran la desecacidn, es decir que pueden ser
sometidas a una deshidratacién a niveles bajos de contenido hidrico y que responden
a las bajas temperaturas. La reduccién de la humedad y de la temperatura disminuye
el ritmo de los procesos metabdlicos, aumentando asi la longevidad de las semillas.
Algunos ejemplos de plantas con semillas ortodoxas son el maiz (Zea mays L.), el
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trigo (Triticum spp.), el arroz (Oryza spp.), el garbanzo (Cicer arietinum), el algodén

(Gossypium spp.) y el girasol (Helianthus annuus).

En los capitulos 5y 6 se presentan respectivamente las normas para bancos de germoplasma
de campo y para bancos de conservacién in vitro o de crioconservacidn, las cuales estan
dirigidas a la conservacién de plantas que producen semillas no ortodoxas, también conocidas
como semillas recalcitrantes o intermedias, y/o que se propagan de forma vegetativa. Dichas
plantas no pueden ser conservadas de la misma manera que las semillas ortodoxas a baja
temperatura y baja humedad, sino que requieren otros métodos de conservacién ex situ.

La conservacién en bancos de germoplasma de campo es el método que se usa con
mayor frecuencia para las plantas que producen semillas no ortodoxas. También es el
utilizado para plantas que producen muy pocas semillas, que se propagan de forma
vegetativa y/o que requieren un ciclo de vida largo para generar material de mejora y/o
de plantacién. Aunque el término utilizado es “banco de germoplasma de campo”, este
método también incluye el mantenimiento de plantas vivas en macetas o bandejas dentro
de invernaderos o umbraculos. Existen directrices técnicas y manuales de formacién
disponibles para el manejo de colecciones de germoplasma en bancos de campo (por
ejemplo Bioversity International et al., 2011; Reed et al., 2004; Said Saad y Rao, 2001;
Engelmann, 1999; Engelmann y Takagi, 2000; Geburek y Turok, 2005).

La conservacién in vitro y la criopreservacién de germoplasma vegetal pueden ser
mediante crecimiento lento (in vitro) para almacenamiento a corto o medio plazo, o
criopreservacién para conservacién a largo plazo. El primer método consiste en cultivos
(principalmente yemas terminales, meristemos, embriones somaéticos, suspensiones
celulares o callos embriogénicos) mantenidos bajo condiciones que limitan el crecimiento
y sobre medios de cultivo artificiales. El ritmo de crecimiento de los cultivos se puede
restringir por distintos métodos como la reduccién de la temperatura, la disminucién de
la intensidad de luz o la manipulacién del medio de cultivo mediante la adicién de agentes
osmoticos o retardantes del crecimiento (Engelmann, 1999).

La criopreservacién es el almacenamiento de materiales biolédgicos (semillas,
embriones vegetales, yemas terminales o meristemos y/o polen) a una temperatura
ultra baja, normalmente la del nitrégeno liquido a -196 °C (Engelmann y Tagaki, 2000;
Reed, 2010). En estas condiciones se detienen los procesos bioquimicos y la mayoria
de los fisicos, y los materiales pueden ser conservados durante largos periodos. Estos
modos de conservacién constituyen un enfoque complementario a otros métodos y son
necesarios para una conservacién segura, eficaz y rentable (Reed, 2010). Por ejemplo,
se pueden mantener lineas criopreservadas como duplicados de colecciones de campo,
como colecciones de referencia de la diversidad genética disponible de una poblacién, y
como fuente de nuevos alelos en el futuro.

Para los mencionados tipos de bancos de germoplasma se presentan las siguientes
normas:

m Normas para bancos de germoplasma de semillas ortodoxas: adquisicién de
germoplasma, secado y almacenamiento de semillas, control de la viabilidad,
regeneracién, caracterizacién, evaluacién, documentacién, distribucién, duplicacién
de seguridad y seguridad/personal.
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m Normas para bancos de germoplasma de campo: eleccién de la ubicacién,
adquisicién de germoplasma, establecimiento de colecciones de campo, manejo en
campo, regeneracién y propagacion, caracterizacién, evaluacién, documentacién,
distribucién, seguridad y duplicacién de seguridad.

m Normas para bancos de germoplasma de cultivo in vitro y criopreservacién:
adquisicién de germoplasma, anélisis del comportamiento no ortodoxo y
célculo del contenido hidrico, vigor y viabilidad, almacenamiento hidratado de
semillas recalcitrantes, cultivo in vitro y almacenamiento en crecimiento lento,
criopreservacién, documentacién, distribucién e intercambio, seguridad y duplicacién
de seguridad.
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Los bancos de germoplasma que existen en todo el mundo tienen muchos objetivos basicos
en comun, pero sus misiones, recursos y los sistemas bajo los que operan suelen ser diferentes.
Debido a ello, los encargados han de optimizar su propio sistema de funcionamiento del banco
de germoplasma lo cual exige soluciones de gestién que pueden diferir sustancialmente de
una institucién a otra, pero que aun asi estdn encaminadas a alcanzar los mismos objetivos.
Estos principios fundamentales explican por qué razén y para qué propédsito se conservan
los recursos fitogenéticos, y constituyen la base para establecer las normas y los criterios
esenciales para una buena gestién de un banco de germoplasma. A continuacién se exponen
los principales principios fundamentales de la conservacién.

Identidad de las accesiones

Se debe velar para que la identidad de las accesiones de semillas conservadas en bancos
de germoplasma se mantenga a lo largo de los distintos procesos, desde la adquisicién
hasta el almacenamiento y la distribucién. La correcta identificacién de las muestras de
semillas conservadas en bancos de germoplasma exige una documentacién cuidadosa
de los datos e informacién relativos al material. Este proceso comenzaré con el registro
de los datos de pasaporte y de la informacién de la recoleccién o del donante, si procede.
Cuando sea posible también debera registrarse esta informacién para las colecciones més
antiguas de los bancos de germoplasma cuyos datos de pasaporte no se hayan registrado
anteriormente o estén incompletos. A menudo las fichas de herbarios y las colecciones de
semillas de referencia pueden desempefiar un papel importante en la correcta identificacién
de muestras de semillas. La identificacién de accesiones en el campo es especialmente
importante ya que un etiquetado inadecuado puede ser causa de una importante erosién
genética. El etiquetado de campo debe también complementarse con planos de distribucién
de campo adecuadamente documentados para garantizar la apropiada identificacién de las
accesiones en los bancos de campo. Las etiquetas de campo son susceptibles a pérdidas
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por distintos factores externos como los fenémenos climatolégicos adversos. Las técnicas
modernas, como las etiquetas de accesiones con cédigos de barras impresos, las etiquetas
de identificacién por radiofrecuencia y los marcadores moleculares, pueden facilitar
enormemente la gestién del germoplasma al reducir la posibilidad de errores, garantizando
asi la identidad de las accesiones en cuestién.

Mantenimiento de la viabilidad

El mantenimiento de la viabilidad, la integridad genética y la calidad de las muestras
de semillas en los bancos de germoplasma, asi como su puesta a disposicién para su
uso, es el fin dltimo de la gestién de los bancos de germoplasma. Es, por tanto, de suma
importancia que todos los procesos de los bancos de germoplasma observen las normas
necesarias para garantizar que se mantengan niveles aceptables de viabilidad. Para
cumplir estos objetivos, debe prestarse especial atencién a las normas sobre adquisicién,
procesamiento y almacenamiento de germoplasma. En semillas recalcitrantes y otros
tipos de semillas no ortodoxas, la valoracién de la viabilidad se realiza inspeccionando
visualmente la falta de dafios, y estimando la tasa y los niveles totales de germinacién. Sin
embargo, la ocurrencia de hongos y bacterias macroscépicamente indetectables dentro
de las semillas puede suponer un peligro para la calidad de la semilla. En los bancos de
germoplasma de semillas, las muestras de semillas aceptadas en los bancos en el momento
de la adquisicién deberdn tener en términos generales una alta viabilidad y, cumplir en la
medida de lo posible, con las normas para la adquisicién de germoplasma. La recoleccién
de las semillas en el momento méas préximo a la maduracién y antes de la diseminacién
natural, evitando la recoleccién de semillas diseminadas en el suelo o que estén dafiadas y
puedan tener hongos o bacterias sapréfitos o patégenos, puede asegurar la maxima calidad
fisiolégica de la semilla. Los bancos de germoplasma también deben garantizar que el
germoplasma recolectado sea representativo a nivel genético de la poblacién original y
tener en cuenta el nimero de propégulos vivos, de modo que la calidad de la muestra no se
vea afectada. Debera haber un sistema de control para comprobar el estado de viabilidad de
las muestras almacenadas a intervalos apropiados en funcién de la longevidad prevista de
las semillas. Podré reducirse la frecuencia de la regeneracién si se presta la debida atencién
a la manipulacién, el secado y el almacenamiento después de la recoleccién. En el contexto
de la conservacién en colecciones de campo el término propagabilidad (es decir, la cualidad
o facultad de poder ser propagado) es méas apropiado que el término viabilidad, el cual se
refiere especificamente a la capacidad que tienen las semillas de germinar y producir una
plantula. Los bancos de germoplasma de campo son vulnerables al impacto de factores
ambientales como las condiciones climaéticas o la incidencia de plagas, y los efectos pueden
ser distintos segun el tipo de especie y el ciclo de crecimiento (anual, bienal o perenne). En
el caso de especies con semillas cuyo comportamiento en el almacenamiento (recalcitrante,
no ortodoxa u ortodoxa) se desconoce, un factor adicional es el requisito previo de conocer
la respuesta de la semilla (generalmente a la deshidratacién lenta) antes de poner en
marcha cualquier estrategia de conservacién de germoplasma.
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Mantenimiento de la integridad genética

La necesidad de mantener la integridad genética est4 estrechamente relacionada con
el mantenimiento de la viabilidad y la diversidad de la muestra original recolectada.
Todos los procesos de los bancos de germoplasma, desde la recoleccién y adquisicién
hasta el almacenamiento, la regeneracién y la distribucién, son importantes para el
mantenimiento de la integridad genética. Asegurar el mantenimiento de la viabilidad
en cumplimiento de las Normas contribuye al mantenimiento de la integridad genética.
Para evaluar si la estabilidad gendmica se ha mantenido, especialmente cuando las
muestras son recuperadas de criopreservacion, es necesario aplicar diversas técnicas
moleculares, incluyendo estudios sobre los posibles cambios epigenéticos reversibles o
irreversibles. En los casos de plantas que necesitan largos periodos entre la siembra y
la madurez reproductiva, la regeneracién de semillas en el campo podria resultar muy
poco préctica. Cuando aparecen sefiales de disminucién del vigor y la viabilidad se debe
llevar a cabo la repeticién del muestreo de la poblacién original. El mantenimiento de
la integridad genética es igualmente importante para el germoplasma conservado in
vitro, especialmente de cara al riesgo de variacién somaclonal. Esta es la principal razén
por la cual se debe evitar la embriogénesis somética indirecta (por ejemplo mediante
una fase de callo) en la generacién de formas de germoplasma para su conservacién,
excepto cuando no exista otra alternativa. Durante la adquisicién, y en la medida de
lo posible, deberdn obtenerse muestras de semillas suficientemente representativas, de
buena calidad y en cantidad suficiente. Sin embargo, se admite que cuando el objetivo
es recolectar caracteres especificos, no es necesario que la muestra sea representativa
de la poblacién original. Para reducir al minimo la erosién genética es importante seguir
los protocolos recomendados® para la regeneracién de las accesiones de semillas, con
el menor ntimero posible de ciclos de regeneracién, tamafios efectivos de poblaciones
suficientemente grandes, muestreos equilibrados, asi como control de la polinizacién.
Debe hacerse especial mencién aqui a la importancia de la duplicacién por razones de
seguridad para hacer frente a los riesgos que pueda haber en las instalaciones de los
bancos de germoplasma.

Mantenimiento de la sanidad del germoplasma

Los bancos de germoplasma deben esforzarse por garantizar que las semillas que
conservan y distribuyen estan libres de enfermedades transmitidas por semillas
y plagas reglamentadas (bacterias, virus, hongos e insectos). Normalmente las
superficies externas pueden eliminarse de forma eficaz mediante procedimientos de

1 Dulloo, M.E,, Hanson, J., Jorge, M.A. y Thormann, I. 2008. Regeneration guidelines: general guiding principles. In:
M.E. Dulloo, I. Thormann, M.A. Jorge y J. Hanson, eds. Crop specific regeneration guidelines. CGIAR System-wide
Genetic Resource Programme (SGRP), Roma, Italia. 6 pp. Ver también http://cropgenebank.sgrp.cgiar.org/
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desinfeccién superficial. A menudo, los bancos de germoplasma carecen de la capacidad
y los recursos necesarios para estudiar si las muestras recolectadas o adquiridas y
las muestras recolectadas en las parcelas de regeneracién/multiplicacién estén libres
de enfermedades transmitidas por semillas y plagas. Esto ocurre de forma especial
con el germoplasma recibido de terceros. En la conservacién de especies de semillas
recalcitrantes estos problemas se acentian. Los contaminantes que portan las semillas
recalcitrantes en su interior solamente se manifiestan cuando las semillas se mantienen
en condiciones de almacenamiento hidratado a corto o medio plazo, o cuandolos
explantos derivados de semillas se llevan a cultivo de tejidos. La solucidn, si bien poco
satisfactoria, consiste en descartar cualquier semilla o explanto contaminado, ya que
es la Uinica manera de asegurar que el germoplasma no est4 contaminado. Por lo tanto,
cuando se lleve a cabo el intercambio de germoplasma es importante que los materiales
de semillas vayan acompafiados de los certificados de importacién y fitosanitarios
correspondientes para garantizar el estado sanitario de las muestras recibidas. La
limpieza de algunas muestras infectadas o infestadas puede ser facil, mientras que
otras pueden requerir de métodos de limpieza més sofisticados.

Seguridad fisica de las colecciones

Un principio fundamental de la conservacién de germoplasma es que las estructuras fisicas
de las instalaciones del banco de germoplasma en el que se conserve el germoplasma
permitan proteger los materiales contra factores externos, como los desastres naturales y
los dafios causados por humanos. Se precisan asimismo sistemas adecuados de seguridad
para garantizar que los equipos de refrigeracién de los bancos de germoplasma asf
como los generadores de seguridad y los equipos de control del suministro eléctrico se
encuentren en buenas condiciones de funcionamiento y se disponga de dispositivos de
control para realizar un seguimiento a lo largo del tiempo de los pardmetros esenciales.
Dado que el almacenamiento criogénico requiere nitrégeno liquido, siempre debe haber
suficientes suministros disponibles de este producto. Ademaés resulta vital mantener los
niveles necesarios de nitrégeno liquido de forma manual o automatica, tanto si se realiza
recarga de los tanques especiales de almacenamiento como si se utilizan refrigeradores de
nitrégeno liquido. Otra cuestién de seguridad importante para los bancos de germoplasma
es asegurar que los materiales estén duplicados de manera segura en otros lugares, de
modo que si por cualquier motivo se produce una pérdida en la coleccién, el material pueda
reconstituirse a partir de los conjuntos duplicados.

Disponibilidad y uso del germoplasma
El material conservado deberé estar disponible para su uso en el momento de que se trate y

en el futuro. Por lo tanto, es importante que todos los procesos en las operaciones y gestién
de los bancos de germoplasma contribuyan a este objetivo. Serd necesario mantener
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cantidades suficientes de semillas e informacién relacionada sobre las accesiones. En el
caso de los bancos de germoplasma de campo, a pesar de que el niimero de individuos
por accesién es bajo y por lo tanto la capacidad de distribucién a los usuarios es limitada,
el banco de germoplasma debe tener preparada una estrategia de multiplicacién répida
de cualquier germoplasma para su distribucién.

Disponibilidad de la informacién

Con el fin de garantizar la comunicacién de la informacién y la justificacién de las decisiones,
deberé registrarse en bases de datos electrénicas toda informacién esencial, detallada, exacta
y actualizada, tanto actual como histérica, especialmente en relacién con la gestién de las
accesiones individuales, con posterioridad a su adquisicién. Se debera asignar una prioridad
elevada al acceso a esta informacién, a su disponibilidad y al intercambio de esta, ya que
permite una conservacién mejor y mas racional. Las bases de datos interactivas con funciones
de consulta y bisqueda, y con datos de evaluacién fenotipica, pueden ayudar a los usuarios
del germoplasma a orientar sus solicitudes, y a su vez la informacién que éstos aportan con
datos de evaluaciones posteriores incrementan el valor y la utilidad de la coleccién. Si se
puede disponer de informacién sobre el germoplasma conservado y acceder con facilidad
a esta, se mejoraré el uso del germoplasma. Ademas ello ayudaré a los encargados de las
colecciones a planificar mejor sus actividades de multiplicacién y regeneracién con el fin de
mantener reservas adecuadas de sus accesiones. Como sistemas de informacién para bancos
de germoplasma se recomiendan las bases de datos interactivas con funciones de bisqueda
y consulta. La base de datos SID?(por las siglas en inglés de Seed Information Database, Base
de datos de Informacién de Semillas) del Banco de Semillas del Milenio de Kew ofrece un
buen ejemplo del valor de este tipo de bases de datos. El sistema BRAHMS3(por las siglas en
inglés de Botanical Research and Herbarium Management System, Sistema de Gestién de la
Investigacién Botanica y Herbario) es un sistema desarrollado con el propésito de manejar
datos de colecciones de germoplasma, y EURISCO*es un catélogo publicado en la web que
ofrece informacién sobre las colecciones vegetales ex situ de Europa.

Gestidn proactiva de los bancos de germoplasma

La conservacién sostenible y eficaz de recursos genéticos depende de una gestién
activa del material de germoplasma conservado. Una gestién proactiva es fundamental
para garantizar que el germoplasma se conserve de manera eficiente y se ponga a
disposicién en tiempo oportuno y en cantidad suficiente para su uso posterior por parte

2 http://datakew.org/sid/
3 http://dps.plants.ox.ac.uk/bol
4 http://eurisco.ecpgr.org
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de fitomejoradores, agricultores, investigadores y otros usuarios. Hace hincapié en la
importancia de proteger y compartir el material y su informacién correspondiente, y
pone en marcha una estrategia funcional para la gestién de los recursos humanos y
financieros de un sistema racional. Incluye una estrategia de gestién de riesgos y fomenta
las colaboraciones con terceros en la provisién de servicios a los bancos de germoplasma
en los esfuerzos para conservar la biodiversidad. Debe sefialarse que el mantenimiento
de colecciones de campo es costoso, por lo que se deben hacer todos los esfuerzos
posibles para establecer colecciones complementarias in vitro o en criopreservacién. Es
necesario observar los marcos juridicos y normativos a nivel nacional e internacional,
en particular en lo relativo al acceso, la disponibilidad y la distribucién de materiales y
al estado sanitario de plantas y semillas. Cuando corresponda, se deberd usar el Acuerdo
normalizado de transferencia de material (ANTM) para las especies incluidas en el marco
del sistema multilateral del TIRFAA. La normativa de la CIPF proporciona el marco para
que las normas cuarentenarias y sanitarias eviten la introduccién y propagacién de plagas
y enfermedades. Ante todo, se requiere un compromiso a largo plazo y contintio de las
instituciones que albergan los bancos de germoplasma con respecto a la disponibilidad
de recursos humanos y financieros.

Ademds, una gestién proactiva fomentaria la aplicacién de experiencias y
conocimientos practicos al germoplasma que se incorpora al banco y trataria de aplicar
las normas para los bancos de germoplasma en la medida de lo posible en las condiciones
imperantes en el lugar donde radique. A veces, ello podria significar que a pesar de no
cumplirse integramente una determinada norma, se adoptan medidas de precaucién
para respetar los principios fundamentales de la gestién de los bancos de germoplasma.
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4.1

Normas para la adquisicién
de germoplasma

Normas

4.1.1

4.1.2

4.1.4

4.1.5

Todas las muestras de semillas que se incorporen a la coleccién del banco de
germoplasma deberdn haber sido adquiridas legalmente con la documentacién
técnica pertinente.

La recoleccidén de semillas se deberd realizar en el momento més préximo
posible a la época de maduracién y antes de la diseminacién natural de las
semillas, evitando la posible contaminacién genética, a fin de garantizar la
méxima calidad de las semillas.

Para maximizar la calidad de las semillas, el plazo que mediaré entre la
recoleccién de las semillas y su traslado a un lugar de secado controlado
deber4 estar entre 3y 5 dias, o lo mds corto posible, teniendo en cuenta que
las semillas no deberdn exponerse a altas temperaturas ni a una luz intensa 'y
que algunas especies pueden tener semillas inmaduras que requieren tiempo
después de la recoleccién para alcanzar la maduracién del embrién.

Todas las muestras de semillas deberdn ir acompafiadas de por lo menos
los datos asociados que se enumeran en los descriptores de pasaporte para
cultivos multiples de la FAO/IPGRI.

El niimero minimo de plantas de las cuales se debe recolectar semilla estard
entre 30y 60, dependiendo del sistema de reproduccién de las especies objetivo.

Contexto

La adquisicién es el proceso de recoleccién o solicitud de semillas para su inclusién
en el banco de germoplasma, junto con informacién relacionada. El material debera
adquirirse legalmente, las semillas deberan ser de alta calidad y la documentacién
deberé ser la apropiada.
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La adquisicién se realizard de conformidad con las normas internacionales y nacionales
pertinentes, tales como las normas fitosanitarias y cuarentenarias, las normas de acceso
del TIRFAA y el CDB, y las leyes nacionales relativas al acceso a los recursos genéticos.
La observancia de la norma 4.1.1 permitird la exportacién de semillas del pais de origen o
del donante y la importacién al pais del banco de germoplasma, y determinaré el régimen
de gestién y distribucién (por ejemplo, ANTM o acuerdos bilaterales de transferencia
de material - ATM).

Se deberd asegurar la maxima calidad de las semillas y evitar la conservacién de
semillas inmaduras y semillas que hayan estado expuestas durante mucho tiempo a
condiciones climéaticas adversas. La forma en que las semillas se manipulan después
de la recoleccién y antes de ser trasladadas a entornos controlados es fundamental
para la calidad de la semilla. Unas condiciones de temperatura extremas y adversas
durante el periodo posterior a la recoleccién y el transporte al banco de germoplasma
pueden menoscabar rdpidamente la viabilidad y reducir la longevidad durante el
almacenamiento. Lo mismo ocurre con la manipulacién después de la recoleccién en
el banco de germoplasma. La calidad y la longevidad de las semillas se ven afectadas
por las condiciones a las que hayan estado expuestas antes de su almacenamiento
en el banco de germoplasma. Se recomienda realizar una prueba de germinacién
inmediatamente después de la recoleccién como forma de determinar la calidad de las
semillas recolectadas.

Durante la fase de adquisicién, es importante asegurar que los datos de pasaporte de
cada accesidn sean tan completos como sea posible y estén plenamente documentados,
especialmente los datos de georreferenciacién ya que pueden ayudar a localizar los sitios
de recoleccién originales. Los datos de pasaporte son cruciales para identificar y clasificar
la accesién y servirdn de punto de partida para la seleccién y el uso de la accesién.

Aspectos técnicos

El acceso a los RFAA que se encuentren dentro del sistema multilateral del TIRFAA
tendrd que ir acompafiado de un ANTM. Los adquirentes deberan cumplir con las
disposiciones pertinentes del TIRFAA o el CDB, es decir, se debera contar con un acuerdo
de transferencia de material firmado por la persona autorizada en el pafs de la recoleccién,
de conformidad con las leyes nacionales de acceso a los recursos genéticos del pais donde
la recoleccidn se vaya a llevar a cabo (ENSCONET, 2009). Ademés, cuando asi lo exija
el pais proveedor, el acceso requerira el consentimiento fundamentado previo del pafs.
Las normas fitosanitarias y cualesquiera otras disposiciones relativas a la importacién
se deben solicitar a la autoridad nacional competente del pais receptor.

Las semillas recién recolectadas del campo pueden tener alto contenido hidrico y
deberan ser ventiladas para evitar que fermenten. Se deberan colocar en recipientes
adecuados en los que el aire pueda circular bien, y asegurar que no se acumula agua
en su interior debido a un intercambio de aire inadecuado y que no se mezclen o
estropeen durante la recoleccién y el transporte. Para mantener la calidad de la semilla
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seré de utilidad el control de la temperatura y la humedad relativa para asegurar que
las semillas no estdn expuestas a temperaturas que superen los 30°C o a una humedad
relativa que exceda del 85 por ciento después de la recoleccién y el transporte, asi
como durante el procesamiento postrecoleccién. Si las semillas plenamente maduras
necesitan ser procesadas y secadas en el campo, deberdn aplicarse las recomendaciones
técnicas para la especie de que se trate o especies similares a fin de reducir el riesgo
de deterioro.

Deberén utilizarse formularios apropiados para registrar los datos de la recoleccién.
La informacién incluida en dichos formularios debera incluir la clasificacién taxonémica
inicial de la muestra, las coordinadas del lugar de recoleccién tomadas mediante
un sistema de posicionamiento global, una descripcién del hébitat de las plantas
recolectadas, el nimero de plantas muestreadas y otros datos pertinentes que se
consideren importantes para una conservacién adecuada. Siempre que sea posible,
deberan utilizarse los descriptores de pasaporte para cultivos multiples de la FAO/IPGRI
(Alercia et al., 2001). Podré obtenerse informacién adicional de gran utilidad, como las
préacticas culturales, la historia de la semilla a lo largo de generaciones anteriores y su
origen, usos, etc., mediante entrevistas con los agricultores cuando se recolecten las
semillas en los campos o almacenes de los mismos. Durante la recoleccién, el recolector
también deber4 estar atento al posible agotamiento de la poblacién natural objetivo de
la recoleccién. También podra ser til repetir el muestreo de un sitio en particular para
capturar la méxima variabilidad genética que pueda estar presente en distintos momentos
a lo largo del tiempo.

La muestra recolectada deberd ser suficiente para incluir al menos una copia del
95 por ciento de los alelos existentes en la poblacién objetivo con una frecuencia superior
al 0,05 (Brown y Marshall, 1975). Una muestra aleatoria de 59 gametos no emparentados
sera suficiente para lograr este objetivo, y en especies con cruzamiento completamente
al azar, ello equivaldra a 30 individuos, mientras que en especies que se reproduzcan
totalmente por autocruzamiento, este objetivo requerira de 60 individuos (Brown y
Hardner, 2000). Asfi, el tamafio de la muestra para obtener el 95 por ciento de los alelos
podra variar entre 30 y 60 plantas en funcién del sistema de reproduccién de las especies
objetivo. En la préctica, se deben recolectar cantidades de semillas adecuadas para la
distribucién con el fin de evitar regeneraciones frecuentes. No obstante es necesario
reconocer que este objetivo puede no cumplirse siempre dependiendo del nimero de
semillas disponibles para la recoleccién.

En caso de donacién de las semillas (por parte de una empresa de semillas, un
programa de investigacién o un banco de germoplasma), ademés de los datos de
pasaporte disponibles se deberd aportar la clasificacién taxonémica y el nombre y
numero de identificacién del donante. Deberé recabarse del donante informacién
adecuada sobre cémo se conservé el germoplasma recibido, ademés de la informacién
del pedigri o relaciones genealégicas y de la cadena de custodia, cuando se disponga
de dicha informacién. Las semillas deberdn tener asignado un nidmero tnico de
identificacién (ya sea temporal o permanente, de acuerdo con la préctica seguida
en el banco de germoplasma) que acompafiara a las semillas en todo momento y



establecerd la relacién de las semillas con sus datos de pasaporte y cualquier otra
informacién recopilada, garantizando asi la autenticidad de la muestra de semillas.
Siempre que sea posible, deberd tomarse un espécimen de referencia de herbario de
la misma poblacién que las muestras de semillas, y debera hacerse constar el método
y la razén de la adquisicién.
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Disposiciones particulares

Las semillas recolectadas en el campo rara vez estédn en condiciones (estado fisioldgico y
fitosanitario) y cantidades tales que garanticen autométicamente su conservacién a largo
plazo. En estos casos se recomienda la multiplicacién en condiciones controladas con la
finalidad especifica de la conservacién a largo plazo.

Cuando las colecciones contengan una proporcién significativa (> 10 por ciento) de
semillas o frutas inmaduras, se deberdn tomar medidas para fomentar la maduracién
después de la recoleccién. Normalmente esto se puede lograr manteniendo el material en un
lugar bien ventilado, en condiciones ambientales y protegido de la lluvia. Deberan seguirse
los progresos visibles en la maduracién y el material debera colocarse en condiciones de
secado controladas en cuanto se considere que las semillas recolectadas estdn mas maduras.

Deberan hacerse salvedades a las normas anteriores (por ejemplo, tamafio de la
muestra) para las especies silvestres y raras cuando no se disponga de semillas en
condiciones o cantidades éptimas.
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4.2 Normas para el secado

y el almacenamiento

Normas

4.2.1

4.2.2

4.2.3

4.2.4

Todas las muestras de semillas se deberan secar hasta el punto de equilibrio
en un ambiente controlado entre 5y 20 °C y con una humedad relativa de 10-25
por ciento, segtin la especie.

Después del secado, todas las muestras de semillas deberdn encerrarse en un
recipiente hermético adecuado para el almacenamiento a largo plazo; en los
casos de colecciones a cuyas semillas se deba acceder con frecuencia o que
probablemente se vayan a agotar mucho antes del tiempo previsto para la
pérdida de la viabilidad, se podradn almacenar las semillas en recipientes no
herméticos.

Las muestras mds originales y las muestras duplicadas de seguridad se deberan
almacenar en condiciones a largo plazo (colecciones base) a una temperatura
de -18 + 3 °C y una humedad relativa del 15 3 por ciento.

En condiciones a medio plazo (colecciones activas) las muestras se almacenaran
refrigeradas entre 5y 10 °C y con una humedad relativa del 15 * 3 por ciento.

Contexto

El mantenimiento de la viabilidad de las semillas es una funcién esencial de los bancos
de germoplasma que asegura que el germoplasma esté disponible para los usuarios y
sea representativo desde el punto de vista genético de la poblacién de la cual proceda (es
decir, la muestra més original). Un objetivo fundamental de las normas para el secado y el
almacenamiento de semillas es reducir la frecuencia de regeneracién de la muestra més
original, mediante la maximizacién de la longevidad de las semillas, con la consiguiente
reduccién de los costos de los bancos de germoplasma y los riesgos de erosién genética.
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Para ello, el almacenamiento a largo plazo es obligatorio para todas las muestras més
originales y para la duplicacién de seguridad de la coleccién (ver Normas para la
duplicacién de seguridad). Ademds también se necesitan normas de almacenamiento
para aquellas situaciones en que el objetivo es almacenar semillas a medio o corto plazo
para mantenerlas con vida el tiempo suficiente para su distribucién a los usuarios y la
evaluacién del germoplasma. En estos casos, no es preciso que la norma sea tan estricta
como en el caso de la conservacién a largo plazo.

Antes de su almacenamiento, las muestras de semillas deben secarse hasta el
contenido de humedad apropiado. Pueden utilizarse distintos métodos para el secado
de las semillas, siendo el mas comtn el uso de un desecante o una cdmara de secado
deshumidificada. Los métodos elegidos dependeran de los equipos disponibles, el tamafio
y el nimero de las muestras a secar, las condiciones climéticas locales y el factor costo.
Sin embargo, el aumento de la longevidad mediante el secado tiene un limite. La maxima
longevidad para la temperatura de almacenamiento se alcanza a un nivel critico de
humedad, por debajo del cual el secado no incrementa la longevidad de las semillas.
Para aprovechar plenamente todos los beneficios del almacenamiento en refrigerador
o congelador, se recomienda que los bancos de germoplasma sequen las semillas hasta
alcanzar el nivel critico de humedad. Se pueden utilizar diferentes combinaciones
de temperatura-humedad relativa durante el secado, con la posibilidad de un secado
mas rdpido a temperaturas més altas, pero reduciendo el potencial de envejecimiento
fisiolégico mediante la disminucién de la temperatura de secado.

Se considera que las condiciones de almacenamiento a largo plazo descritas
anteriormente conseguirdn que las semillas mantengan una alta calidad durante largos
periodos de tiempo, cuya duracién concreta dependera de cada especie. Las condiciones
de almacenamiento a medio plazo permiten una conservacién durante 30 afios y requieren
generalmente de almacenamiento refrigerado. El almacenamiento a corto plazo deberia
proporcionar semillas de alta calidad durante ocho afios por lo menos y se puede realizar
a temperatura ambiente (a la temperatura més baja y estable posible, pero siempre por
debajo de 25 °C) para algunas especies méas longevas si se controla la humedad relativa de
conformidad con la norma 4.2.2. Cabe sefialar que la longevidad de las semillas maduras
y de alta calidad puede variar segin las especies e incluso segin los lotes de semillas
de la misma especie (Probert et al, 2009; Nagel y Bérner 2009; Crawford et al,, 2007;
Walters et al, 2005). Las diferencias entre especies y entre lotes de semillas de la misma
especie, especialmente si la madurez de las semillas recolectadas es variable, requiere
que el encargado del banco de germoplasma vigile y controle la viabilidad (ver Normas
para el control de la viabilidad).

Dado que el contenido de humedad de equilibrio de las semillas varia segtin su contenido
graso, la mejor medida para el nivel de secado es la humedad relativa de equilibrio, que
es constante en funcién de la temperatura y la humedad relativa del ambiente de secado.
Sin embargo, cabe sefialar que, durante el almacenamiento en recipientes cerrados, la
humedad relativa de equilibrio de las semillas disminuird o aumentara si la temperatura
de almacenamiento es superior o inferior a la temperatura de secado.



Aspectos técnicos

La longevidad de las semillas estd determinada por la interaccién de factores
biolégicos inherentes a estas y la calidad y la uniformidad en el tiempo del entorno de
almacenamiento, es decir, la temperatura de almacenamiento y el control del contenido
de humedad (humedad relativa de equilibrio) de las semillas, y depende de la especie. Es
bien sabido que la longevidad de las semillas aumenta conforme disminuyen el contenido
de humedad y la temperatura de almacenamiento de las semillas, dentro de unos limites
(Ellis y Roberts, 1980; Harrington, 1972). Los estudios realizados han demostrado que el
secado de semillas més alld de un cierto contenido critico de humedad incrementa poco
o nada su longevidad (Ellis et al, 1995; Ellis y Hong, 2006) y puede incluso acelerar el
ritmo de envejecimiento de las semillas (Vertucci y Roos 1990; Walters, 1998). Las normas
para el almacenamiento presentadas tienen por objeto garantizar que las semillas se
almacenen con dicho contenido 6ptimo de humedad. Sin embargo, se ha demostrado
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que la disminucién de la temperatura de almacenamiento aumenta el nivel de contenido
éptimo de humedad de las semillas (Walters y Engels, 1998; Ellis y Hong, 2006), lo que
hace presuponer que un secado excesivo de semillas podria ser peligroso.

Las condiciones de secado que permiten alcanzar el nivel critico de humedad a la
temperatura de almacenamiento deberdn determinarse utilizando las isotermas de
adsorcién de agua que muestran la relacién entre la cantidad de agua en las semillas,
generalmente expresada como porcentaje del peso total de la semilla, y su humedad
relativa. Puede haber diferentes combinaciones de temperatura de secado y humedad
relativa para determinadas especies. Las relaciones isotérmicas, predichas en base al
contenido graso de las semillas, estdn disponibles en linea en el sitio web de la Base de
datos de informacién sobre semillas (SID) de Kew (ver Bibliografia). Los operadores de los
bancos de germoplasma deben entender claramente la relacién entre humedad relativa
y temperatura de almacenamiento para poder decidir sobre la mejor combinacién para
el ambiente de secado de sus semillas.

Deberan envasarse y almacenarse las semillas en cuanto hayan alcanzado el
contenido de humedad deseado. Después del secado, debera mantenerse la humedad de
la semilla mediante el uso de recipientes herméticos. Pueden utilizarse contenedores de
distintos materiales, como vidrio, hojalata o plastico, asi{ como papel de aluminio, cada
uno con sus ventajas y desventajas (Gémez-Campo, 2006). En cualquier caso, se usaran
o bien recipientes de vidrio que sean lo suficientemente gruesos para evitar la rotura, o
bien envases laminados con papel metélico de un espesor suficiente para mantener los
niveles deseados de humedad durante hasta 40 afios, dependiendo de la humedad relativa
ambiental en el lugar del banco de germoplasma y de la calidad del cierre. Por ejemplo,
en Alemania, el banco de germoplasma utiliza sobres de aluminio laminado de 11 pm
de espesor, mientras que las accesiones depositadas en Svalbard se conservan en sobres
de aluminio laminado de 20 pm. El contenido de humedad de las semillas o la humedad
relativa de equilibrio deberan medirse periédicamente para confirmar que la humedad
de almacenamiento se mantenga adecuadamente.

La temperatura de almacenamiento define la longevidad méxima posible para una
muestra de semillas, y para mantener la viabilidad de las semillas es fundamental contar
con un entorno de almacenamiento estable. Sin embargo, existen pocos datos sobre el
almacenamiento a largo plazo a distintas bajas temperaturas. Desde hace tiempo se ha
venido recomendando la temperatura de -18 °C para el almacenamiento a largo plazo, ya
que es la temperatura més baja que se puede alcanzar con un compresor de una etapa
estdndar de congelador. Para las semillas almacenadas a largo plazo, debera tratarse
por todos los medios de mantener la temperatura de almacenamiento dentro de un
rango de + 3 °C respecto de la temperatura fijada y de impedir que las fluctuaciones
fuera de estos mérgenes tengan una duracién total de més de una semana al afio. Los
bancos de germoplasma deberan llevar registros de las desviaciones de la temperatura
de almacenamiento, asi como de los periodos en los cuales las semillas se retiran del
lugar donde se encuentran almacenadas. Para el almacenamiento a corto plazo, las
semillas deberan secarse a la temperatura a la que se hayan almacenado, por ejemplo, si
la temperatura ambiental es de 20 °C, las semillas se deberan secar a esa temperatura.
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Disposiciones particulares

Las semillas almacenadas a largo plazo no deberdn sacarse de sus condiciones de
almacenamiento a menos que sea imprescindible y sélo cuando se hayan agotado las
muestras almacenadas a medio plazo. No se dan las condiciones de almacenamiento
deseables cuando fallan los controles ambientales mecanicos o cuando las semillas se
sacan repetidamente de un entorno de almacenamiento controlado. Se debera contar con
generadores de emergencia dotados con una cantidad suficiente de combustible.

Todos los recipientes dejan pasar algo de humedad por lo que la humedad de las
semillas se termina adaptando a las condiciones ambientales dentro de la cdmara de
almacenamiento. Esto ocurre més rapido cuando los recipientes utilizan plésticos
térmicos como barrera contra la humedad o si los recipientes de vidrio o papel laminado
tienen cierres defectuosos o imperfecciones. En ocasiones puede ser necesario secar de
nuevo las semillas y sustituir los recipientes o las juntas de estanqueidad cada 20-40 afios.

Si se utilizan recipientes transparentes, podrén utilizarse bolsitas de plastico
transparente perforadas con gel de silice a modo de indicador, equilibrado al entorno de
secado, para controlar el estado del recipiente durante el almacenamiento a largo plazo. Un
cambio en el color del gel de silice en el interior de la bolsa (colocado junto a las semillas)
indicara la entrada de humedad si falla el cierre del recipiente. Las semillas ortodoxas
de corta longevidad o las semillas con una calidad inicial baja pueden deteriorarse més
rdpidamente en su almacenamiento y no cumplir las Normas para el almacenamiento a
largo plazo a menos que se utilicen condiciones criogénicas.
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4.3 Normas para el control
de la viabilidad de las semillas

Normas

4.3.1 Lapruebainicial de viabilidad de las semillas se debe llevar a cabo después de
la limpieza y el secado de la accesidn o, a més tardar en un plazo de 12 meses
a contar de la recepcién de la muestra en el banco de germoplasma.

4.3.2  Elvalorinicial de germinacién debera exceder del 85 por ciento para la mayoria
de las semillas de las especies cultivadas. Para algunas accesiones especificas
y especies silvestres y forestales que normalmente no alcanzan altos niveles
de germinacién, pueda aceptarse un porcentaje menor.

4.3.3 Losintervalos para las pruebas de control de la viabilidad deberén fijarse en
un tercio del lapso de tiempo en que se prevea que la viabilidad va a reducirse
al 85 por ciento*de la viabilidad inicial o un porcentaje menor dependiendo de
la especie o las accesiones especificas, pero no deberan exceder de 40 afios. Si
este periodo de deterioro no se puede estimar y las accesiones se encuentran
almacenadas a largo plazo a -18 °C en recipientes herméticamente cerrados,
el intervalo deberéd ser de diez afios para las especies longevas y de cinco afios
o menos para las especies poco longevas.

4.3.4 Elumbral de viabilidad parala regeneracién u otras decisiones de gestidn, tales
como una nueva recoleccién, deberd ser del 85 por ciento de la viabilidad inicial
o un porcentaje menor dependiendo de la especie o las accesiones especificas.

1 El momento de cafda de la viabilidad se puede predecir para una amplia gama de especies de cultivos mediante una
aplicacién online basada en las ecuaciones de viabilidad de Ellis/Roberts (ver http://data.kew.org/sid/viability/)




CAPITULO 4 NORMAS PARA BANCOS DE GERMOPLASMA DE SEMILLAS ORTODOXAS

Contexto

Unas buenas condiciones de almacenamiento de las semillas permiten mantener la
viabilidad del germoplasma, pero incluso en condiciones excelentes la viabilidad
disminuye cuanto mayor es el periodo de almacenamiento. Por tanto, serd
necesario evaluar la viabilidad de forma periédica. La prueba de viabilidad inicial
deberé llevarse a cabo tan pronto como sea posible antes de que se empaquen y
almacenen las semillas, y se realizardn pruebas posteriores a intervalos durante el
almacenamiento. Si por razones practicas ligadas a la eficiencia y el flujo de trabajo
la prueba de viabilidad inicial no se puede realizar antes del almacenamiento, debera
llevarse a cabo lo antes posible y, a més tardar, 12 meses después de momento de la
recepcién. Este podra ser el caso de los bancos de germoplasma que conservan varias
especies, en los que es necesaria una amplia gama de regimenes de germinacién y las
muestras de una misma especie se someten a prueba conjuntamente una vez al afio.

El objetivo del control de la viabilidad es detectar la pérdida de viabilidad durante
el almacenamiento a largo plazo antes de que la viabilidad se reduzca por debajo del
umbral para la regeneracién. El principio rector méas importante aqui es la gestién activa
de la coleccién. Un control demasiado frecuente se traducird en un gasto innecesario de
recursos y semillas. Por otro lado, si el control se retrasa o se realiza con poca frecuencia
es posible no detectar una disminucién significativa de la viabilidad. El envejecimiento
avanzado de la muestra puede dar lugar a cambios genéticos (seleccién aleatoria o
dirigida), a la fijacién de mutaciones no reparadas en la muestra, o a la pérdida definitiva
de la accesidn.

Cuando se prevea que la viabilidad se va a reducir al 85 por ciento antes de la siguiente
prueba programada, debera adelantarse el momento de la nueva prueba o debera
programarse directamente la regeneracién de la accesién.

Elriesgo de erosién genética durante el almacenamiento es menor para las muestras
homogéneas y se podrd aceptar una reduccidn de la germinacién por debajo del 85 por
ciento, siempre y cuando el periodo de establecimiento durante la regeneracién siga
siendo adecuado. Para las muestras heterogéneas, tales como las especies silvestres y las
variedades locales, deberd observarse la norma del 85 por ciento. Para algunas accesiones
especificas, variedades locales, especies silvestres y forestales, raras veces se puede lograr
una viabilidad del 85 por ciento en semillas recién repuestas. En estos casos, el encargado
podré establecer un umbral més bajo para la norma sobre la viabilidad en relacién con
determinadas especies, como el 70 por ciento o menos.

Existen modelos disponibles para predecir la longevidad de las semillas de diversas
especies agricolas en condiciones ambientales y de refrigeracién. El personal del
banco de germoplasma deberé utilizar las herramientas de prediccién disponibles
documentadas para especies especificas y las condiciones de almacenamiento
necesarias para prever el tiempo durante el cual las semillas van a mantener una
viabilidad alta, asi como para guiar otras operaciones de los bancos de germoplasma,
como el control de la viabilidad y la frecuencia de la regeneracién (ver Normas para el
control de la viabilidad y la regeneracién). Las predicciones de longevidad basadas en
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las caracteristicas generales de la especie deberan ser tomadas como estimaciones con
intervalos de confianza amplios. Se alienta a los bancos de germoplasma a elaborar y
comunicar cualquier informacién nueva que describa y actualice las respuestas de las
especies a las condiciones de almacenamiento.

Aspectos técnicos

Los intervalos de control de la viabilidad deberdn ajustarse de acuerdo con los datos
recibidos de las pruebas de germinacién. Tan pronto como se detecte una disminucién
significativa, deberan reducirse los intervalos de control con el fin de “afinar” la prediccién
del tiempo necesario para alcanzar el estdndar de viabilidad.

Las accesiones con una viabilidad inicial muy elevada (por encima del 98 por ciento)
pueden sufrir una disminucién estadisticamente significativa de la viabilidad mucho
antes del tiempo previsto para que se reduzca al 85 por ciento, cuando la germinacién
se sitia todavia muy por encima del 90 por ciento. En ese momento probablemente sea
demasiado pronto e innecesario llevar a cabo una regeneracién o una nueva recoleccién.
Sin embargo, més adelante deberan reducirse los intervalos entre pruebas (por ejemplo, de
diez a cinco afios) con el fin de realizar un seguimiento més preciso de dicha disminucién.

Para las accesiones de menor calidad, cuando la viabilidad disminuye de forma
relativamente rdpida es posible que la accesién esté cerca de un peligroso punto de
inflexién. Tales accesiones deberan gestionarse cuidadosamente y las primeras pruebas
para controlar la viabilidad deberan realizarse después de 3-5 afios de de almacenamiento.
Silos controles son poco frecuentes (por ejemplo, cada diez afios) podria no detectarse un
deterioro rapido y superarse el umbral de viabilidad del 85 por ciento, con consecuencias
negativas para la integridad genética de la coleccién. En este sentido, el uso de modelos
estadisticos podra ayudar a prever el punto de inflexién y el momento adecuado para
una regeneracién adecuada.

La prueba de viabilidad deber4 dar al responsable del banco de germoplasma una
aproximacidn a la viabilidad de la muestra. El objetivo debera ser detectar diferencias
del orden de +5 por ciento, més que diferencias del +0,1 por ciento. Inevitablemente, el
tamafio de la muestra a efectos del control de la viabilidad dependera del tamafio de la
accesién, pero debera ser lo méas grande posible para lograr una certeza estadistica. Sin
embargo, el tamafio de la muestra deber4 reducirse al minimo para evitar el desperdicio
de semillas. Las semillas de los bancos de germoplasma son un recurso valioso que no
se debe desperdiciar.

Es dificil establecer un criterio estricto en relacién con el nimero de semillas para
las pruebas de germinacién en los bancos de germoplasma; sin embargo, a menudo se
utilizan de manera general los protocolos normalizados delineados por la Asociacién
Internacional de Anélisis de Semillas (ISTA). Como pauta general se recomienda el uso
de 200 semillas para las pruebas de germinacién inicial (ISTA, 2008). Si la germinacién
inicial no alcanza el 90 por ciento, el procedimiento de pruebas secuenciales propuesto
por Ellis et al,, (1985) puede ayudar a economizar las semillas existentes en las siguientes
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pruebas de germinacién durante el almacenamiento. Sin embargo, en el caso de que no
haya suficientes semillas, también serdn vélidas las muestras de 100 o incluso menos
semillas, las cuales deberdn llevarse a cabo con réplicas. La prueba de germinacién es
un indicador de la viabilidad e incluso las muestras pequefias de semillas pueden ofrecer
informacién ttil al administrador. Pero en la practica el tamafio real de la muestra para la
germinacién dependera del tamafio de la accesién, que en general es muy limitado en los
bancos de germoplasma (el tamafio minimo ideal recomendado es de 1500 semillas para
las especies autégamas y de 3000 semillas para las especies exégamas de 3000 semillas).
Es importante reducir al minimo el uso de semillas valiosas que son necesarias para las
pruebas de germinacién. Para las accesiones pequefias (como suele ser el caso de las
especies silvestres) se podrian aceptar muestras de 50 semillas o menos. Sin embargo,
deber4 tenerse en cuenta entonces que podré haber una mayor probabilidad de que la
germinacién esté por debajo del umbral. El encargado del banco de germoplasma debera
evaluar el riesgo de que esto ocurra.

La prueba de germinacién se debera utilizar siempre con preferencia a otras
alternativas como la prueba del tetrazolio. Sin embargo, en circunstancias en que no sea
posible eliminar la dormancia de las semillas, se podrén realizar pruebas alternativas. Se
recomienda tomar medidas de la germinacién en dos momentos diferentes con el fin de
tener una idea de si las semillas germinan rdpido o despacio. También se deberan llevar
registros de la cantidad de semillas que germinan de manera anormal. Una germinacién
mas lenta o un aumento de las semillas anormales suelen ser los primeros indicadores
de que se esté produciendo un deterioro.

Deber4 hacerse todo lo posible para hacer germinar todas las semillas viables en
una coleccién ofreciendo las condiciones éptimas y los tratamientos adecuados para
interrumpir la dormancia cuando sea necesario. A las semillas que queden sin germinar
al final de una prueba de germinacién se les deberan realizar un corte de prueba para
determinar si estdn muertas o bajo dormancia. Las semillas con un tejido firme y fresco
probablemente estén bajo dormancia y deberdn considerarse semillas viables.

Toda la informacién y los datos generados durante el control de la viabilidad deberan
ser registrados e introducidos en el sistema de documentacién.

Disposiciones particulares

Es sabido que el control de la viabilidad es una actividad costosa y que los bancos de
germoplasma siempre persiguen la aplicacién de procedimientos econémicos. Uno de
estos procedimientos podria implicar la medicién de la calidad de las semillas en una
submuestra de accesiones de la misma especie cultivada el mismo afio de la recoleccién.
Esta préctica podria revelar tendencias generales sobre el efecto del afio de recoleccién
en la calidad de las semillas, pero no tomara en cuenta las interacciones genotipo -afio
de recoleccién cuya importancia para la calidad de las semillas es conocida.

Cuando concurren condiciones de recoleccién diferentes y el grado de madurez sea
muy distinto dentro de las accesiones, podra elaborarse una estrategia de muestreo
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a partir de subgrupos de recoleccién distintos. Otra estrategia consistiria en centrar
las nuevas pruebas en las accesiones que en las pruebas iniciales hayan arrojado los
resultados de viabilidad mé&s bajos. Los datos obtenidos con las nuevas pruebas para estas
accesiones deberdn constituir una alerta temprana sobre el estado del lote en su conjunto.

En especies y accesiones de semillas duras, como las que se encuentran con frecuencia
en algunas especies de leguminosas forrajeras y plantas silvestres emparentadas con
las cultivadas, la prueba inicial de germinacién en el momento de la recoleccién puede
arrojar un resultado bajo, hasta del 45 por ciento, aumentar después de 10-15 afios hasta el
95 por ciento o més, y mantenerse a dicho nivel durante largos periodos de tiempo. Si la
germinacién inicial no alcanzase el 90 por ciento, debera llevarse a cabo una regeneracién
o nueva recoleccién ante el primer descenso significativo detectable, determinado
mediante un estudio estadistico apropiado.

Sin embargo, se ha observado en muchos tipos distintos de accesiones una variacién
intraespecifica dentro de las accesiones, por lo que se deben tomar en consideracién los
riesgos asociados con las estrategias anteriormente indicadas. El control de la viabilidad
de las accesiones de especies silvestres en términos generales es méas problemadtico que
en especies cultivadas. Las semillas tienen muchas més probabilidades de presentar
dormancia y el tamafio de las accesiones suele ser pequefio, lo que implica que para
las pruebas de germinacién se deben tomar muestras de tamafio aun menor, ya que
esto afectard inevitablemente a la capacidad de detectar el comienzo del deterioro de
las semillas.

Con respecto a la prueba inicial de viabilidad de la semilla, también es posible que
los bancos de germoplasma reciban pequefias cantidades de semillas. En este caso no
serd necesario llevar a cabo las pruebas iniciales de viabilidad de las semillas ya que las
muestras se llevan a regeneracién. No obstante, una vez regeneradas las semillas deberén
someterse a pruebas de viabilidad antes de su almacenamiento.

Las diferencias en la longevidad propia de las especies también son mayores en las
silvestres, siendo muy larga la esperanza de vida para algunas especies de hébitats
mediterrdneos y de trépico seco y por el contrario corta para algunas especies de regiones
frias o templadas. En este tltimo caso, debera considerarse la posibilidad de que los
intervalos de repeticién de pruebas sean de tan solo tres afios asi como de realizar un
duplicado y crioalmacenarlo como medida de precaucién. En el caso de que no se cumplan
las condiciones de almacenamiento (como sucederia si se produjera un corte de corriente
eléctrica prolongado cuando las semillas se almacenan en unidades de refrigeracién),
la viabilidad se ver4 afectada negativamente dependiendo de la especie, la duracién de
la interrupcidn y las condiciones durante esta. En tal caso, deberd activarse un plan de
gestién de desastres. Por ejemplo, puede que sea necesario someter a prueba a algunas
muestras representativas inmediatamente después de la reanudacién de las condiciones
de almacenamiento adecuadas.
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4.4 Normas

para la regeneracion

Normas

4.4.1

4.4.2

4.4.3

Debera realizarse una regeneracién cuando la viabilidad caiga por debajo del
85 por ciento de la viabilidad inicial o cuando la cantidad de semillas restante
sea inferior a la necesaria para tres siembras de una poblacién representativa
de la accesidén. Deber4 utilizarse la muestra mds original para regenerar dichas
accesiones.

La regeneracién deberd llevarse a cabo de tal manera que se mantenga la
integridad genética de una determinada accesién. Se deberdn tomar las
medidas de regeneracién especificas de cada especie a fin de evitar las
mezclas y la contaminacidén genética derivada del flujo de genes a partir del
polen originado en otras accesiones de la misma u otras especies en entornos
cercanos a los campos de regeneracién.

Cuando sea posible debera conservarse en condiciones a largo plazo un minimo
de 50 semillas de la muestra original y de la inmediatamente posterior a la
original, con fines de referencia.

Contexto

La regeneracién es una operacién clave y forma parte integrante de las responsabilidades

de todos los bancos de germoplasma que mantienen semillas ortodoxas. Es un proceso que
produce un aumento de las semillas almacenadas (también llamado “multiplicacién”) en
el banco de germoplasma y/o un aumento de la viabilidad de las semillas hasta un nivel
igual o superior al minimo acordado denominado umbral de regeneracién. La accesién
se regenerara cuando no se disponga de suficientes semillas para su almacenamiento a

largo plazo (esto es, 1 500 semillas para las especies autégamas y 3 000 para las especies
alégamas), o cuando su viabilidad se haya reducido por debajo de un umbral minimo
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establecido (es decir, por debajo del 85 por ciento de la viabilidad inicial de las semillas
almacenadas). También debera llevarse a cabo una regeneracién cuando se hayan agotado
las semillas por causa del uso frecuente de la accesién. Si la accesién se usa con poca
frecuencia y la viabilidad de la semilla es buena, el nimero de semillas podra ser inferior
a 1000 antes de la regeneracién. Cada regeneracién de especies, especialmente de las
alégamas, implica un riesgo de pérdida de alelos raros de alteracién del perfil genético de
la muestra. Deber4 reducirse al minimo la frecuencia de regeneracién. No se necesita un
gran ntimero de semillas para las accesiones o especies raramente solicitadas.

La regeneracién es una actividad que con cierta probabilidad puede afectar a la
composicién genética de una accesién (v por lo tanto a su integridad genética), por lo que se
requiere el méximo cuidado. En consecuencia, los operadores de los bancos de germoplasma
tendrén que mantener un delicado equilibrio entre evitar o retrasar la regeneracién en la
medida de lo posible y la pérdida potencial de viabilidad, con el consiguiente riesgo de
menoscabo de la integridad genética de una accesién. La gestién activa de las colecciones
serd de gran ayuda para decidir sobre el mejor momento para regenerar.

La regeneracién deberé realizarse modificando lo menos posible la integridad genética
de la accesidn en cuestién. Esto significa que ademds de las consideraciones relativas al
muestreo (ver péarrafo siguiente) de la accesidn, se deberé prestar la debida atencidn a las
condiciones ambientales en las cuales se vaya a llevar a cabo la actividad, para evitar que
se ejerza una presién de seleccién importante sobre la accesién. Se ha sugerido que el
ambiente de la regeneracién debe ser lo més parecido posible al del lugar de recoleccién,
especialmente cuando se regenera una poblacién silvestre, con el fin de minimizar la deriva
genética y los cambios genéticos, asi como de producir semillas de la mejor calidad posible.
A menudo puede ser dificil recolectar una cantidad suficiente de semillas de especies
silvestres debido al menor niimero de semillas/plantas en comparacién con otras especies,
o0 a los mecanismos de dispersién de plantas, como el desgrane de semillas. Por tanto,
es necesario garantizar el uso de précticas técnicas apropiadas para recolectar el mayor
numero posible de semillas (usando redes para recoger las semillas caidas). También puede
ser necesario repetir los ciclos de regeneracién para asegurar que se conserva un niimero
suficiente de semillas. En la regeneracidn, lo mejor es crear las condiciones ambientales
favorables para la produccién de semillas y para minimizar la competencia entre las
plantas. Las condiciones de los sitios de recoleccién original suelen ser desfavorables por
una u otra razén para la méxima produccién de semillas. Por lo tanto, deberé procurarse
un equilibrio entre las condiciones generalizadas y favorables y las sefiales especiales
(va sean de tipo fotoperiédico, nutricional o climético) que son propias de la adaptacién
local de las distintas accesiones. Esto forma parte del arte de la gestién de colecciones.
Si el lugar donde radican los bancos de germoplasma no ofrece condiciones favorables
a nivel local, el encargado debera buscar los medios para regenerar la coleccién en un
ambiente favorable. La replicacién del ambiente de la coleccién no debe ser necesariamente
el objetivo del encargado.

Para preservar la integridad genética de las colecciones de los bancos de germoplasma
durante la regeneracién de semillas, es importante que el muestreo de las accesiones
se lleve a cabo correctamente. Las muestras de semillas que se vayan a utilizar para
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el proceso de regeneracién deberan tener un tamafio suficiente para representar la
diversidad genética que existe en la accesién y para que haya una cierta probabilidad de
que el conjunto posea uno o mas alelos raros.

La metodologia que se utilice para la regeneracién podré variar de una especie a otra'y
depender4, entre otros factores, del tamafio de la poblacién, el sistema de reproduccién y
la eficacia de la polinizacién. Por lo tanto, es de gran importancia reunir la mayor cantidad
posible de informacién biolégica pertinente en relacién con la especie en cuestién.
Ademaés, cuando sea posible y 1itil, se recomienda que la regeneracién se utilice también
para la caracterizacién de las accesiones regeneradas (ver Normas para la caracterizacién).
Sin embargo, para las especies de polinizacién cruzada, suele ser dificil utilizar el proceso
de regeneracién para llevar a cabo la caracterizacidén por razones logisticas.

Aspectos técnicos

Con el in de mantener la integridad genética de las accesiones durante la regeneracién
se recomienda usar semillas de la muestra méas original. Para la multiplicacién, se
recomienda utilizar semillas de la coleccién de trabajo durante un méximo de cinco
ciclos de multiplicacién sin volver a la muestra més original.

Cabe sefialar que en los casos en que la muestra original procedente de la recoleccién
o de la donacién sea de tamafio pequefio, serd necesario llevar a cabo una generacién
inmediatamente después de la recepcién del material con el fin de obtener una
cantidad suficiente de semillas para su almacenamiento a largo plazo. Es importante
registrar el nimero del ciclo de regeneracidn e introducir la informacién en el sistema
de documentacién. Se recomienda que el banco receptor conserve siempre algunas
semillas de la muestra inicial con fines de referencia en el futuro. Incluso si estas semillas
originales perdieran su viabilidad, podran ser ttiles para confirmar la morfologfa o el
genotipo de las generaciones posteriores de la accesién correspondiente.

El tamafio de la muestra de semillas que se utilice en la actividad de regeneracién
tendra que reflejar la composicién genética de la accesidn. Para ello, el tamafio efectivo
de la poblacién (Ne) es un pardmetro clave que influye en el grado de deriva genética
que se asocia con la regeneracién de la accesién. Este tamafio minimo de Nepara reducir
al minimo la pérdida de alelos puede calcularse para las accesiones individuales sobre
la base de la biologia de la polinizacién y las condiciones de cultivo. Se deben utilizar
las mejores practicas para la recoleccién a fin de evitar la mezcla de semillas durante la
siembra, la cosecha y el procesamiento. Las investigaciones llevadas a cabo por Johnson
et al. (2002, 2004) sobre la regeneracién de las especies perennes alégamas (por ejemplo
las gramineas) indicaron que el nimero minimo necesario para la preservacién del acervo
genético del taxén es de 100 plantas. Se recomienda el principio de recoleccién de 3 a 5
inflorescencias de cada planta.

Para evitar el flujo de genes y la contaminacién es sumamente importante utilizar
métodos apropiados de aislamiento entre parcelas de accesiones de especies alégamas
que estén en curso de regeneracién. Esto también se aplica a las especies autégamas, en
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funcién del ambiente de regeneracién. Para las especies que dependen de polinizadores
especificos, se deberan utilizar jaulas de aislamiento y los polinizadores correspondientes
(Dulloo, M.E. et al,, 2008). La contaminacién y la deriva genética / cambio genético
pueden estimarse mediante los caracteres morfolégicos, enzimaéticos u otros rasgos
distintivos que puedan servir como marcadores (por ejemplo, el color de las flores o de
las semillas, etc.), o con marcadores moleculares.

Las colecciones de referencia (especimenes de herbario, fotografias o descripciones
de las accesiones originales) son esenciales para llevar a cabo la verificacién de la
conformidad al tipo (Lehmann y Mansfeld, 1957). Se deberan realizar inspecciones
minuciosas de las semillas obtenidas en la primera regeneracién de una nueva accesién
de un banco de germoplasma para recoger informacién de referencia importante. Con
el fin de evitar diferencias de madurez en las semillas de una muestra, deberédn llevarse
a cabo varias recolecciones durante la temporada de fructificacién.

Disposiciones particulares

Siempre existird una dimensién de gestién de riesgos vinculada a la funcién del
responsable de la coleccién. La posesién de sélidos conocimientos de la biologfa de la
especie en cuestién es un factor clave para poder tomar las mejores decisiones posibles
en relacién con la regeneracién, en condiciones limitadas. En el momento de planificar
la actividad de regeneracién se deberé prestar la debida atencién a aspectos como el
tamafio de la muestra, la distancia entre las distintas accesiones y otras formas de aislar
las mismas, el respeto de los umbrales establecidos para la pérdida de la viabilidad, las
condiciones de cultivo, y otros.

Habida cuenta de esta complejidad no tiene sentido examinar posibles disposiciones
particulares. En caso de emergencia, sera conveniente recabar asesoramiento de expertos
o la colaboracién de otros bancos que puedan prestar asistencia.



NORMAS PARA BANCOS DE GERMOPLASMA DE RECURSOS FITOGENETICOS PARA LA ALIMENTACION Y LA AGRICULTURA

BIBLIOGRAFIA

Breese, E.L.1989. Regeneration and multiplication of germplasm resources in seed genebanks: the scientific
background (available at http;//wwwz2. bioversityinternational.org/publications/Web_version/209/).

Crossa, J. 1995. Sample size and effective population size in seed regeneration of monecious species. In
JM.M. Engels & R. Rao, eds. Regeneration of seed crops and their wild relatives, pp.140-143. Proceedings
of a consultation meeting, 4-7 December 1995. Hyderabad, India, ICRISAT, and Rome, Italy. International
Plant Genetic Resources Institute.

Dulloo, M.E., Hanson, J., Jorge, M.A. & Thormann, I. 2008. Regeneration guidelines: general guiding
principles. In M.E. Dulloo, I. Thormann, M.A. Jorge & J. Hanson, eds. Crop specific regeneration
guidelines. Rome, Italy, CGIAR System-wide Genetic Resource Programme (SGRP). 6 p.

Engels, JM.M. & Rao, R., eds. 1995. Regeneration of seed crops and their wild relatives, pp. 140-143.
Proceedings of a consultation meeting, 4-7 December 1995. Hyderabad, India, ICRISAT, and Rome, Italy,
International Plant Genetic Resources Institute.

Engels, JM.M. & Visser, L. 2003. A guide to effective management of germplasm collections. IPGRI
Handbooks for Genebanks No. 6. Rome, Italy, IPGRI.

Johnson, R.C.,, Bradley, V.L., & Evans, M.A. 2002. Effective population size during grass germplasm
seed regeneration. Crop Science, 42: 286-290.

Johnson, R.C., Bradley, V.L., & Evans, M.A. 2004. Inflorescence sampling improves effective population
size of grasses. Crop Science, 44: 1450-1455.

Lawrence, L. 2002. A comprehensive collection and regeneration strategy for ex situ conservation.
Genetic resources and crop evolution, 49(2): 199-209.

Lehmann, C.O. & Mansfeld, R. 1957. Zur Technik der Sortimentserhaltung. Kulturpflanze, 5: 108-138.

Rao, N.K., Hanson, J., Dulloo, M.E., Ghosh, K., Nowell, D. & Larinde, M. 2006. Manual of seed handling
in genebanks. Handbooks for Genebanks No. 8. Rome, Italy, Bioversity International.

Sackville Hamilton, N.R. & Chorlton, K.H. 1997. Regeneration of accessions in seed collections: a
decision guide. J. Engels, ed. Handbook for Genebanks No. 5. Rome, Italy, IPGRL

SGRP. Crop genebank knowledge base (available at: http://cropgenebank.sgrp.cgiar.org).



CAPITULO 4 NORMAS PARA BANCOS DE GERMOPLASMA DE SEMILLAS ORTODOXAS

4.5 Normas
para la caracterizacion

Normas

4.5.1 Alrededor del 60 por ciento de las accesiones se deberdn caracterizar en un
plazo de cinco a siete afios a contar desde la adquisicién o durante el primer
ciclo de regeneracidn.

4.5.2 La caracterizacién se debe basar en formatos de medicién normalizados y
calibrados, y los datos de caracterizacién se ajustaran a listas de descriptores
acordados internacionalmente y se haran publicos.

Contexto

Por caracterizacién se entiende la descripcién del germoplasma vegetal. La caracterizacién
determina la expresién de caracteres altamente heredables que van desde las caracteristicas
morfolégicas, fisiolégicas o agronémicas hasta el contenido en proteinas y aceite de las
semillas, pasando por los marcadores moleculares.

La caracterizacién se puede realizar en cualquier etapa del proceso de conservacién, siempre
y cuando el niimero de semillas sea suficiente para tomar la muestra. Conocer y describir lo
mejor posible el germoplasma que se conserva es esencial para asegurar su maxima utilizacién
por los fitomejoradores. Por lo tanto, la caracterizacién deber4 llevarse a cabo tan pronto como
sea posible para agregar valor a la coleccidn. El uso de un conjunto minimo de caracteres
fenotipicos, fisiolégicos y cualitativos de las semillas, de descriptores morfolégicos y de
informacién sobre el sistema reproductivo, tales como los que publica Bioversity International, es
Util para la caracterizacidén. También se pueden encontrar descriptores titiles en las publicaciones
de la Unién Internacional para la Proteccién de las Obtenciones Vegetales (UPOV) y del
Sistema nacional de germoplasma vegetal (NPGS) del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA). El uso de estandares acordados internacionalmente para los datos de
caracterizacién aumenta la utilidad de los datos publicados.
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La caracterizacidén permite detectar la diversidad que existe entre varias accesiones
y dentro de las accesiones. Puede ser necesario adoptar las medidas adecuadas para
asegurar la preservacién de los alelos raros o para mejorar el acceso a alelos determinados.
La documentacién de las observaciones y las medidas adoptadas es de gran importancia.

Aspectos técnicos

La caracterizacién es un proceso largo y costoso. Se puede tratar de conjugar la
caracterizacién con la multiplicacién o la regeneracién en la medida de lo posible. Los
encargados de los bancos de germoplasma deberén hacer todo lo posible para registrar los
datos de caracterizacién. Sin embargo, es recomendable fomentar el uso de la replicacién
para la caracterizacién de los caracteres altamente heredables.

Los atributos y caracteristicas de las especies cultivadas estdn determinadas por los
expertos en las especies o por los encargados de las colecciones, en consulta con los
administradores de los bancos de germoplasma. Se ha elaborado una amplia gama de
listas de descriptores de cultivos, por ejemplo los de Bioversity International, y a partir de
algunos de ellos también se han generado conjuntos minimos de descriptores clave para su
utilizacién. Ademsés, se han publicado listas de descriptores a niveles regional y nacional,
como los descriptores del NPGS del USDA. El registro de datos deberé ser realizado
por personal capacitado, utilizando formatos de medicién normalizados y calibrados tal
como se indica en las listas de descriptores de los cultivos publicadas y acordadas a nivel
internacional. Los datos deberdn ser validados por el encargado y los oficiales encargados
de la documentacién antes de ser volcados en la base de datos del banco de germoplasma
y puestos a disposicién del piblico. También se reconoce que las colecciones de referencia
(especimenes de herbario, herbario de semillas, fotografias) desempefian un papel esencial
en la identificacién de la conformidad al tipo.

Gracias a los progresos de la biotecnologia, cada vez se utilizan més en caracterizacién
las tecnologias de marcadores moleculares y gendmicas (de Vicente et al,, 2004) en
combinacidn con las observaciones fenotipicas, ya que tienen ventajas en la estimacién
de la singularidad de una fuente de variacién entre accesiones y dentro de ellas. Los
datos genotipicos obtenidos en la caracterizacién de germoplasma mediante técnicas
moleculares tienen la ventaja respecto a los datos fenotipicos de que las variaciones
detectadas estdn mucho mas desprovistas de influencias ambientales (Bretting y
Widrlechner 1995). Sin embargo, el uso de la tecnologia molecular sigue estando fuera del
alcance de algunas instituciones ya que requiere avanzadas instalaciones de laboratorio
y capacidad técnica, y ademés puede ser costosa (Karp et al., 1997), especialmente en
paises en desarrollo y también en situaciones donde se deben elaborar desde el principio
las herramientas moleculares especificas del genoma como los marcadores SSR (Simple
Sequence Repeat). Existen muchos marcadores y técnicas disponibles (por ejemplo los
SSR, EST-SSR, AFLP) pero para los fines de caracterizacién solamente se deben utilizar
marcadores bien establecidos y repetibles como los SSR. Se ha disefiado una amplia
serie de cebadores de marcadores apropiados para su utilizacién en la caracterizacién de
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muchas especies cultivadas, asi como conjuntos minimos de marcadores clave. Con el
fin de asegurar que se puedan comparar los resultados de distintos lotes de anélisis, en
cada lote se deben incluir algunas accesiones del banco de germoplasma como testigos.
La inclusién de testigos en la caracterizacién molecular juega también un papel esencial
para poder comparar entre bancos de germoplasma distintos.

Disposiciones particulares

La fiabilidad de los datos puede variar en funcién de quienes los recojan si estos no
estdn bien capacitados o no tienen suficiente experiencia. Por lo tanto, deberd disponerse
de personal técnico capacitado en el campo de los recursos fitogenéticos durante todo
el ciclo de crecimiento para registrar y documentar los datos de caracterizacién. Es
conveniente poder contar con conocimientos especializados en taxonomia, biologia de
semillas y fitopatologia (ya sea en la propia institucién o mediante colaboracién con otras
instituciones) durante el proceso de caracterizacién.

La caracterizacién requiere mucho personal y una financiacién suficiente para que
los datos sean de buena calidad. La realizacién de una caracterizacién completa de las
accesiones durante los ciclos de regeneracién puede reducir el niimero de accesiones que
se pueden regenerar en cada ciclo.

La incidencia de plagas y enfermedades puede suponer un problema para la recogida
de datos de calidad. La determinacién de algunos caracteres, como el contenido oleico
o proteico, requiere pruebas de laboratorio que no siempre estén disponibles o pueden
ser costosas.
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4.6 Normas
para la evaluacién

Normas

4.6.1 Se deben tomar datos de evaluacién de las accesiones de los bancos de
germoplasma de los caracteres incluidos en las listas de descriptores de
cultivos acordados a nivel internacional. Dichos datos se deben ajustar a
formatos de medicién estandarizados y calibrados.

4.6.2 Se deben obtener datos de evaluacién de todas las accesiones como sea posible
en la prictica, mediante anélisis en laboratorio, vivero y/o campo segin proceda.

4.6.3 Los ensayos de evaluacién deben llevarse a cabo en al menos tres sitios
distintos y se deben obtener datos en tres afios como minimo.

Contexto

La evaluacién consiste en la observacién y registro de aquellas caracteristicas cuya
expresién suele estar influida por factores ambientales. Incluye la recoleccién metédica
de datos de caracteres agronémicos y de calidad mediante ensayos experimentales
adecuadamente disefiados. Los datos de evaluacién frecuentemente incluyen resistencias
a plagas de insectos, patologias de la planta y evaluacién de la calidad (por ejemplo,
contenido en aceite o proteinas) asi como caracteres ambientales (tolerancia a la sequia,
al frio y otros). Este tipo de informacién facilita una identificacién més orientada del
germoplasma que satisface las necesidades de los posibles usuarios, por lo que los
datos obtenidos deben ser incorporados al sistema de documentacién del banco de
germoplasma. Estos conjuntos de datos son de gran interés para los usuarios con el fin
de incorporar caracteres en programas de mejoramiento genético y mejorar la utilizacién
de colecciones. Los caracteres por los cuales se evaliian las accesiones de germoplasma
son definidos previamente por los expertos en las especies en colaboracién con los
responsables de los bancos de germoplasma. Unos datos de evaluacién fiables y de facil
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acceso por parte de mejoradores de plantas e investigadores facilitan enormemente
el acceso y uso de las accesiones de germoplasma vegetal. El germoplasma debe ser
evaluado de forma sistematica utilizando redes de colaboracién tanto a nivel internacional
como regional y nacional.

Obtener datos de evaluacién lleva més tiempo y es muchas veces mds costoso que
obtener datos de caracterizacién. Los responsables de los bancos deben hacer todos los
esfuerzos posibles para obtener registros de datos de evaluacién. Una posible fuente son
los registros de evaluacién producidos por los usuarios a los que se ha enviado semillas.
El banco de germoplasma debe solicitar al usuario que comparta los datos de evaluacién,
al menos tras un periodo de tiempo determinado desde el momento en el que el usuario
haya publicado los resultados de la evaluacién. Los aspectos précticos del acuerdo se
deben resolver entre el banco de germoplasma y el usuario/receptor del material.

Aspectos técnicos

Se han elaborado numerosas listas de descriptores de especies cultivadas, por ejemplo
las del Consejo Internacional de Recursos Fitogenéticos (hoy Bioversity International) y
de la Unién Internacional para la Proteccién de Nuevas Variedades de Plantas (UPOV).
Ademiés, existen listas de descriptores de evaluacién elaboradas por organizaciones
nacionales o regionales como el Sistema nacional de germoplasma vegetal (NPGS) del
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA).

La toma de datos debe ser realizada por personal capacitado y utilizando formatos
de medicién calibrados y estandarizados tanto como sea posible, con accesiones testigo
(control) suficientemente identificadas y listas de descriptores de cultivo publicadas. Los
resultados de evaluacién en vivero, en laboratorio o en campo, siguiendo protocolos
estandarizados y procedimientos experimentales, se presentan normalmente como
valores discretos (por ejemplo niveles de severidad en sintomas de enfermedad, conteos)
o como valores continuos (basados en mediciones). Los datos deberén ser validados
por el encargado y los oficiales encargados de la documentacién antes de ser volcados
en la base de datos del banco de germoplasma y puestos a disposicién del ptblico.
Durante la evaluacién es conveniente la participacién de equipos multidisciplinares con
experiencia en biologia de semillas y patologia vegetal, resistencia a plagas, tolerancias
ambientales, tanto en la propia institucién como en otras instituciones colaboradoras.
Estos requisitos no es frecuente encontrarlos en los bancos de germoplasma por lo que la
evaluacién de accesiones de germoplasma es més eficaz si se realiza de forma conjunta
con htomejoradores especializados.

Muchos de los caracteres agronémicos demandados por los mejoradores son
genéticamente demasiado complejos para ser observados en las evaluaciones
preliminares del germoplasma. Los datos sobre caracteres agrondémicos se obtienen
normalmente durante la evaluacién de germoplasma en programas de mejoramiento,
y muchos de esos caracteres son resultado de fuertes interacciones de genotipo x
ambiente (G x A) y por lo tanto son especificos de la zona de evaluacién. Es esencial



realizar repeticiones de la evaluacién de los caracteres buscados en diferentes ambientes
y definir e identificar claramente los testigos a utilizar en afios sucesivos. Esto debe
llevarse a cabo en al menos tres sitios que tengan condiciones ambientales distintas y
durante tres ciclos vegetativos, y los datos de los resultados obtenidos en los distintos
afios se deben comparar de manera estadisticamente concluyente.

Gracias a los avances de la biotecnologia, las tecnologias de marcadores moleculares
y gendmicas son cada vez mas utilizadas también en evaluacién (de Vicente et al., 2004)
(ver Normas de caracterizacién). Entre los marcadores moleculares utilizados de forma
maés habitual en caracterizacién y evaluacién de germoplasma se encuentran los AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphisms), los SSR (Simple Sequence Repeats) y los SNP
(Single Nucleotide Polymorphisms). Estos han sustituido casi totalmente a los antiguos
tipos de marcadores, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) y RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) por su abundancia genémica relativa y por la alta posibilidad
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de reproducir los datos. Ademaés, los avances en la secuenciacién de préxima generacién y
la consiguiente reduccién de costos han propiciado un mayor uso de los ensayos basados
en la secuenciacién de regiones codificantes y no codificantes y del genotipado mediante
secuenciacién (GBS, genotyping-by-sequencing) en la evaluacién de germoplasma.
Los tipos de marcadores moleculares difieren en la forma en que detectan diferencias
genéticas, el tipo de datos que generan, los niveles taxonémicos a los que se pueden aplicar
mas adecuadamente, y sus requerimientos técnicos y financieros (Lidder y Sonnino, 2011).
Cuando sea factible la seleccién asistida por marcadores (MAS, Marked Assisted Selection),
es decir la seleccién por la presencia o ausencia de caracteres en materiales de mejora a
nivel molecular, puede también aplicarse a la evaluacién de germoplasma para caracteres
de interés. La escasez de personal adecuadamente capacitado y la falta de recursos en
comparacién con los costes de establecimiento relativamente altos, siguen siendo un
impedimento para la adopcién generalizada de los marcadores moleculares como método
elegido para la evaluacién de germoplasma, especialmente en paises en desarrollo.

Disposiciones particulares

La evaluacién de germoplasma vegetal es una actividad que requiere mucho trabajo y
niveles adecuados de financiamiento sostenible para permitir el ensamblaje de datos
fiables de alta calidad. Para las situaciones en las que la evaluacién completa de todas las
accesiones, a pesar de ser deseable, no resulta factible desde el punto de vista econémico, un
punto de partida recomendado es la seleccidn de accesiones genéticamente diversas, basada
por ejemplo, en subconjuntos previamente definidos de colecciones de germoplasma.

Las variaciones en la incidencia de plagas y enfermedades, la gravedad de los estreses
abidticos y las fluctuaciones de los factores ambientales y climéticos en el campo ejercen
gran influencia en la precisién de los datos, por lo que deberian ser mitigados mediante
evaluaciones razonablemente replicadas, en varias localizaciones, varias estaciones y
varios afios. Ademés, los ensayos de laboratorio para medicién de algunos caracteres,
como el contenido de aceites o proteinas, la calidad del almidén, factores nutricionales u
otros, requieren equipos especializados que no siempre estan disponibles o que podrian
ser costosos. Una vez més se destaca la necesidad de conformar equipos multidisciplinares
de diversas unidades o instituciones, segin sea el caso.

La utilizacién de datos de evaluacién generados por otros puede plantear problemas
précticos importantes. Por ejemplo, los datos pueden estar en formatos diferentes, y siya
han sido publicados pueden comportar derechos de autor o de propiedad intelectual. Con
el fin de facilitar el uso de datos de origen externo es importante normalizar la recoleccién
y el analisis de datos y utilizar formatos de informacién uniformes.
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4.7 Normas
para la documentacién

Normas

4.7.1  Los datos de pasaporte del 100 por ciento de las accesiones deben estar
documentados utilizando los descriptores de pasaporte FAO/IPGRI para
cultivos multiples.

4.7.2 Toda la informacidn y los datos generados en los bancos de germoplasma
relacionados con todos los aspectos de la conservacién y el uso del material
deben ser registrados en una base de datos debidamente disefiada.

Contexto

La informacién acerca de las accesiones es esencial para la gestién y el mantenimiento
de las colecciones en el banco de germoplasma. También es importante compartir
esta informacién y ponerla a disposicién de los potenciales usuarios de germoplasma,
y deberd adjuntarse a todo material que se distribuya. Los datos de pasaporte son
los datos minimos de cada accesién que deben estar disponibles para garantizar
una gestién adecuada, y deberan utilizarse normas internacionales, tales como los
descriptores de pasaporte para cultivos multiples de la FAO y el IPGRI (FAO/IPGRI
2001), para registrar los datos de pasaporte. El uso de normas acordadas a nivel
internacional facilita en gran medida el intercambio de datos.

En la dltima década han tenido lugar grandes avances en la tecnologia de la
informacién y la bioinformatica, gran parte de los cuales estan disponible en linea. La
mayoria de los bancos de germoplasma también disponen de computadoras y tienen
acceso a Internet, lo cual hace posible registrar e intercambiar datos e informacién de
manera eficiente. En tltima instancia, la conservacién y la capacidad de conservar el
germoplasma conservado se promueven a través de una buena gestién de la informacién
y los datos. Toda la informacién y los datos generados durante el proceso de adquisicién,
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registro, almacenamiento, control, regeneracién, caracterizacién, evaluacién y distribucién
deberan ser registrados en una base de datos disefiada a propésito y empleada para
mejorar la conservacién y el uso del germoplasma. Estos datos e informacién abarcan
desde los detalles de las caracteristicas genéticas de las accesiones y las poblaciones
individuales hasta las redes de distribucién y los usuarios. Es importante alojar una copia
de seguridad del sistema de la base de datos en una ubicacién externa.

La documentacién de los datos de caracterizacién, evaluacién y distribucién tiene
particular importancia para mejorar el uso de la coleccién respectiva y ayudar a identificar
accesiones concretas.

Dados los avances realizados en el campo de la biotecnologfa, surge la necesidad de
complementar los datos sobre caracteres fenotipicos con datos moleculares. Se deberdn
realizar esfuerzos para registrar los datos moleculares que se generen a través de la
gendmica, la proteédmica y la bicinformatica.

Aspectos técnicos

Los sistemas informadticos para el archivo de datos e informacién permiten un mayor
almacenamiento de toda la informacién relacionada con la gestién del banco de
germoplasma. La adopcién de los estdndares de datos que actualmente existen para
la mayoria de los aspectos de la gestién de datos en bancos de germoplasma facilita
la gestién de la informacién y contribuye a mejorar el uso e intercambio de datos. Por
ejemplo, la lista de descriptores de pasaporte para cultivos miltiples de la FAO/IPGRI
(Alercia et al., 2001) se deber4 utilizar para documentar los datos de pasaporte, ya que
es fundamental para el intercambio de datos entre bancos y paises.

Existen sistemas de manejo de informacién sobre germoplasma, como GRIN-Global,
GENESYS, Mansfield Database (IPK) y SESTO (NordGen)?, desarrollados especificamente
para bancos de germoplasma y sus necesidades de gestién de la documentacién y la
informacién. Otro sistema de manejo de la informacién de germoplasma es el Sistema
internacional de informacién sobre cultivos (ICIS), plataforma en la que pueden
almacenarse los datos del germoplasma de uno o més bancos, publicarse estos en linea
con una funcién de biisqueda y consulta que permite a los usuarios establecer criterios
para la seleccién del germoplasma en funcién de uno o multiples caracteres, delimitar
dichos datos mediante sus coordenadas GPS para una regién y/o superponerlos con
mapas climéticos y de suelos para la seleccién especifica de germoplasma.

Muchas veces los datos de evaluacién son producidos por los usuarios a los que
se han distribuido semillas. El banco de germoplasma debera solicitar al usuario
que comparta los datos de evaluacién, los cuales deberédn incluirse en el sistema de

1 GRIN: http://www.ars-grin.gov/
GENESYS: http://www.genesys-pgr.org/
Mansfield Database: http://mansfeld.ipk-gatersleben.de/pls/htmldb_pgrc/f?p=185:3:1644539197326401
SESTO: http://www.nordgen.org/sesto/
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documentacién del banco de germoplasma. Dicha informacién podra abarcar las
resistencias al estrés bidtico y abidtico, las caracteristicas de crecimiento y desarrollo
de la accesidn, las caracteristicas de calidad de la produccidn, etc. El hecho de afiadir
este tipo de informacién permite una identificacién mas precisa del germoplasma con
vistas a satisfacer las necesidades de los posibles usuarios. Sin embargo, se reconoce que
el uso de la informacién generada por los usuarios puede no ser tan simple y entrafiar
problemas institucionales y de derechos de autor.

Disposiciones particulares

La falta o la pérdida de documentacién suponen riesgos para el uso éptimo de las semillas
e incluso pueden dar lugar a su pérdida. Los responsables de las colecciones deberan
asegurarse de mantener registros adecuados de toda la informacién relacionada con la
gestién del banco en sistemas de documentacién de seguridad, como parte de su sistema
de gestién de riesgos. En el caso de que no se disponga de un sistema informaético, toda la
informacién importante debe ser adecuadamente documentada en libros de contabilidad.
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4.8 Normas para la distribucién

y el intercambio

Normas

4.8.1

4.8.2

4.8.3

4.8.4

Las semillas se deben distribuir de conformidad con las leyes nacionales y los
tratados y convenios internacionales pertinentes.

Las muestras de semillas se deben suministrar con todos los documentos
pertinentes exigidos por el pais receptor.

Ellapso de tiempo entre la recepcién de una peticién de semillas y el envio de
las mismas debera reducirse al minimo posible.

El niimero minimo de semillas viables a suministrar en una muestra debe estar
entre 30 y 50, en la mayoria de las especies y en accesiones con suficientes
semillas en stock. Cuando el niimero de semillas en el momento de la solicitud
sea demasiado bajo y no existan accesiones alternativas adecuadas, las
muestras se deben entregar después de su regeneracién/multiplicacién,
previa renovacién de la solicitud. Para algunas especies y determinados usos
de investigacidén, se podrdn aceptar muestras con un niimero menor de semillas
a efectos de distribucién.

Contexto

La conservacién debe estar vinculada a la utilizacién. La distribucién de germoplasma
consiste en el suministro de una muestra representativa de accesiones de semillas
de un banco de germoplasma en respuesta a peticiones de usuarios de germoplasma
vegetal. La demanda de recursos genéticos crece constantemente para responder a los
retos planteados por el cambio climatico, los cambios en los espectros de virulencia de
las principales plagas y enfermedades asi como las especies exéticas invasivas. Esta
demanda ha llevado a un mayor reconocimiento de la importancia de la utilizacién del
germoplasma de los bancos, lo que determina en tltima instancia la distribucién de




germoplasma. El tiempo que medie entre la recepcién de una solicitud de semillas de un
usuario y la respuesta y el envio correspondientes de semillas (junto con la informacién
pertinente) deberd ser lo més corto posible.

Se reconoce la diversidad de sistemas legales con respecto a sus normas de
procedimiento que regulan el acceso a los tribunales y al arbitraje, asi como las
obligaciones derivadas de los convenios internacionales y regionales aplicables a
tales normas de procedimiento. Cuando un usuario solicita una accesién a un banco
de germoplasma, el usuario es responsable de indicar los requisitos nacionales de
importacién de semillas, y en concreto las normas fitosanitarias de su pais con el fin de
evitar la propagacién de plagas cuarentenarias o reguladas o de especies invasoras que
puedan afectar gravemente a la produccién nacional.

Los dos instrumentos internacionales que rigen el acceso a los recursos genéticos
son el TIRFAA y el CDB. El TIRFAA facilita el acceso a los recursos fitogenéticos
para la alimentacién y la agricultura, y regula el reparto de beneficios derivados de su
utilizacién. El TIRFAA establece un sistema multilateral de recursos fitogenéticos para
la alimentacién y la agricultura para un conjunto de 64 especies cultivadas alimentarias
y forrajeras (cominmente conocidas como especies del Anexo 1 del Tratado) las cuales
en su distribucién estdn acompafiadas de un ANTM. No obstante, el ANTM se puede
utilizar también para las especies no incluidas en el Anexo 1, aunque también existen otros
modelos disponibles. El acceso y el reparto de los beneficios en virtud del CDB se realiza
en conformidad a su Protocolo de Nagoya. Tanto el TIRFAA como el CDB hacen énfasis
en la continuidad entre la conservacién y la utilizacién sostenible, junto con la facilitacién
del acceso y la distribucién equitativa de los beneficios derivados de su uso.

Los bancos de germoplasma deben tener como objetivo poner a disposicién de los
usuarios tantas accesiones como sea posible, as{ como sus datos asociados. Cuando se
agote el stock, se deberan multiplicar las accesiones para satisfacer las demandas de
los usuarios con carécter prioritario. Los bancos de germoplasma deberan promover
la disponibilidad de los recursos genéticos para usos tales como la investigacién, el
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mejoramiento, la educacidn, la agricultura y la repatriacién. A nivel internacional, los
bancos de germoplasma pueden ser una fuente de reabastecimiento de germoplasma de
variedades locales para los paises que estén creando su propio banco de germoplasma,
o que hayan sufrido desastres tales como incendios, inundaciones o conflictos civiles. Es
de sefialar que el nimero minimo de semillas para la distribucién depende de la especie
y el uso. Los bancos de germoplasma no se utilizan solamente para la pre-mejora y el
fitomejoramiento aplicado, sino también en actividades de investigacién. En este tltimo
caso, se suelen necesitar muy pocas semillas.

Aspectos técnicos

El germoplasma deber4 distribuirse de forma que se garantice que llegue a su destino en
buenas condiciones. Las condiciones ambientales pueden ser perjudiciales para la calidad
de las semillas durante el transporte, por lo que éstas deberdn embalarse cuidadosamente y
meterse en sobres herméticamente cerrados para protegerlas durante el transporte.

Las muestras que se distribuyan deberan cumplir con las disposiciones de las presentes
normas de calidad y las disposiciones sobre sanidad de las semillas del pais receptor. La
distribucién también deberé respetar la normativa y la legislacién del pais. Los aspectos
legales y normativos, en particular las disposiciones sobre sanidad de las semillas,
deberan ser comunicados por el usuario o las autoridades fitosanitarias nacionales.

La autorizacién de las aduanas y los departamentos de proteccién vegetal de los
envios, se suelen ver muy frecuentemente facilitados y agilizados cuando se tienen
disponibles los documentos requeridos por el pais receptor y el solicitante.

El certificado fitosanitario, las declaraciones adicionales, el certificado de donacién,
el certificado de ausencia de valor comercial, y el permiso de importacién son entre otros
algunos de los documentos que pueden ser requeridos por el pais receptor. Por ello es
importante mantener actualizada la lista de documentos solicitados por los diferentes
paises. Sila distribucién o el intercambio de semillas entrafian otros costos (debidos a
la obtencién de certificados fitosanitarios, certificados de la Asociacién Internacional de
Analisis de Semillas, sobres especificos, u otros), estos correrdn a cargo del usuario, salvo
que ambas partes determinen lo contrario. Un problema importante relacionado con la
distribucién internacional es la obligacién de los bancos de germoplasma de declarar
que no se ha detectado una enfermedad determinada en el campo de produccién de
las semillas. Los bancos de germoplasma no pueden cumplir con otras obligaciones de
declaracién en relacién con semillas que se hayan producido 20-30 afios antes. Los paises
que reciban las semillas deberédn aplicar procedimientos cuarentenarios para el manejo
de semillas cuando no se puedan cumplir obligaciones adicionales de declaracién.

Debera facilitarse al destinatario la lista del material y la informacién relacionada
(datos de pasaporte, como minimo), junto con los acuerdos juridicos relacionados con el
acceso a los recursos genéticos proporcionados y el uso de los mismos.

Es muy recomendable reducir lo més posible el tiempo desde que el material se
envia hasta que se recibe. En el caso de que las semillas no estén disponibles las
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respuestas deberdn incluir una descripcién detallada del motivo, la fecha estimada de
disponibilidad de la accesién, y las accesiones alternativas que pueden adaptarse a las
necesidades del solicitante.

Se alienta a los receptores de accesiones de los bancos de germoplasma a realizar
su propio acopio de semillas para sus necesidades de ensayos y experimentos. Esto es
especialmente importante en lo referente a las especies silvestres, en las cuales los stocks
de semillas suelen ser escasos, y para los ensayos de campo replicados cuando no sea
posible suministrar la cantidad de semillas requerida.

Para el material distribuido fuera del Sistema multilateral del TIRFAA, el banco
distribuidor debera fomentar el retorno de informacién sobre la utilidad del germoplasma
suministrado del receptor al proveedor de conformidad con las condiciones del ATM.

Disposiciones particulares

Las decisiones politicas, las situaciones de crisis o las demoras por razones burocréticas pueden
prolongar el lapso de tiempo entre la recepcién de una solicitud de semillas y la distribucién
del material. Las limitaciones relacionadas con la regeneracién y/o la multiplicacién de las
accesiones también pueden afectar al proceso de distribucién y retrasarlo.
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4.9 Normas para la duplicacién
de seguridad

Normas

4.9.1 Se deberd almacenar una muestra duplicada de seguridad de cada accesién
original en una zona geograficamente distante, y en las mismas o mejores
condiciones que las del banco de germoplasma original.

4.9.2 Cadamuestra duplicada de seguridad deberd ir acompafiada de la correspondiente
informacidn asociada.

Contexto

El duplicado de seguridad garantiza la disponibilidad de una submuestra de la accesién
genéticamente idéntica a ella, para reducir el riesgo de que se pierda parcial o totalmente
a causa de catdstrofes de origen natural o humano. Los duplicados de seguridad son
genéticamente idénticos a la coleccién a largo plazo y reciben la denominacién de muestra
secundaria més original (Engels y Visser, 2003). La duplicacién de seguridad incluye
el duplicado tanto del material como de la informacién asociada, incluida una copia de
seguridad de la base de datos. Los duplicados de seguridad de los materiales se depositan
para su almacenamiento a largo plazo en un lugar diferente. El lugar se elegird de modo
que se reduzcan al minimo los posibles riesgos y se cuente con las mejores instalaciones
de almacenamiento posibles. Para minimizar los riesgos que puedan surgir en un pafs
determinado lo ideal seré llevar a cabo la duplicacién de seguridad fuera de ese pafs.

El duplicado de seguridad se realiza generalmente mediante el sistema de “caja negra”.
Ello implica que el banco depositario no tiene derecho a usar ni distribuir el germoplasma.
El depositante debera garantizar que el material depositado sea de alta calidad, controlar
la viabilidad de las semillas a lo largo del tiempo y utilizar su propia coleccién base para
regenerar las colecciones cuando empiecen a perder su viabilidad. El germoplasma no se
podré tocar sin el permiso del depositante y solo se devolverd previa peticién cuando la
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coleccién original se haya perdido o destruido. La retirada del depésito también es posible
cuando se reemplace con germoplasma recién regenerado. Se reconoce sin embargo que
el sistema de “caja negra” no es el tinico enfoque. Puede haber casos en los que los bancos
de germoplasma receptores también se hagan cargo de la coleccién de seguridad.

La duplicacién de seguridad debe hacerse para todas las semillas originales
recolectadas por el banco de germoplasma o cuando sea este banco el tnico que las
mantiene. No obstante, el banco debera conservar un conjunto de las muestras originales
para facilitar el acceso a efectos de regeneracién u otras decisiones de gestién. Las
semillas que constituyan duplicados de otras colecciones se pueden recuperar por lo
general de dichas colecciones y no requieren duplicacién de seguridad, a menos que
existan dudas sobre su seguridad en la otra coleccién.

Cualquier sistema de duplicacién de seguridad requerird de un acuerdo legal
claramente firmado entre el depositante y el destinatario del duplicado de seguridad, en
el que se establezcan las responsabilidades de las partes y las condiciones bajo las cuales
se mantiene el material.

La Reserva mundial de semillas de Svalbard, situada en la isla de Spitsbergen
(Noruega) ofrece esta duplicacién de seguridad. Las instituciones que depositan semillas
mantendrén la propiedad de estas y solo el depositario tendré acceso a las muestras
almacenadas en Svalvard.

Aspectos técnicos

En el momento de seleccionar el lugar para el duplicado de seguridad, se tomara en
consideracién principalmente la ubicacién geografica y las condiciones ambientales del
sitio en cuestién. Las instalaciones deberan tener un nivel bajo de radiacién (radiactividad)
y ser estables (baja probabilidad de terremotos). Deberdn estar en un lugar elevado
que garantice un correcto drenaje durante las lluvias estacionales y evite el riesgo de
inundaciones en caso de aumento del nivel del mar debido al calentamiento del planeta.
La misma importancia revisten la estabilidad econémica y la seguridad sociopolitica. Koo
et al. (2004) sugieren que las muestras duplicadas de seguridad deberén estar alejadas
de lugares donde exista un riesgo de bloqueo politico, accién militar o terrorismo que
puedan perturbar el acceso internacional.

Las muestras se prepararén para la duplicacién de seguridad de la misma manera
que para la coleccién base. Las condiciones deberén ser al menos tan estrictas como
las del almacenamiento a largo plazo del germoplasma en un banco y la calidad de la
preparacién de las semillas (por ejemplo, el secado) serd importante. En algunos casos
ser4 util ordenar el material en funcién de la longevidad de los grupos de semillas (corta,
media y larga) antes de su envio para la duplicacién de seguridad.

No deber4 limitarse el tamafio de la muestra a un nimero minimo determinado. El
tamafio de la muestra deberé ser suficiente para llevar a cabo al menos tres regeneraciones.
Las copias de seguridad no sirven solo para una regeneracién en el futuro, sino que
también pueden proporcionar una muestra minima para regenerar una accesién que
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se haya perdido. Es mejor que haya una copia de seguridad “bésica” con una cantidad
minima de semillas en otro lugar que ninguna copia en absoluto. Cuando sea posible,
el duplicado de seguridad de una accesién en un banco de germoplasma de semillas
deberé contener al menos 500 semillas viables para accesiones heterogéneas de especies
alégamas y con una gran diversidad, y un minimo de 300 semillas en las accesiones
genéticamente uniformes. Para las accesiones de semillas de baja viabilidad se precisa un
nimero mayor de semillas. La temperatura de almacenamiento deber4 estar comprendida
entre -18 °C y -20 °C.

El material de envasado para los duplicados de seguridad debera ser trilaminado y la
capa metalica intermedia tendrd un espesor suficiente. Deber4 adoptar la forma de una
bolsa cosida por los cuatro costados, sin refuerzos en los bordes. De esta forma se crea
una proteccién adecuada contra el agua para el transporte y el almacenamiento a -18 °C
durante al menos 30 afios. Se deberan colocar etiquetas en el exterior y el interior de cada
paquete de semillas para asegurar que el germoplasma esté debidamente identificado.

Dado que las condiciones de almacenamiento para el duplicado de seguridad
deberén ser iguales o mejores que las de la coleccidn base, la viabilidad de las semillas
podré controlarse en lotes de semillas de la misma accesién que estén almacenadas
a largo plazo en el banco de germoplasma, y hacer una extrapolacién al duplicado de
seguridad, siempre que se cumplan las normas bésicas relativas a las condiciones de
almacenamiento y se utilicen los mismos recipientes. En algunos casos, se pueden enviar
junto con el duplicado de seguridad muestras para las pruebas de germinacién en cajas
separadas, y acordar con el depositario el control de la germinacién.

Las mejores opciones para el transporte y el almacenamiento de semillas son las
cajas sélidas y resistentes al frio, de cartén grueso o de polipropileno. Las cajas deberan
sellarse adecuadamente. A fin de evitar el deterioro de la calidad de las semillas durante el
transporte, este deber4 realizarse por el medio més rapido disponible, ya sea la via aérea
o terrestre o un servicio de mensajeria. El remitente debera renovar las muestras cuando
la viabilidad de las muestras almacenadas en condiciones similares en su coleccién base
comience a disminuir.

Disposiciones particulares

Cuando se extrapole la viabilidad del duplicado de seguridad a partir de los resultados
del control de la viabilidad de la muestra de la coleccién base, ello debera hacerse con
cierta cautela. Las semillas pueden envejecer a un ritmo diferente si hay diferencias
en la humedad relativa ambiente entre ambos sitios y/o en el grado o frecuencia de las
fluctuaciones de temperatura, aunque la temperatura media de almacenamiento sea
la misma.

Pueden plantearse cuestiones de responsabilidad en relacién con el envio de muestras
en condiciones de caja negra sellada. Uno de ellos es la responsabilidad por el contenido
de la caja sellada y su manejo por parte de funcionarios de aduanas y otras autoridades
para la entrada en el pais. En algunos casos, las autoridades abren las cajas y les ponen
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sellos especiales para confirmar que las muestras no son medicamentos u otras plantas
prohibidas. Otra cuestién es la de la responsabilidad de la institucién receptora en caso
de que el material sufra algin dafio o pierda su viabilidad antes de lo esperado como
resultado del estrés sufrido durante el transporte, el sellado defectuoso de los recipientes,
o de temperaturas que se apartan de las normas especificadas. En las condiciones aqui
descritas, el depositario de los duplicados de seguridad solo serd “responsable” si la
temperatura llega a ser incontrolable, lo cual deberd comunicarse inmediatamente a la
institucién de origen para que pueda decidir la medida a tomar. La institucién de origen
debera asumir la responsabilidad integra por los dafios derivados del transporte o la
humedad no controlada.

Las normas y los aspectos técnicos pueden ser dificiles de aplicar en ciertas especies
debido a la biologia intrinseca de las muestras, como por ejemplo cuando las semillas
son poco longevas o grandes. En este tiltimo caso el espacio y el costo pueden ser
factores limitantes.
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4.10 Normas para la seguridad
y el personal

Normas

4.10.1 Losbancos de germoplasma deberan disponer de una estrategia de manejo de
riesgos que incluya, entre otras cosas, medidas contra los cortes de corriente,
incendios, inundaciones y terremotos.

4.10.2 Losbancos de germoplasma deberédn respetar las normas y protocolos locales
de seguridad y salud en el trabajo cuando proceda.

4.10.3 Los bancos de germoplasma deberdn emplear el personal necesario para
desempefiar todas las funciones ordinarias y asegurar que el banco pueda adquirir,
conservar y distribuir germoplasma de conformidad con las normas.

Contexto

La consecucién de los objetivos de un banco de germoplasma consistentes en la
adquisicién, conservacién y distribucién de germoplasma no solo requiere que se
disponga de procedimientos y equipos adecuados para el manejo del germoplasma, sino
también que se emplee personal debidamente capacitado para llevar a cabo el trabajo
necesario y garantizar la seguridad del banco.

La gestién activa de los bancos de germoplasma requiere de un personal bien
capacitado, y es crucial asignar cometidos a empleados con la debida competencia. Por
lo tanto, los bancos de germoplasma deberan contar con un plan o estrategia para el
personal junto con el presupuesto correspondiente, a fin de garantizar que disponen de
un minimo de personal debidamente capacitado para cumplir con la responsabilidad de
asegurar que el banco puede adquirir, conservar y distribuir germoplasma. El acceso a
especialistas en una amplia gama de 4reas temaéticas es conveniente, en funcién de los
objetivos y el mandato de cada banco de germoplasma. Sin embargo, los complementos
y la formacién del personal dependeran de las circunstancias de cada caso. El estado
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sanitario y la utilidad de las semillas almacenadas en el banco de germoplasma dependen
también de aspectos relacionadas con la seguridad y la proteccién de los bancos de
germoplasma. Deberén adoptarse disposiciones, entre otras cosas, para garantizar el
suministro eléctrico de seguridad, la existencia de equipos de extincién de incendios y
la comprobacién periédica de los mismos, y que los edificios que alberguen los bancos
de germoplasma sean a prueba de terremotos si se hallan en una zona sismica, por
mencionar algunas. Por consiguiente, los bancos de germoplasma deberan llevar a cabo y
promover una gestién de riesgos sistematica que trate los riesgos biolégicos y fisicos en el
entorno cotidiano a los que estén expuestas las colecciones y la informacién relacionada.

Aspectos técnicos

El personal debera tener una formacién adecuada adquirida mediante de capacitacién
certificada y/o en el puesto de trabajo, y deberdn estudiarse las necesidades de
formacién del personal. El personal de los bancos de germoplasma debera conocer los
procedimientos de seguridad y tener capacitacién al respecto, a fin de minimizar los
riesgos para el germoplasma.

Las instalaciones del banco de germoplasma deberan estar construidas de forma que
resistan los desastres naturales, como huracanes, ciclones, terremotos o inundaciones,
de los que se tenga conocimiento de ocurrencia en el lugar donde se haya construido el
banco de germoplasma.

Las instalaciones para el almacenamiento deberédn estar protegidas con dispositivos
de seguridad normalizados tales como cercas, sistemas de alarma, puertas de seguridad
y cualquier otro sistema que ayude a proteger al banco de germoplasma de los ladrones
y otras personas ajenas al banco. La seguridad de las colecciones de semillas en el banco
se vera reforzada si se permite la entrada tinica y exclusivamente en las instalaciones de
almacenamiento al personal autorizado.

Deberad proporcionarse ropa de proteccién para su utilizacién en el drea de
almacenamiento. Se deberdn tomar las debidas precauciones e instalar equipos de
seguridad como alarmas y dispositivos para abrir las puertas desde el interior de las
salas de secado y salas de refrigeracién.

Con préacticamente toda seguridad, la refrigeracién dependerd de la corriente
eléctrica y por ello es necesario que el suministro sea adecuado y fiable. La falta de
suministro eléctrico puede acarrear la pérdida completa de las accesiones de los bancos
de germoplasma. Se debe considerar la posibilidad de disponer de un generador de
seguridad que se ponga en marcha autométicamente cuando falle la fuente principal
de suministro eléctrico. Para ello sera necesario almacenar cantidades suficientes de
combustible para el funcionamiento del generador durante los cortes de electricidad.

Debera haber dispositivos de control de la temperatura en las salas de secado y
almacenamiento para realizar un seguimiento de los pardmetros reales en funcién del
tiempo. En caso de que la refrigeracién no sea fiable serd necesario plantearse si es mejor
almacenar las semillas sin refrigeracién. Si se utiliza refrigeracién para conservar el
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germoplasma, esta debera cumplir con las normas necesarias, ya que una refrigeracién
insegura puede ser mucho més perjudicial que un almacenamiento no refrigerado.

Si la refrigeracién o el suministro eléctrico no son fiables, podra construirse una
instalacién en el suelo a una profundidad de 10 a 20 m, donde la temperatura puede
alcanzar los 10 °C de media. Esto podria ser interesante en varias regiones tropicales
en las que no hay riesgo de inundacién. A pesar de ello, las semillas deberdn secarse
apropiadamente y conservarse en frascos debidamente sellados.

Es necesario que los bancos de germoplasma dispongan de alarma y equipo de
lucha contra incendios. La mayoria de los incendios se generan en circuitos eléctricos
defectuosos y, por lo tanto, deberan efectuarse controles periédicos de los mismos para
asegurar el cumplimiento de las normas de seguridad. Los equipos contra incendios
deberan comprender extintores de incendios y mantas ignifugas. Para las zonas propensas
a las tormentas, deberd instalarse un pararrayos en el banco de germoplasma.

Disposiciones particulares

Cuando no se disponga de personal debidamente capacitado, o cuando haya problemas de
tiempo o limitaciones de otro tipo, una solucién podria consistir en subcontratar parte del
trabajo de los bancos de germoplasma o recabar la ayuda de otros bancos de germoplasma.
Deber4 informarse a la comunidad internacional de bancos de germoplasma cuando las
funciones de un banco de germoplasma se encuentren en situacién de riesgo.

La entrada no autorizada a las instalaciones de los bancos de germoplasma puede
acarrear una pérdida directa de material, pero también puede poner en peligro las
colecciones como consecuencia de la introduccién involuntaria de plagas y enfermedades
y la interferencia en los sistemas de gestién.

BIBLIOGRAFIA
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Handbooks for Genebanks No. 6. IPGRI, Rome, Italy.

SGRP. Crop genebank knowledge base. Section on risk management (available at http://cropgenebank.
sgrp.cgiar.org/index.php?option=com_ content&view=article&id=135&Itemid=236&lang=english)



%1\\

.. l_..a..ll

R boom o ,w__
e R e T reagm Ui, N




Capitulo 5

Normas

para bancos

de germoplasma
de campo

(2]
9]
3)
B
@
o
o)
)
o]
5=
i
(2]
0
(2]
—~
5
Q
Q
~
>
(2]
=
=
o)
%)
0
o
Q
ey
5
o
35

o
(9]




NORMAS PARA BANCOS DE GERMOPLASMA DE RECURSOS FITOGENETICOS PARA LA ALIMENTACION Y LA AGRICULTURA

5.1

Normas para la eleccién
de la ubicacién del banco
de germoplasma de campo

Normas

5.1.1

5.1.2

5.1.3

5.1.4

5.1.5

Las condiciones agroecolégicas (clima, altitud, suelo, drenaje) de la zona donde
se ubique el banco de germoplasma de campo deben ser tan similares como sea
posible al entorno donde los materiales vegetales se desarrollen normalmente
o donde hayan sido recolectados.

El banco de germoplasma de campo debe estar ubicado de manera que se
reduzcan al minimo los riesgos de desastres y peligros tanto naturales como
provocados por el hombre como plagas, enfermedades, dafios causados por
animales, inundaciones, sequias, incendios, dafios por nieve y congelacién,
volcanes, granizo, robos o vandalismo.

Para aquellas especies utilizadas para producir semillas para su distribucién,
el banco de germoplasma de campo debe situarse de modo que se reduzcan
al minimo los riesgos de flujo de genes y de contaminacién desde cultivos o
poblaciones silvestres de la misma especie, para mantener la integridad genética.
El banco de germoplasma de campo debe estar ubicado en un lugar con una
tenencia de la tierra segura y lo suficientemente grande como para permitir
la expansién de la coleccién en el futuro.

Ellugar donde se ubique el banco de germoplasma de campo debe ser facilmente
accesible para el personal y para las entregas de suministros, y tener acceso al
agua e instalaciones adecuadas para la propagacién y la cuarentena.
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Contexto

Teniendo en cuenta la condicién de largo plazo de un banco de germoplasma de campo,
la eleccién de una ubicacién apropiada es fundamental para una adecuada conservacién
del germoplasma. Hay muchos factores que deben tenerse en cuenta a la hora de elegir la
ubicacién de un banco de germoplasma de campo, como las condiciones agroecolégicas
adecuadas para las plantas que se van a conservar, los posibles desastres naturales y
provocados por el hombre asociados con la zona, la tenencia de la tierra a largo plazo
asegurada, la accesibilidad para el personal y la disponibilidad de los recursos hidricos.

Aspectos técnicos

Las plantas crecen fuertes y sanas cuando se plantan en condiciones agroecoldgicas
apropiadas. Los bancos de germoplasma de campo son especialmente vulnerables a las
pérdidas causadas por la falta de adaptacién del material originado en entornos muy
diferentes de la ubicacién del banco. La zona elegida para el banco de germoplasma de
campo debe tener el tipo de clima y suelo més adecuado para la especie con el fin de
reducir el riesgo de la mala adaptacién. Una solucién a una mala adaptacién consiste en la
adopcién de un enfoque descentralizado de la gestién del banco de germoplasma, es decir,
ubicar las colecciones en diferentes zonas agroecoldgicas en lugar de en un tnico banco
de germoplasma centralizado. Las accesiones con una adaptacién similar se mantendran
juntas en un emplazamiento situado en un entorno agricola similar al de su origen, o
similar o cercano a su habitat natural. Las condiciones naturales del entorno original puede
ser simuladas proporcionando una mayor intensidad de sombra o un mayor drenaje, por
ejemplo para los parientes silvestres de cultivos cuyo origen estd en bosques naturales en
comparacién con las plantas cultivadas que estdn adaptadas a una mayor intensidad de luz.

Evitar plagas, enfermedades e insectos vectores es de gran importancia para las
colecciones de campo. Cuando es posible, el banco de germoplasma de campo debe
estar ubicado en un emplazamiento libre de las enfermedades y plagas patégenas
mads importantes o alejado de zonas de las que se tiene conocimiento de infeccién por
hongos y virus, con el fin de reducir los riesgos y los costos de manejo relacionados con
la proteccién fitosanitaria y garantizar una fuente limpia de material para su distribucién.
Antes de la plantacién se debe comprobar que los suelos estén libres de hongos, termitas
y otros parésitos transmitidos por el suelo y asegurar que se proporciona el tratamiento
adecuado para limpiar el suelo antes de la plantacién. Cuando esto no sea posible, la
zona elegida deber4 estar ubicada a cierta distancia de parcelas cultivadas con la misma
especie, con el fin de reducir el riesgo de plagas de insectos y enfermedades, y las plantas
con sintomas de enfermedad deberdn eliminarse mediante un intenso programa de raleo.
Siempre que sea posible, las colecciones se deben mantener en zonas de clima célido y
seco que son menos favorables para las plagas y enfermedades y para el movimiento de
vectores. Por otro lado, la concentracién de un gran nimero de plantas susceptibles a
una enfermedad puede aumentar gravemente el riesgo de brotes de dicha enfermedad.
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Estas colecciones grandes de un tnico género requieren un estudio especial desde el
punto de vista fitosanitario.

La evaluacién del riesgo de ocurrencia de desastres naturales tales como inundaciones,
incendios, nieve o hielo, volcanes, terremotos y huracanes es un criterio primordial para
garantizar la seguridad fisica de las colecciones. Ademds, se deben tener en cuenta la
seguridad fisica y la posibilidad de dafios causados por el hombre como el robo y el
vandalismo. Estas caracteristicas deben ser consideradas en el momento de decidir la
localizacién y el disefio de un banco de germoplasma de campo como elemento para
reducir la pérdida de germoplasma (ver también las normas para la seguridad y la
duplicacién de seguridad).

En plantas pequefias se pueden utilizar mosquiteras y jaulas como proteccién contra
los dafios de insectos o péjaros. Las especies alégamas, como arboles frutales con semillas
recalcitrantes o plantas herbaceas cultivadas para obtener semilla y conservadas como
plantas, requieren aislamiento frente a los potenciales polinizadores. Para asegurar la
integridad genética de estas especies es importante elegir una zona alejada de campos
de cultivo o de poblaciones silvestres de la misma especie y asi evitar el flujo de genes
o la contaminacién por parte de malas hierbas. Para la propagacién se deben establecer
recomendaciones de distancias de aislamiento, jaulas de aislamiento o medidas de control
de la polinizacién. La Base de Conocimientos de los Bancos de Genes de los Cultivos
(Crop Genebank Knowledge Base en inglés) ofrece informacién especifica por cultivo
sobre distancias de aislamiento para la regeneracién de accesiones (ver Bibliografia).

Un banco de germoplasma de campo debe estar ubicado en un sitio seguro en el
sentido de contar con un acuerdo a largo plazo y con tenencia de la tierra y financiamiento
garantizados o publicados en un boletin oficial, habiendo tomado en consideracién el plan
de desarrollo para la zona. El historial del uso del suelo puede dar informacién sobre el
estado de plagas o malas hierbas en la tierra y sobre la cantidad de fertilizante utilizado.
Un elevado uso de fertilizantes en los afios anteriores podria afectar al crecimiento de
raices y tubérculos. Por ejemplo, un alto residuo de fertilizante puede impedir el desarrollo
de tubérculos en la batata. El estrés hidrico se puede evitar si entre los criterios de eleccién
de la ubicacién se incluye la disponibilidad de suficiente agua de lluvia o de suministro
de agua para riego suplementario. Ademas del historial del uso del suelo, se recomienda
tomar medidas para determinar y corregir el estado fisico y nutricional de los suelos.
Béasicamente, esto supone el anélisis fisico y quimico del suelo con las posteriores medidas
correctivas que procedan. Las zonas con uso frecuente de niveles altos de potasio deben
equilibrarse con aplicaciones suplementarias de calcio y magnesio, especialmente para
arboles frutales tropicales.

El tamafio de la zona elegida debe ser suficiente para proporcionar espacio al tipo de
especies a conservar, asi como para la posible expansién futura a medida que la coleccién
crezca, especialmente en el caso de especies perennes. En los cultivos arbéreos el espacio
requerido puede ser importante. También se debe disponer de espacio suficiente para dar
cabida a las plantas anuales que requieren replantacién continua y rotacién entre parcelas para
evitar cualquier posible contaminacién de las plantaciones anteriores, asi como la rotacién
de cultivos anuales y perennes para el control de enfermedades y manejo de la fertilidad
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del suelo. Se necesitan instalaciones de almacenamiento suficientes y adecuadas cuando el
material vegetal necesite ser almacenado en el periodo entre la cosecha y la siembra siguiente.

El acceso fisico facil al germoplasma favorecera la supervisién y el manejo de las plantas. El
sitio debe permitir el adecuado acceso de la mano de obra y la maquinaria para las aplicaciones
de materia orgénica, fertilizantes y pesticidas y tener acceso a instalaciones adecuadas de
riego durante todo el afio, de propagacién y de mantenimiento in vitro o crioconservacién
cuando sea necesario. Se debe contar con un buen sistema de seguridad para evitar robos y
dafios al germoplasma y a las instalaciones.

Disposiciones particulares

Cuando se planten en la misma ubicacién accesiones de diferentes origenes ecogeograficos,
el personal de la coleccién debera prestar especial atencién al seguimiento de la fenologia
reproductiva y la produccién de semillas, e identificar y transferir las accesiones mal
adaptadas a los posibles sitios alternativos, invernaderos o cultivos in vitro para evitar la
pérdida de diversidad genética. Algunas accesiones pueden requerir pricticas de manejo
especiales. Para proteger a las plantas de los depredadores puede ser necesario protegerlas
con estructuras como cubiertas o jaulas.
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5.2 Normas para la adquisicién

de germoplasma

Normas

5.2.1

5.2.2

5.2.3

5.2.4

5.2.5

Todas las muestras que se incorporen al banco de germoplasma deberdn haber
sido adquiridas legalmente con la documentacién técnica pertinente.

Todo material deberd ir acompafiado de sus datos asociados, al menos los que
se enumeran en los descriptores de pasaporte para cultivos miltiples de la
FAO/IPGRI.

El material de reproduccién se recogera siempre que sea posible a partir de
plantas sanas y en crecimiento, y en un estado de madurez suficiente para su
adecuada propagacién.

El periodo entre la recoleccidn, el transporte y el procesamiento y la posterior
transferencia al banco de germoplasma de campo debe ser lo més corto posible
para evitar la pérdida y el deterioro del material.

Las accesiones adquiridas en otros paises o regiones dentro del pais deben
pasar por los procesos de cuarentena pertinentes y cumplir con los requisitos
correspondientes antes de su incorporacién a la coleccién de campo.

Contexto

La adquisicién es el proceso de recolectar o de solicitar materiales para su inclusién en el

banco de germoplasma de campo, juntamente con la informacién relacionada con tales

materiales. La particularidad de las plantas con semillas recalcitrantes y de las plantas
propagadas vegetativamente requiere una atencién especial en el momento de adquirir el
germoplasma para su conservacién en bancos de campo. Los propagulos necesarios para
establecer un banco de germoplasma de campo pueden presentarse en diferentes formas,

tales como semillas, esquejes, tubérculos, bulbos, estacas, cultivos de tejido, injertos o

material crioconservado. Los materiales vegetales se pueden obtener a partir de otros
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bancos de germoplasma existentes, colecciones de investigacién y de fitomejoradores,
variedades locales y otras formas cultivadas por los agricultores, asi como de expediciones
de recoleccién de material vegetal. Se deben tener en cuenta los reglamentos nacionales
e internacionales pertinentes, tales como la legislacién fitosanitaria y de cuarentena y
las leyes nacionales de acceso a los recursos genéticos, la CIPF, el TIRFAA, el CDB, y
cualquier otra normativa que afecte al movimiento y la adquisicién de germoplasma.

Aspectos técnicos

El cumplimiento de la norma 5.2.1 permitird el movimiento seguro de germoplasma a
partir de sitios de recoleccién, tanto dentro como fuera del pafs, hasta el lugar donde se
sittie el banco de germoplasma. Cuando el material se recolecte in situ es importante
atenerse a la reglamentacién nacional, la cual normalmente exige la obtencién de
permisos de recoleccién de parte de las autoridades nacionales competentes. Si la
recoleccién se hace en campos cultivados o en zonas comunitarias, el consentimiento
fundamentado previo puede ser requerido de conformidad con la legislacién nacional,
regional o internacional en vigor. Si el material de germoplasma debe ser exportado
de un pafs a otro, se debe utilizar un acuerdo de transferencia de material apropiado.
En el caso de los RFAA, la exportacién puede estar acompafiada del ANTM o de otros
permisos similares de conformidad con las normas nacionales de acceso y distribucién
de beneficios. Se debera solicitar a la autoridad nacional competente del pais receptor la
normativa relativa al permiso de importacidn, en la cual se especifiquen los requisitos
fitosanitarios y otras cldusulas de importacién.

Durante la fase de adquisicién, es importante garantizar que los datos de pasaporte
de cada accesién son tan completos como sea posible. Los datos georreferenciados son
especialmente ttiles, ya que ofrecen una informacién precisa sobre la localizacién de
los sitios de recoleccién originales y ayudan a identificar accesiones con caracteres
especificos de adaptacién de acuerdo a las condiciones agrocliméticas de los sitios de
recoleccién originales. Los datos de pasaporte son fundamentales para identificar y
clasificar cada accesién, y sirven de punto de partida para la seleccién y el uso de la
accesién. Se deben utilizar formularios de recoleccién adecuados para capturar datos de
recoleccién completos. Estos formularios deben incluir datos tales como la clasificacién
taxondmica inicial de la muestra, la latitud y longitud del lugar de recoleccidn, una
descripcién del hébitat de las plantas recolectadas, el nimero de plantas incluidas en
la muestra y otros datos de importancia para la adecuada conservacién, conforme a lo
dispuesto en los descriptores de pasaporte para cultivos multiples de la FAO/IPGRI
(Alercia et al., 2001). Cuando el material se recolecta en los campos o fincas de los
agricultores, las entrevistas pueden proporcionar informacién adicional de gran utilidad,
como las précticas culturales, los métodos de propagacidn, la historia y el origen, y los
usos. Siempre que sea posible debe mantenerse un ejemplar de herbario, recogido de la
misma poblacién que las muestras, como coleccién de referencia, y tomar registro del
método y la razén de la adquisicién.




En caso de donacién (por parte de programas de investigacién o bancos de
germoplasma), ademds de los datos de pasaporte disponibles se debe obtener
informacién sobre la clasificacién taxondémica, el nombre del donante, el nimero de
identificacién del donante y los nombres del germoplasma. Debera recabarse del donante
informacién adecuada sobre cémo se conservé el germoplasma recibido, ademés de la

informacién del pedigri o relaciones genealégicas y de la cadena de custodia, cuando
se disponga de dicha informacién. Los materiales deberdn tener asignado un niimero
Unico de identificacién (ya sea temporal o permanente, de acuerdo con la préactica
seguida en el banco de germoplasma) que establecera la relacién del material con
sus datos de pasaporte y cualquier otra informacién recopilada, garantizando asi la
autenticidad de la muestra.
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Sibien es imposible garantizar que el material vegetal recolectado in situ se encuentra
en un estado completamente sano (sin enfermedades ni infestacién de plagas de insectos),
es importante que en la medida de lo posible los propagulos se recojan de plantas con
aspecto sano y que no presenten infestaciones o dafios por enfermedades o plagas de
insectos. El material limpio obtenido de fuentes certificadas debe ser almacenado en
estructuras cubiertas para evitar que los insectos infesten las plantas limpias y propaguen
patégenos. Durante la recoleccidn, el recolector debe evitar también el agotamiento de la
poblacién natural objetivo. También puede resultar 1til repetir el muestreo de una zona
especifica para capturar la méxima variabilidad genética que pueda estar presente en
distintos momentos a lo largo del tiempo (Guarino et al.,, 1995). En la fase de recoleccién
de muestras de especies perennes de multiplicacién vegetativa, especialmente cuando se
recolectan brotes para la obtencién de esquejes o injertos, podria ser deseable estimular
la formacién de brotes adecuados mediante marcas en el tronco o las ramas. Estos brotes
se recolectarian en una segunda visita.

Es importante destacar la importancia critica del periodo de tiempo que se tarde
en transferir el recurso genético original desde su lugar de recoleccién hasta el banco
de germoplasma. Esto es especialmente cierto para las especies que producen semillas
recalcitrantes y material clonal, las cuales no mantienen su viabilidad durante mucho
tiempo, y para propagulos vegetativos que se pudren con facilidad. En algunos casos
el material de germoplasma debe ser transportado a largas distancias, como cuando el
material se obtiene en otros paises. Deber4 prestarse la debida consideracién al periodo
de transporte, incluyendo el periodo de trénsito y de procesamiento, y se adoptarén las
medidas adecuadas para garantizar que el material llega al banco de germoplasma de
destino en buenas condiciones. También es importante preparar adecuadamente los
propagulos (estacas, semillas esquejes) para mejorar la viabilidad durante el transporte
postal o por paqueteria. Por ejemplo, las semillas recalcitrantes y las estacas deben
empaquetarse en algodén estéril u otro material adecuado dentro de una bolsa de
pléstico perforada para garantizar la suficiente renovacién de aire. Para evitar que los
clasificadores mecanicos de los servicios de correos aplasten las semillas, éstas se deben
proteger con paquetes rigidos acolchados. En el caso de las estacas, los dos extremos
cortados de la estaca limpia se deben envolver con tiras de film pléstico de parafina para
reducir la pérdida de humedad. En el envio de colecciones desde zonas tropicales se deben
tener en cuenta las altas temperaturas durante el transporte.

Dado que las colecciones de campo no pueden dar cabida a un alto nimero de muestras
(ver Normas para el establecimiento de colecciones de campo), el tamafio de la muestra
en la recoleccién serd por lo general pequefio en comparacién con las semillas ortodoxas.
No obstante, se debe procurar recolectar la maxima diversidad genética de la poblacién
objetivo que sea posible. Sin embargo, en la recoleccién para un banco de germoplasma
de campo, el recolector tendré que tomar las decisiones pertinentes en relacién con el
numero de plantas de una poblacién que en términos practicos se puede recolectar. La
cifra real dependeré en gran medida del sistema de reproduccién de la planta, el tipo de
planta y la parte de la planta que se recolecta.
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Disposiciones particulares

La recoleccidn no debe llevarse a cabo sin cumplir los requisitos legales, especialmente
cuando el germoplasma se lleva después fuera del pais donde se recolecté. En el caso de
que los materiales no puedan ser retirados del pais a causa de los requisitos fitosanitarios
existentes, se deben hacer esfuerzos para establecer colecciones de campo en el pais de
origen y/o para establecer cultivos in vitro, los cuales se prestan mejor a la exportacién.
En términos del tamafio de las muestras se deberd tomar la debida consideracién a las
especies silvestres y raras donde el material de propagacién podria no estar disponible
en las condiciones o cantidades éptimas.
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5.3 Normas para
el establecimiento
de colecciones de campo

Normas

5.3.1 Se debe mantener un nimero de plantas suficiente para abarcar la diversidad
genética de cada accesidén y para garantizar la seguridad de la accesién.

5.3.2 Unbanco de germoplasma de campo debe disponer de un mapa en el que se
indique claramente la localizacién exacta de cada accesién en la parcela.

5.3.3 Se deben seguir las pricticas de cultivo apropiadas teniendo en cuenta el
microambiente, la época de plantacidn, los portainjertos, el régimen de riego
y el control de plagas, enfermedades y malas hierbas.

Contexto

Resulta dificil proponer normas especificas para el establecimiento de una coleccién
de germoplasma de campo, ya que dependera en gran medida de la naturaleza de las
especies que se quiere conservar. Serd necesario elaborar normas especificas para
cada especie dependiendo de sus caracteristicas bioldgicas, su fenologia, mecanismo
reproductivo y estructura de poblacién. Hay tres consideraciones principales a tener en
cuenta en el momento de establecer una coleccién de germoplasma de campo: (a) cuantas
plantas por accesién se deben mantener; (b) cémo se distribuyen las plantas en el banco
de germoplasma; y () qué précticas de cultivo es necesario aplicar para garantizar unas
condiciones de crecimiento éptimas de las accesiones en la coleccidn.

Aspectos técnicos

La decisién de determinar el nimero plantas por accesién que se deben plantar en un
banco de germoplasma de campo depende de la ponderacién entre la necesidad de
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mantener la diversidad genética de las accesiones, las consideraciones de espacio, las
necesidades de caracterizacién y las condiciones econémicas del banco de germoplasma
de campo. El niimero sera distinto para plantas anuales y perennes, y también varia si
las especies se propagan por semillas o de forma vegetativa. En el caso de especies que
se propagan por semillas, el tamafio de la muestra debe ser lo suficientemente grande
como para abarcar la diversidad genética contenida en la accesién que se ha recolectado.
Conviene mencionar en este punto que durante la recoleccién de semillas que no son
ortodoxas el muestreo se debe disefiar adecuadamente estableciendo prioridades con
respecto a la recoleccién de plantas, ya que en una coleccién de campo resulta dificil
acoger una gran cantidad de diversidad genética dentro de cada accesién. Para especies
de propagacidn vegetativa un pequefio nimero de plantas es suficiente para representar
la diversidad genética de la accesidén y garantizar su seguridad. Sin embargo pueden ser
necesarias més plantas en los casos en que la diversidad intra-poblacional sea mayor
que la diversidad inter-poblacional. El tamafio de la muestra puede depender también del
objetivo de la colecciédn; por ejemplo cuando éste es la evaluacién y/o la distribucién el
nimero de individuos por accesién puede resultar distinto del que se establece cuando
el propésito es la conservacién.

Al establecer una coleccién de germoplasma de campo es muy importante saber
dénde se va a situar cada accesién. Una distribucién planificada apropiada y un plano
de campo preparado con antelacién mejoraran la eficacia del uso del espacio y el manejo
de la coleccién. Se debe definir claramente la ubicacién exacta de cada accesién. En este
respecto, durante la fase de establecimiento del banco de germoplasma de campo deberan
incorporarse mapas de distribucién de la parcela, disefiados, electrénicos e impresos, asi
como etiquetas de campo y de cédigos de barras. Se debe prestar atencién a situar las
accesiones en el micro-ambiente mds apropiado del banco de germoplasma. Algunas
plantas requieren condiciones ambientales especiales y pueden precisar ser resguardadas
en invernadero para un mayor control ambiental (por ejemplo, para evitar el calor o el
frio) o requerir la sombra de otras plantas.

En el momento de calcular el tamafio de las parcelas es necesario considerar el habito
de crecimiento y el tamafio adulto de las plantas, asi como las estructuras de riego y la
facilidad de mantenimiento. Para especies perennes el conveniente espaciamiento de
plantas dentro de la parcela permite el adecuado crecimiento de cada una, por ejemplo
de los arboles, v evita las mezclas en los cultivos que desarrollan tubérculos o estolones
subterrdneos grandes. Ademas, para evitar mezclas (lujo de genes) se deben establecer
barreras fisicas entre parcelas, por ejemplo mediante su separacién con especies diferentes
con las que no se polinicen. De esta forma se reduce la competencia que puede comportar
debilidad en las plantas o favorecer la dispersién rdpida de enfermedades o plagas de
insectos. Los clones invasivos pueden requerir plantacién en latas, macetas o cajas para
reducir las mezclas o la competicién con accesiones menos vigorosas. Las accesiones con
morfologias facilmente diferenciables entre si pueden plantarse en parcelas adyacentes
cuando la extensién de rastreras o la dispersién o la caida de bulbillos o semillas a la
parcela contigua suponen un problema. Para especies alégamas, con el fin de mantener
la integridad genética de las semillas que se recojan para su posterior distribucién, sera
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necesario establecer distancias de aislamiento suficientes entre parcelas de accesiones
distintas u otras medidas como jaulas de aislamiento.

Es importante resaltar que los planos de distribucién y de campo no son fijos en el
tiempo, sino que cambiardn segtn los esquemas de plantacién. En el caso de plantas
anuales, la rotacién es esencial y ello requiere una planificacién adecuada y espacio
adicional. También es importante disefiar la distribucién de forma que se asegure que
no hay flujo de pesticidas al entorno contiguo.

Enlas colecciones de campo es de extrema importancia contar con dos etiquetas por
cada accesién, correcta y claramente escritas con tinta indeleble y resistente al agua.
Las etiquetas deben contener informacién sobre la fecha, nombre comiin y niimero de
la accesién en la coleccién de campo. Cuando sea posible se deben utilizar etiquetas
producidas electrénicamente ya que reducen la reproduccién de errores en nombres y
numeros. Los mapas de campo (tanto en papel como en formato digital) constituyen
documentos esenciales para los bancos de germoplasma de campo y sirven de copia de
seguridad de las etiquetas de campo, las cuales se pierden o destruyen con facilidad.
Estos mapas se deben preparar antes de la plantacién y mantener regularmente
actualizados.

El establecimiento de una coleccién de campo requiere la adopcién de las préacticas de
cultivo apropiadas y especificas de la especie, para garantizar el eficaz establecimiento
de plantas en el banco de germoplasma. El material de plantacién debe ser seleccionado
con gran cuidado. Seleccionar solamente las plantas fuertes para su conservacién en
el banco de germoplasma de campo puede reducir la variacién genética. La calidad del
material de plantacién inicial desde el punto de vista fitosanitario es extremadamente
importante cuando se plantan nuevos campos, se replantan parcelas vacias o se
rejuvenecen colecciones enteras, siempre que no se lleve a cabo una seleccién genética.
Se debe utilizar solamente material sano y partes vigorosas de las plantas. Se observaran
los cuidados sanitarios basicos, como el uso de herramientas desinfectadas y limpias
en la preparacién de materiales de plantacién. Cuando sea posible, antes de establecer
la coleccién se debe considerar la posibilidad de analizar la presencia de enfermedades
no manifiestas producidas por virus y patégenos transmitidos en los injertos (como por
ejemplo viroides, fitoplasmas y organismos no identificados).

Las plantas deben plantarse en la época adecuada. Se deberdn seguir las
recomendaciones que existan sobre la época de plantacién de distintas especies en
distintas zonas. Estas recomendaciones deberdn tener en cuenta las condiciones
éptimas para el establecimiento de las plantas, entre las que se podrian incluir la
temperatura, los niveles de humedad, el tipo de suelo y el uso de portainjertos. En las
plantas propagadas mediante injertos, se debe poner especial cuidado en conseguir los
portainjertos de forma estandarizada para realizar el injerto de todas las muestras en el
momento apropiado. Determinados tipos de especies se injertan sobre portainjertos de
la misma especie o de otra estrechamente relacionada con la cual se haya demostrado
la compatibilidad. En esos casos se debe utilizar el mismo portainjertos para todas las
accesiones de esa especie. La eleccién del portainjertos se debe basar en la adaptacién
a las caracteristicas del suelo y la influencia minima sobre el comportamiento del
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material injertado. Los 4rboles deben plantarse sin injertos, sobre sus propias raices,
a menos que el uso de portainjertos sea necesario para evitar enfermedades, o que el
injerto sea la forma normal de cultivo de la especie.

Las especies de polinizacién cruzada se deben plantar en grupos por fecha de floracién.
En especies dioicas se debe ajustar la cantidad de plantas masculinas y femeninas que se
plantan. En el caso de especies autoincompatibles de propagacién vegetativa, el responsable
de la coleccién debe conocer el sistema de autoincompatibilidad que presenta la especie
y la combinacién alélica con el fin de tener una buena coleccién de campo y garantizar la
formacién de frutos y semillas. Es también importante observar el tratamiento de la tierra
(medidas agrotécnicas) durante el establecimiento de colecciones de campo.
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Algunas especies requieren medidas complementarias como la plantacién de
arboles para sombra siguiendo un disefio apropiado (por ejemplo, el cafeto), los cuales
se seleccionardn de acuerdo a las condiciones locales y los requisitos de la especie.
Algunas especies trepadoras (por ejemplo, la vainilla, muchas leguminosas, cucurbitas,
y otras) necesitan drboles, palos de madera, cables u otras estructuras para su adecuado
crecimiento. Determinadas especies pueden requerir mesas de cultivo muy especificas
(principalmente las de climas aridos) por ejemplo “camas de mesa” y protecciones
frente a las lluvias en ciertas épocas del afio. De la misma forma, algunas plantas
requieren periodos especiales de sombra, de riego o de inundacidn, asi como cubiertas
como proteccién contra heladas u otros cuidados especificos. Algunas especies de
drboles frutales necesitan podas regulares para expresar su aspecto caracteristico y
permanecer sanas. Para cultivos de 4drboles, otra practica que se debe fomentar es el uso
de portainjertos enanizantes.

Disposiciones particulares

Algunos genotipos pueden no responder adecuadamente a los métodos de propagacién
comunes establecidos para tipos de especies particulares. En esos casos se deberan
realizar las investigaciones pertinentes para el desarrollo de nuevas metodologias. En
el caso de plantas propagadas con injertos en una zona de plantacién que requiere el
uso como portainjerto de una especie estrechamente relacionada, se deber4 utilizar un
injerto intermedio.

Es importante contemplar el mantenimiento de un duplicado de la coleccién en otra
ubicacién (ver Normas para seguridad y duplicados de seguridad). Algunos genotipos, por
ejemplo los de especies adaptadas a la sombra de los &4rboles del bosque o los vulnerables
a enfermedades, pueden no adaptarse bien a las condiciones de pleno sol en el campo y
por lo tanto necesitar una proteccién adecuada. Este hecho se ve agravado cuando los
recursos son limitados, credndose una funcién dual en los bancos de germoplasma de
campo (conservacién y mejora de cultivos) que puede llevar a conflictos, por ejemplo en
la distribucién del germoplasma, el manejo y la duplicacién de las accesiones. Cuando
resulte dificil mantener un duplicado de campo, una opcién posible consiste en realizar
duplicados utilizando cultivos in vitro.
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5.4 Normas para el manejo
en campo

Normas

5.4.1 Sedeberealizar una vigilancia de forma regular de las plagas y enfermedades
en las plantas y el suelo.

5.4.2 Sedeben realizar las labores de cultivo apropiadas para el adecuado crecimiento
de la planta, como fertilizacién, riego, poda, colocacién de espalderas, labores
de injerto y escarda.

5.4.3 Sedebe controlar la identidad genética de cada accesién aislando adecuadamente
las accesiones cuando sea necesario, evitando el crecimiento cruzado de las
accesiones, usando etiquetas apropiadas y mapas de campo y estudiando
periédicamente la identidad mediante técnicas morfolégicas o moleculares.

Contexto

El manejo en campo se refiere a las operaciones cotidianas de las colecciones de campo
que se llevan a cabo con el fin de asegurar que las accesiones se encuentran en buen
estado sanitario, tienen facil acceso y estan disponibles para su uso. Esto implica muchas
actividades diferentes entre las que se incluyen el control de plagas y enfermedades, la
adecuada nutricién de las plantas, las operaciones de riego, escarda y poda y el control
de las accesiones para asegurar la integridad genética de las colecciones.

Aspectos técnicos
La pérdida de germoplasma debida a un mal estado sanitario puede ser una causa importante

de erosién genética en los bancos de germoplasma de campo. Mantener las plantas sanas
es un reto fundamental de las colecciones de germoplasma, especialmente cuando las
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accesiones provienen de un 4rea de distribucién amplia donde existen distintas plagas
y enfermedades. Las accesiones de las colecciones pueden también ser fuente o foco de
distribucién de plagas y enfermedades cuando el manejo no es el adecuado. Por lo tanto,
es importante realizar un control estricto en el momento de la incorporacién de plantas al
banco de germoplasma. Ademas, se deben tener en cuenta los niveles en cada momento e
histéricos de las poblaciones de insectos y de enfermedades. Las inspecciones cuidadosas y
el registro son muy importantes en todas las operaciones de manejo de plagas. El momento
del control de las enfermedades es también de importancia capital porque una vez que
el material vegetal ha sido infectado el dafio suele ser irreversible. La modelizacién de
escenarios climéticos y enfermedades puede también ayudar en el control de la aparicién
de nuevas plagas y enfermedades.

Entre las plagas de insectos y las enfermedades se pueden incluir una gran diversidad
de organismos dependiendo de la coleccién objetivo. Entre las plagas més frecuentemente
asociadas al germoplasma vegetal se incluyen insectos, &caros, hongos, bacterias,
nematodos, virus, viroides, fitoplasma, babosas, caracoles y malas hierbas. Las plantas
de propagacién vegetativa pueden estar infectadas por virus, lo cual puede tener entre
otros efectos la disminucidn del vigor y la resistencia y la incompatibilidad de injertos.
Durante la fase de cuarentena o en el mantenimiento es posible detectar plagas de insectos
y enfermedades mediante numerosas técnicas como el examen visual, el aislamiento por
método placa de agar / placa por estria, la incubacién en cdmara htimeda, los injertos, los
bioensayos, el estudio al microscopio electrénico y los kits de diagnéstico para plantas.
Entre estos ultimos se puede destacar el ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
(ELISA), el cual es facil de utilizar y se encuentra disponible para enfermedades de plantas
que se cultivan por sus raices (yuca, patata, remolacha) o por sus frutos (banano, frutos
de pepita, frutos de hueso, frutos suaves) asi como para plantas horticolas. Las principales
enfermedades fingicas y bacterianas se pueden controlar mediante profilaxis o prevencién.
Los kits de diagnésticos basados en ADN son también extremadamente eficaces para
detectar enfermedades mediante anélisis PCR de genes especificos de patégenos. Se
recomienda que el personal que realice la valoracién de enfermedades esté adecuadamente
capacitado en técnicas de agricultura, horticultura, micropropagacién y patologia.

Conviene realizar una correcta identificacién de las accesiones mds vulnerables a
plagas de insectos y enfermedades en el momento de su incorporacién a la coleccién.
Es importante que los bancos de germoplasma de campo tengan a punto un sistema de
identificacién de todas las plagas y enfermedades asociadas a la diversidad de especies
que mantienen en la coleccién. Esto es especialmente necesario para aquellas especies
para las cuales se han descrito patégenos de cuarentena de alto riesgo. Los bancos de
germoplasma deben también disponer de procedimientos para aplicar las metodologias
de diagnéstico necesarias con el fin de obtener una garantia rigurosa del estado de plagas
y enfermedades, siguiendo los requisitos locales, regionales o nacionales que se hayan
dispuesto. Cuando el banco de germoplasma no tenga esta capacidad, estas tareas deben
ser encargadas a instituciones especializadas en cuarentena de plantas de importacidn.

El personal del banco de germoplasma debe aplicar practicas de manejo que reduzcan
los riesgos de dispersién de enfermedades en la coleccién. Es necesario asegurar que
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las herramientas, instrumentos, suelo y calzado estén adecuadamente desinfectados. El
enfoque recomendado para el control de plagas cuando sea factible es el manejo integrado
de plagas. Este programa se sirve en la medida de lo posible del control biolégico, el cual se
complementa con pesticidas y control mecdnico. Puede resultar muy importante analizar la
presencia de virus y otros patégenos transmitidos por los injertos en el material clonal, ya
que en la tltima década se han producido grandes avances en las tecnologias de deteccién.
Cuando se encuentren plantas infectadas individualmente, éstas deben limpiarse mediante
termoterapia y/o cultivo de tejidos. Para evitar tratamientos costosos, se recomienda siempre
buscar un material similar a partir de fuentes “limpias” o menos infectadas.

Los responsables de la gestién del banco de germoplasma de campo deben ser activos
en cubrir las necesidades individuales de la diversidad de germoplasma presente en la
coleccién. Una vez plantada la parcela, la funcidn del personal es ayudar al crecimiento
de las plantas solamente suministrando las condiciones favorables para su desarrollo.
El riego regular de las plantas durante la estacién seca es mucho més importante
que la fertilizacién. El sistema de riego debe ser apropiado para el tipo de planta y las
condiciones ecolégicas donde se ha establecido el banco de germoplasma. La fertilizacién
de la coleccidn se ve dificultada por el hecho de que hay muchos tipos distintos de plantas
creciendo juntos y cada uno de ellos tiene unos requisitos nutricionales especificos de su
identidad genética, tamafio y edad. Se pueden utilizar mezclas compuestas y pequefias
cantidades por planta, con los cuidados adecuados para asegurar la correcta distribucién.
La aplicacién de pequefias cantidades a intervalos cortos puede ser més eficaz que la
misma cantidad total aplicada a intervalos de varios meses. La poda es necesaria en la
mayoria de las plantas para mantener su tamafio dentro de unos pardmetros aceptables
para la plantacién, y en el caso de drboles para dar forma a la copa. En algunos casos
solamente se debe aplicar un ligero aclareo para que las ramas tengan espacio para su
adecuado desarrollo sin excesiva competicién por la luz. Estas operaciones de poda y
aclareo deben encargarse a una persona con experiencia. Dada la importancia que tiene
una coleccién de germoplasma, las labores deben ser de alta calidad y el personal que
realiza el mantenimiento en campo debe estar capacitado para ello.

La competicién que suponen las malas hierbas es un problema mucho maés serio
para las plantas jévenes que para las de mayor edad, debido a su sistema radicular
menos profundo. El control de malas hierbas es importante para el crecimiento rdpido
y vigoroso de la planta. El control de las malas hierbas puede realizarse por métodos
mecénicos o mediante el uso de productos quimicos (herbicidas). Los herbicidas pueden
servir para reducir al minimo la necesidad de trabajo manual y labores mecéanicas. El
tipo de control de malas hierbas debe ser el recomendado para cada especie.

Algunas accesiones requieren la aplicacién de otras précticas de proteccién mediante
el uso de cubiertas como la proteccién frente a heladas y/o granizo o contra insectos
vectores de enfermedades. La eliminacién de frutos es también una practica de manejo
importante para el control de enfermedades con el fin de evitar la competencia con las
plantas del afio siguiente y reducir el estrés de la planta.

Con el fin de asegurar la identidad genética de cada accesién se debe evitar cualquier
contaminacién entre accesiones, el flujo de genes entre plantas préximas entre si y el
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crecimiento cruzado de las accesiones. Las accesiones de las colecciones de campo pueden
producir flores y después semillas que caigan y més tarde crezcan en la parcela. Estas
semillas pueden no desarrollarse debido a la heterocigosis o pueden ser a la polinizacién
cruzada. Es preciso evitar la germinacién indeseada de estas semillas o quitarlas del suelo.
Se deben realizar controles periédicos para asegurar que cada accesién estd adecuadamente
identificada y localizada en el campo. El etiquetado es de extrema importancia y necesita ser
verificado constantemente in situ y cotejado con los planos de la coleccién de germoplasma.
Las etiquetas deben ser claras, concisas y tan resistentes a los fenémenos climéticos
como sea posible. Es deseable el uso de cédigos de barras u otras etiquetas generadas
electrénicamente con el fin de reducir la reproduccién de errores. Siempre que sea posible
se debe controlar la identidad de cada accesién de forma periédica mediante marcadores
morfoldgicos y moleculares (ver Normas de caracterizacién).

Las practicas de mantenimiento son a menudo especificas de cada especie y pueden
variar en funcién del uso que se da a la coleccién (conservacién, evaluacién, distribucién).
Debe realizarse un seguimiento de todas las accesiones de la coleccidn, si bien la
frecuencia de este seguimiento dependera principalmente de si la planta es herbécea
(mayor frecuencia de seguimiento) o lefiosa (menor frecuencia). También debe realizarse
un seguimiento de cualquier plaga de animales, insectos enfermedades que aparezcan
en la coleccidn, y controlar los posibles actos de vandalismo (ver Normas de seguridad).

Disposiciones particulares

La falta de experiencia de los bancos de germoplasma en manejo de plagas y enfermedades
puede ser un factor limitante de gran importancia para el mantenimiento del estado
sanitario de las plantas de la coleccién, por lo cual puede ser necesario contar con
patélogos de plantas experimentados. Los bancos de germoplasma deben disponer de
planes de emergencia para afrontar los brotes de enfermedades. También deben estar
en contacto con servicios de sanidad vegetal especializados, como los de las autoridades
nacionales en sanidad vegetal o laboratorios universitarios o comerciales, quienes pueden
proporcionar los servicios requeridos.

Otra buena practica consiste en rotar los sitios de plantacién (cuando sea posible,
especialmente para especies de propagacién anual y perennes altamente vulnerables a la
fatiga del suelo) de forma que se reduzca la perpetuacién de cualquier plaga o enfermedad
del suelo. Otra opcién consiste en desinfectar el suelo. En algunos casos, las plantas
pueden crecer dentro de un invernadero donde las condiciones fitosanitarias pueden
manejarse mas facilmente y después llevarse al campo cuando se hayan aclimatado.

Algunas accesiones pueden ser muy valiosas y susceptibles a patégenos. En tales
casos es importante mantener las plantas bajo cubierta y mantener duplicados in vitro o
en criopreservacién como medida de conservacién complementaria de seguridad.

Cuando las plantas son susceptibles a los dafios por la aplicacién de herbicidas puede
ser necesaria la escarda manual. Para la regeneracién se recomienda hacer uso de zonas
que no favorezcan el desarrollo de plagas y enfermedades.
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5.5 Normas
para la regeneracion
y la propagacion

Normas

5.5.1 Toda accesién de la coleccién de campo debe ser regenerada cuando el vigor
o el nimero de plantas hayan disminuido hasta niveles criticos, con el fin de
recuperar los niveles originales y garantizar que se mantiene la diversidad y
la integridad genética.

5.5.2 Paralapropagacién se debe utilizar material vegetal sano y conforme a su tipo.

5.5.3 Sedebe documentar adecuadamente e incluir en el sistema de informacién del
banco de germoplasma toda informacidn relativa a los ciclos y procedimientos
de regeneracién de plantas, incluyendo la fecha, la autenticidad de las
accesiones, las etiquetas y los mapas de localizacién.

Contexto

En el contexto de las colecciones de campo los términos regeneracidn y propagacién
se refieren al restablecimiento de muestras de germoplasma que son genéticamente
similares a la coleccién original cuando el vigor o el nimero de plantas son bajos (Dulloo
etal,, 2008). Las normas para los procedimientos de regeneracién y propagacién deben
ser especificas de cada especie. Se deben utilizar los protocolos o directrices especificos
de la especie que estén disponibles. La regeneracién y la propagacién deben tener como
objetivo asegurar que no hay pérdida de plantas dentro de la coleccién. Sin embargo, es
inevitable que la pérdida de cualquier individuo particular conlleve una erosién genética
dentro de la accesién ya que normalmente el nimero de plantas por cada accesién es
pequefio (ver Normas para el establecimiento de la coleccién, tamafio de muestra).
La regeneracién y la propagacién son procesos caros y deben planificarse con suma
atencién. Pueden requerir el cambio de ubicacién por razones de seguridad o para evitar
enfermedades, plagas y procesos de fatiga del suelo.
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Aspectos técnicos

La regeneracién y la propagacién pueden ser necesarias por diversas razones dependiendo
del tipo de planta, los riesgos a los que estd sometida y las necesidades de distribucién.
Una planta puede perder vigor vegetativo o incluso morir por numerosas causas distintas
de origen climaético, edéfico y/o bidtico. Para maximizar la eficacia de una coleccién
de campo es esencial que toda planta muerta sea sustituida. Esto es especialmente
importante porque el nimero de individuos por accesién suele ser bajo en las colecciones
de campo (ver Normas para el establecimiento de la coleccién de campo).

El método a seguir para la propagacién de la especie objetivo es uno de los aspectos
a considerar de mayor importancia. Algunas especies pueden propagarse por semillas
mientras que otras se propagan de forma vegetativa. En principio, en una coleccién de
campo no se deben utilizar semillas para la propagacién, aunque la especie se pueda
reproducir por semillas, a menos que el tamafio de la poblacién esté representado por un
nimero suficientemente alto de individuos. Siendo el objetivo de la regeneracién mantener
la integridad genética de la accesién y dado que el nimero de plantas por accesién es bajo,
la propagacién por semillas puede causar una importante deriva genética en la accesién.
Por otro lado, en las especies alégamas la hibridacién entre accesiones puede reducir
la varianza genética dentro de la coleccién y modificar la integridad de cada accesién
individual. Siempre que sea posible las plantas deben propagarse de forma vegetativa,
ya que al ser todos los descendientes réplicas exactas de la planta madre, se mantiene la
integridad genética de la accesién.

El momento adecuado para llevar a cabo la regeneracién es otro factor importante
que con frecuencia depende del clima y de la época de plantacién de la especie. La FAO
ha publicado una serie de calendarios de cultivo para América Latina y Africa (FAO,
2004, 2012), que pueden resultar de utilidad como referencias en la determinacién del
momento apropiado para la plantacién y por tanto para la regeneracién. Los calendarios
de cultivo de la FAO ofrecen informacién para més de 130 especies cultivadas en 283
zonas agro ecolégicas de 44 paises. Una vez mas, la eleccién del momento apropiado
es especifica de la especie y posiblemente también de la ubicacién. Una buena
indicacién del mejor momento para iniciar la propagacién es cuando los propagulos
comienzan a brotar o cuando las plantas madre comienzan a morir de forma continua.
Otra consideracién seré si aplicar o no a la coleccién la técnica poda-rebrote, es decir,
permitir que los hijuelos se desarrollen y que produzcan la siguiente planta, como en
el caso de los aroides (Jackson, 2008).

La propagacién debe realizarse utilizando material vegetal sano y conforme a
su tipo. La nueva planta debe ser regenerada utilizando material de propagacién
almacenado en instalaciones especiales (invernaderos, in vitro o en frigorifico) si
éste esta disponible, con el fin de garantizar su buen estado sanitario. Se deben
utilizar los protocolos o directrices existentes para cada especie en particular. La
regeneracién de accesiones de especies alégamas debe realizarse con el adecuado
aislamiento utilizando instalaciones especiales y proteccién frente a las malas
hierbas, plagas y enfermedades.
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Es importante que toda la informacidn relativa a la regeneracién de la accesién se
documente apropiadamente y se registre en el sistema de documentacién del banco de
germoplasma. Se deben incluir, entre otros datos, la informacién sobre el niimero de
accesién y el nimero secuencial de la planta dentro de cada accesidn, el lugar donde se
lleva a cabo la regeneracién, el tipo de propagacién y de materiales utilizados (esquejes,
tubérculos, cormos, bulbos), la fecha de plantacién, la tasa de supervivencia de los
materiales propagados, el protocolo seguido para romper la dormancia de las semillas,
las précticas de manejo empleadas, los métodos de plantacién, las condiciones del campo,
el niimero de plantas establecido y las fechas de recoleccién.

Disposiciones particulares

Los factores climéaticos pueden ser més perjudiciales para las plantas jévenes que para
las méas antiguas. Dada la probabilidad de que por diversas causas unas pocas plantas
se pierdan durante el primer afio, una precaucién razonable consiste en reservar algunas
plantas para reposicién si fuera necesario. Asi se garantiza que se dispone de plantas del
mismo tipo y edad que la original para remplazar a los individuos perdidos.

Las colecciones de campo son extremadamente vulnerables a las incidencias
climéticas y en general ambientales, y por lo tanto es muy importante que los bancos
de germoplasma de campo dispongan de un plan de emergencia para la regeneracién
urgente de la coleccién. Como medida complementaria se puede mantener una copia
de seguridad en condiciones in vitro o de criopreservacidn. Las emergencias también
pueden afectar a las especies silvestres emparentadas con las cultivadas y a las especies
autéctonas para las cuales no se hayan elaborado aun protocolos de regeneracién.
Normalmente estas especies precisan tratamientos diferentes de los que se utilizan para
las cultivadas con las cuales estdn emparentadas.
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5.6 Normas
para la caracterizacion

Normas

5.6.1 Todas las accesiones deben ser caracterizadas.

5.6.2 Para la caracterizacién de cada accesién se debe utilizar un ntmero
representativo de plantas.

5.6.3 Las accesiones deben ser caracterizadas morfolédgicamente utilizando las
listas de descriptores internacionalmente aceptadas que estén disponibles.
Las herramientas moleculares también son importantes para confirmar la
identidad de la accesién y la conformidad al tipo.

5.6.4 La caracterizacién se basard en formatos de registro que se ofrezcan en los
descriptores utilizados internacionalmente.

Contexto

La caracterizacién es la descripcién del germoplasma vegetal y constituye una herramienta
para la descripcién e identificacién de las accesiones, la confirmacién de su conformidad
al tipo, y la identificacién de duplicados en una coleccién. La caracterizacién determina
la expresién de caracteres altamente heredables, ya sean morfolégicos, fisiolégicos
o agronémicos, incluyendo caracteres agrobotdnicos como la altura de la planta, la
morfologia de la hoja, el color de la flor, las caracteristicas de la semilla, la fenologia y la
capacidad de sobrevivir al invierno de las plantas perennes. Esta informacién es esencial
para que el personal del banco distinga entre las distintas accesiones de la coleccién.
En las colecciones de campo la caracterizacién se puede llevar a cabo en cualquier
fase del proceso de conservacién. No obstante, es esencial conocer y describir al
maéaximo las accesiones conservadas para asegurar que su utilizacién por parte de
clientes y otros actores es éptima. Por lo tanto, la caracterizacién se debe realizar
lo antes posible para de esta manera afiadir valor a la coleccién. El momento de la
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caracterizacién variaré entre las distintas especies dependiendo de su ciclo de vida.
El uso de un conjunto minimo de descriptores fenotipicos, fisiolégicos y morfolégicos
y de informacidn sobre el sistema de reproduccién, seleccionados a partir de listas de
descriptores utilizadas a nivel internacional (por ejemplo las publicadas por Bioversity
International, la UPOV o el USDA-NPGS) incrementa la utilidad y la referenciacién
cruzada de los datos de caracterizacidn.

Gracias a los progresos de la biotecnologia, cada vez se utilizan més las tecnologias
de marcadores moleculares y genémicas en la caracterizacién (de Vicente et al,, 2004).
La caracterizacién permite la determinacién de conformidad al tipo, la deteccién de flujo
de genes y el establecimiento de perfiles de referencia, la identificacién de duplicados
y errores en el etiquetado, la deteccién de diversidad dentro y entre accesiones y la
determinacién del coeficiente de parentesco. Para garantizar la preservacién de alelos
poco frecuentes o para mejorar el acceso a alelos definidos podran ser necesarias medidas
como la divisién de muestras. La documentacién de las observaciones y medidas tomadas
es de gran importancia.

Aspectos técnicos

En comparacién con las colecciones de semillas, la caracterizacién fenotipica de las
colecciones de campo es mas facil de llevar a cabo ya que las plantas se encuentran en
el campo y la apreciacién de los caracteres relevantes para la caracterizacién se puede
realizar en el momento apropiado y repetir afio tras afio.

Durante la recoleccién en el campo se pueden obtener algunos datos de
caracterizacién importantes, por lo que siempre que sea posible se debe planificar con
suma atencién el momento de las expediciones de recoleccién. De esta forma es posible
caracterizar las accesiones una al lado de otra directamente en el campo en el momento
de la recoleccién. La informacién histérica y cultural que aportan los agricultores,
boténicos, horticultores o campesinos durante las expediciones de recoleccién ofrece
informacién muy valiosa. El conocimiento de la poblacién local con respecto al origen
de una accesién y su resistencia a enfermedades e insectos puede disminuir los costes
de caracterizacién y reducir la duplicacién.

Los descriptores de cultivos son definidos por expertos en los cultivos y/o curadores
con la colaboracién de expertos en los cultivos y responsables de los bancos de
germoplasma por su relevancia para incrementar la utilizacién de las colecciones.
Se ha elaborado una amplia gama de listas de descriptores de cultivos (por ejemplo
los de Bioversity International, UPOV, OIV y el USDA-ARS NPGS), y para algunos
cultivos se han establecido conjuntos minimos de descriptores clave para la utilizacién.
El registro de datos debe ser realizado por personal capacitado mediante el uso de
formatos de medida calibrados y normalizados, siguiendo las indicaciones de las
listas de descriptores. Los datos deben pasar por la validacién de los curadores y los
responsables de la documentacién antes de ser volcados en la base de datos del banco
de germoplasma para su publicacién con el fin de fomentar el uso de la coleccién.
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También se reconoce que las accesiones de referencia plantadas en el mismo campo
son necesarias para tomar las medidas de los caracteres. Las colecciones de referencia
(especimenes de herbario, imégenes de alta calidad) tienen una funcién esencial en la
determinacién de conformidad al tipo.

El nimero de plantas caracterizadas dentro de una accesién debe ser una muestra
representativa, la cual a su vez depende de la diversidad de la accesidén. En general, para
que las medidas obtenidas tengan un fundamento estadistico, la muestra debe contener
un minimo de 3 plantas para las accesiones més diversas, mientras que para plantas
clonales es suficiente con 1-2*. En especies con tendencia a la mutacién (por ejemplo,
los citricos) se deben realizar caracterizaciones anuales de caracteres clave para la
verificacién de conformidad al tipo.

Gracias a los progresos de la biotecnologia, cada vez se utilizan més las tecnologias
de marcadores moleculares y gendmicas en la caracterizacién (de Vicente et al.,
2004), en combinacién con la caracterizacién fenotipica, ya que ofrecen las ventajas
de asegurar la identidad de las plantas clonales, identificar duplicados y errores en el
etiquetado y detectar diversidad genética y parentesco dentro y entre accesiones. Los
datos genotipicos obtenidos a partir de la caracterizacién de germoplasma mediante
técnicas moleculares tienen la ventaja con respecto a los datos fenotipicos de que
las variaciones detectadas en los primeros carecen en su mayor parte de influencias
ambientales (Bretting y Widrlechner, 1995). Las tecnologias se desarrollan con rapidez
y los costes disminuyen también rdpidamente, lo cual favorece un uso méas extensivo
en las colecciones de campo, por lo que deben utilizarse siempre que los recursos lo
permitan. Sin embargo, la escasez de personal adecuadamente capacitado y la falta de
recursos para los relativamente altos costes de instalacién siguen siendo obstéculos
para la amplia adopcién de los marcadores moleculares como método escogido para
la caracterizacién y evaluacién de germoplasma, especialmente en los paises en
desarrollo. Se encuentran disponibles un gran nimero de marcadores y técnicas
(por ejemplo SSR, EST-SSR, AFLP) pero para fines de caracterizacién solamente se
deben utilizar marcadores bien establecidos y repetibles como los SSR. Para muchas
especies se han desarrollado un amplio conjunto de marcadores primers apropiados
para su uso en caracterizacién, y también se han establecido conjuntos minimos de
marcadores clave. Con el fin de garantizar que los resultados de las diferentes series
de anélisis sean comparables, en cada serie se deben incluir algunas accesiones del
banco de germoplasma como testigos. La inclusién de testigos en la caracterizacién
molecular tiene también una funcién esencial en la comparacién entre bancos de
germoplasma diferentes.

Una de las tecnologias més avanzadas que se emplean en el mejoramiento de especies
arbéreas es la seleccién genémica (GWS, genome-wide selection) (Grattapaglia y Resende,
2011; Fonseca et al,, 2010). Esta técnica requiere el uso de marcadores moleculares que
permiten una amplia cobertura del genoma y una alta densidad de genotipado. Si bien

1 http//cropgenebank.sgrp.cgiar.org/index.php?option=com_content&view=article&id=47&Itemid=205&lang=es
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esta técnica se utiliza principalmente en mejoramiento, la informacién generada puede
servir de utilidad para caracterizar y conservar nuevas accesiones o genotipos superiores.

Disposiciones particulares

El grado de fiabilidad de los datos puede variar entre los técnicos que toman los datos
y depende de su formacién y experiencia. Por lo tanto se debe disponer de personal
técnico formado y experimentado en manejo de recursos fitogenéticos durante todo el
ciclo de registro y documentacién de los datos de caracterizacién. Durante el proceso de
caracterizacidn es conveniente contar con expertos en taxonomfa, biologia de semillas,
patologia vegetal y caracterizacién molecular (propios o mediante colaboracién con otras
instituciones). En las especies para las cuales no existen listas de descriptores utilizadas
internacionalmente, serd necesario elaborar tales listas utilizando como referencia las
listas de descriptores para especies relacionadas que estén disponibles.
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5.7 Normas
para la evaluacién

Normas

5.7.1  Se deben tomar datos de evaluacién de las accesiones de los bancos de
germoplasma de los caracteres de interés y en conformidad con las listas de
descriptores de cultivos acordados a nivel internacional, cuando éstos estén
disponibles.

5.7.2 Los métodos/protocolos, formatos y mediciones para la evaluacién deberan
estar adecuadamente documentados con las citas pertinentes. Las normas de
almacenamiento de datos deberédn utilizarse como referencia para la toma de
datos.

5.7.3 Losensayos de evaluacién deberédn replicarse (en tiempo y localizacién) segin
proceda y estar basados en un disefio estadistico concluyente.

Contexto

La evaluacién consiste en la observacién y el registro de aquellas caracteristicas
cuya expresién suele estar influida por factores ambientales. Incluye la recoleccién
metédica de datos de caracteres agronémicos y de calidad mediante ensayos
experimentales adecuadamente disefiados. Los datos de evaluacién frecuentemente
incluyen resistencias a plagas de insectos y evaluacién de la calidad (por ejemplo,
densidad de contenido en aceite, proteinas o azticares), y de la produccién (madera,
grano, frutos, semillas, hojas, otros), asi como caracteres abiéticos (tolerancia a la
sequia, al frio y otros). Estos conjuntos de datos son de gran utilidad para los usuarios
con el fin de incorporar caracteres de interés en programas de mejoramiento genético
y mejorar la utilizacién de colecciones. Los caracteres por los cuales se evaltan las
accesiones de germoplasma son definidos previamente por los expertos en las especies
en colaboracién con los responsables de los bancos de germoplasma. Unos datos de
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evaluacién fiables y de facil acceso por parte de mejoradores de plantas e investigadores
facilitan enormemente el acceso y uso de las accesiones de germoplasma vegetal. El
germoplasma debe ser evaluado de forma sistematica utilizando redes de colaboracién
tanto a nivel internacional como regional y nacional.

Obtener datos de evaluacién lleva més tiempo y es muchas veces mds costoso que
obtener datos de caracterizacién. Por lo tanto, tendré prioridad la evaluacién de aquellas
accesiones que tengan caracteristicas destacadas o excepcionales, y en este esfuerzo se
recomienda la colaboracién con mejoradores y otros especialistas (virélogos, entomélogos,
micélogos). Los responsables de los bancos deben hacer todos los esfuerzos posibles
para obtener al menos unos datos minimos de evaluacién. Una posible fuente son los
registros de evaluacién producidos por los usuarios a los que se ha enviado germoplasma
anteriormente. El banco de germoplasma debe solicitar al usuario que comparta los datos
de evaluacién, y los aspectos practicos del acuerdo se deben resolver entre el banco de
germoplasma y el usuario/receptor del material. Entre los datos de evaluacién se pueden
incluir datos de resistencias a estreses bidticos y abidticos, caracteristicas del crecimiento
y desarrollo del germoplasma y caracteristicas de calidad de los productos, entre otros.
Este tipo de informacién permite orientar mejor la identificacién del germoplasma que
satisface las necesidades de los posibles usuarios, por lo que los datos obtenidos deben
ser incorporados al sistema de documentacién del banco de germoplasma. Antes de ello,
los datos deberan pasar por las verificaciones y validaciones pertinentes.

Aspectos técnicos

Se han elaborado un amplio rango de listas de descriptores de especies cultivadas, por
ejemplo las de Bioversity International y de la Unién Internacional para la Proteccién
de Nuevas Variedades de Plantas (UPOV). Adema4s, existen listas de descriptores de
evaluacién elaboradas por organizaciones nacionales o regionales como el Sistema
nacional de germoplasma vegetal (NPGS) del Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA).

La toma de datos debe ser realizada por personal capacitado y utilizando formatos
de medicién calibrados y normalizados en la medida de lo posible, accesiones de testigo
(control) suficientemente identificadas y listas de descriptores de cultivo publicadas. Los
resultados de evaluacién en vivero, en laboratorio o en campo, siguiendo protocolos
normalizados y procedimientos experimentales, se presentan normalmente como valores
discretos (por ejemplo niveles de severidad en sintomas de enfermedad, conteos) o
como valores continuos (basados en mediciones). Los datos deberan ser validados por
el encargado y los oficiales encargados de la documentacién antes de ser volcados en la
base de datos del banco de germoplasma y puestos a disposicién del publico.

Muchos de los caracteres agrondmicos demandados por los mejoradores son
genéticamente demasiado complejos para ser observados en las evaluaciones preliminares
del germoplasma. Los datos sobre caracteres agrondémicos se obtienen normalmente
durante la evaluacién de germoplasma en programas de mejoramiento, y muchos de
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esos caracteres son resultado de fuertes interacciones de genotipo x ambiente (Gx A) y
por lo tanto son especificos del sitio. Es esencial realizar repeticiones de la evaluacién
de los caracteres buscados en diferentes ambientes y definir e identificar claramente los
testigos a utilizar en afios sucesivos. Los testigos hacen posible las comparaciones en los
distintos afios de toma de datos.

Gracias a los avances de la biotecnologia, las tecnologfas de marcadores moleculares
y gendmicas son cada vez mas utilizadas también en evaluacién (de Vicente et al,, 2004)
(ver Normas de caracterizacién). Entre los marcadores moleculares utilizados de forma
mas habitual en la caracterizacién y evaluacién de germoplasma se encuentran los
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphisms),los SSR(Simple Sequence Repeats)
ylos SNP (Single Nucleotide Polymorphisms). Estos han sustituido casi totalmente a los
antiguos tipos de marcadores, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) y RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA) por su abundancia genémica relativa y por la alta
posibilidad de reproducir los datos. Ademas, los avances en la secuenciacién de préxima
generacién y la consiguiente reduccién de costos han propiciado un mayor uso de los
ensayos basados en la secuenciacién de regiones codificantes y no codificantes y del
genotipado mediante secuenciacién (GBS, genotyping-by-sequencing) en la evaluacién de
germoplasma. Los tipos de marcadores moleculares difieren en la forma en que detectan
diferencias genéticas, el tipo de datos que generan, los niveles taxonémicos a los que
se pueden aplicar mas adecuadamente, y sus requerimientos técnicos y financieros
(Lidder y Sonnino, 2011). Cuando sea factible la seleccién asistida por marcadores (MAS,
Marked Assisted Selection), es decir la seleccién por la presencia o ausencia de caracteres
en materiales de mejora a nivel molecular, puede también aplicarse a la evaluacién
de germoplasma para caracteres de interés. La escasez de personal adecuadamente
capacitado y la falta de recursos en comparacién con los costes de establecimiento
relativamente altos, siguen siendo un impedimento para la adopcién generalizada de
los marcadores moleculares como método elegido para la evaluacién de germoplasma,
especialmente en paises en desarrollo.

Disposiciones particulares

El grado de fiabilidad de los datos puede variar entre los técnicos que toman los datos
cuando éstos no tienen la adecuada formacién y experiencia, y cuando los procedimientos
de toma de datos no son los normalizados. Por lo tanto se debe disponer de personal
técnico formado y experimentado en manejo de recursos fitogenéticos durante todo el
ciclo de registro y documentacién de los datos de evaluacién. Durante la evaluacién es muy
conveniente la participacién de equipos multidisciplinares con experiencia en patologia
vegetal, entomologia y tolerancias a estreses ambientales (abidticos), tanto en la propia
institucién como en instituciones colaboradoras.

La evaluacién de germoplasma vegetal es una actividad que requiere mucho trabajo y
niveles adecuados y continuos de financiamiento sostenible para permitir el ensamblaje
de datos fiables de alta calidad. Para las situaciones en las que la evaluacién completa



de todas las accesiones, a pesar de ser deseable, no resulta factible desde el punto
de vista econémico, un punto de partida recomendado es la seleccién de accesiones
genéticamente diversas, basada por ejemplo en subconjuntos previamente definidos de
colecciones de germoplasma.

Las variaciones en la incidencia de plagas y enfermedades, la gravedad de los estreses
abidticos y las fluctuaciones de los factores ambientales y climéticos en el campo ejercen
gran influencia en la precisién de los datos, por lo que deberian ser mitigados mediante
evaluaciones razonablemente replicadas en varias localizaciones, varias estaciones y
varios afios. Ademas, los ensayos de laboratorio para la medicién de algunos caracteres,
como el contenido de aceites o protefnas, la calidad del almidén o factores nutricionales,
requieren equipos especializados que no siempre estan disponibles o podrian ser
costosos. Una vez més se destaca la necesidad de conformar equipos multidisciplinares
de diversas unidades o instituciones, segin sea el caso. El estado sanitario (virus) de

la accesién puede influir en la evaluacién asi como en las descripciones morfolégicas.




NORMAS PARA BANCOS DE GERMOPLASMA DE RECURSOS FITOGENETICOS PARA LA ALIMENTACION Y LA AGRICULTURA

La utilizacién de datos de evaluacién generados por otros puede plantear problemas
précticos importantes. Por ejemplo, los datos pueden estar en formatos diferentes, y si
ya han sido publicados pueden comportar derechos de autor o de propiedad intelectual.
Con el fin de facilitar el uso de datos de origen externo es importante normalizar la toma
y el andlisis de los datos y los formatos de informacién.

Se debe sefialar que la evaluacién de muchos caracteres se puede realizar de forma
apropiada dentro del mismo banco de germoplasma de campo. No obstante, los estreses
que suponen riesgos para la coleccién y que pueden producir pérdidas de accesiones
si no se controlan adecuadamente, deberan ser evaluados separadamente, en ensayos
disefiados a tal efecto. Algunos ejemplos son las resistencias a plagas de insectos y
enfermedades graves o problemas importantes del suelo. La coleccién de campo no suele
ser un lugar apropiado para evaluar el rendimiento o la calidad debido a su disefio de
parcela especifico o ala necesidad de dejar plantas en el suelo mucho después del periodo
normal de recoleccién.
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5.8 Normas

para la documentacién

Normas

5.8.1

Los datos de pasaporte de todas las accesiones deben estar documentados
utilizando los descriptores de pasaporte para cultivos multiples de la FAO/
IPGRI. Ademaés, la informacién de la accesién también debe incluir datos de
inventario, mapas, situacién de las parcelas, regeneracién, caracterizacién,
evaluacidn, peticiones, datos de distribucién e informacién proporcionada por
los usuarios.

5.8.2 Todos los procesos de manejo de campo y précticas culturales deben ser
registrados y documentados.

5.8.3 Los datos generados en 5.8.1y 5.8.2 deben ser registrados en una base de
datos apropiada, en la cual se deben actualizar los cambios, y se deben adoptar
estdndares internacionales de datos.

Contexto

La informacién exhaustiva sobre las accesiones, incluyendo los mapas de campo
detallados y regularmente actualizados asi como la informacién sobre los procesos de
manejo de campo, es esencial para la gestién y el mantenimiento de las colecciones de

campo en el banco de germoplasma. La documentacién de los datos de caracterizacién

y evaluacidn tiene particular importancia para mejorar el uso de la coleccién respectiva

y ayudar a identificar accesiones concretas.
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Aspectos técnicos

Toda la informacién y los datos generados durante el proceso de adquisicién,
establecimiento de la coleccién, manejo en campo, regeneracidn, caracterizacién,
evaluacién y distribucién deberan ser registrados. Estos datos e informacién abarcan
desde los detalles de las caracteristicas genéticas de las accesiones y las poblaciones
individuales hasta la informacién proporcionada por las redes de distribucién y los
usuarios. Adem4ds de los datos de pasaporte y los descriptores normalizados de especies
cultivadas, otros tipos de datos especificos de las colecciones de campo que se deben
registrar son por ejemplo catdlogos de plantas, imagenes (fotografias, dibujos), fechas
de plantacién y de recoleccién y notas sobre el historial de verificacién de la identidad.

La lista de descriptores de pasaporte para cultivos miultiples de la FAO/IPGRI
(Alercia et al., 2001) se deber4 utilizar para documentar los datos de pasaporte, ya que
es fundamental para el intercambio de datos entre bancos y paises. También se deben
utilizar los estdndares existentes para la documentacién de datos de caracterizacidn,
como los descriptores de cultivo de Bioversity International, asi como descriptores de
marcadores genéticos (de Vicente et al., 2004). Dados los avances realizados en el campo
de la biotecnologia, surge la necesidad de complementar los datos sobre caracteres
fenotipicos con datos moleculares. Se deberdn realizar esfuerzos para registrar los datos
moleculares que se generen a través de la gendmica, la protedmica, la metabolémica y
la bioinformatica.

El mantenimiento de registros relativos a los procesos de manejo de campo, entre los
que se incluyen las operaciones rutinarias, es de enorme importancia para el buen manejo
de la coleccién de campo. Es esencial documentar de forma apropiada registros de buena
calidad de mapas de campo, tanto en papel como en formato digital. Los mapas antiguos
deberdn mantenerse y fecharse para posibles referencias en el futuro.

Para el adecuado manejo de accesiones de diferentes tipos de especies es preciso
llevar a cabo diversas practicas de cultivo, las cuales deben documentarse con atencién
para garantizar su uso consistente a lo largo del tiempo y dar el tratamiento adecuado
a las accesiones.

La mayoria de los bancos de germoplasma disponen actualmente de computadoras y
acceso a Internet. Los sistemas informaéticos de almacenamiento de datos e informacién
facilitan el almacenamiento de toda la informacién relacionada con el manejo de
colecciones de campo. Existen sistemas de manejo de informacién sobre germoplasma,
como GRIN-Global, desarrollados especificamente para las necesidades de gestién de
la documentacién y la informacién comunes a todos los bancos de germoplasma.. La
adopcién de los estdndares de datos que actualmente existen para la mayorfa de los
aspectos de la gestién de los datos de los bancos de germoplasma facilita la gestién
de la informacién y contribuye a mejorar el uso e intercambio de datos. Compartir y
hacer ptblica la informacién de las accesiones a los posibles usuarios del germoplasma
es primordial para facilitar y apoyar el uso de la coleccién. En tltima instancia, la
conservacién y la capacidad de utilizar el germoplasma conservado se promueven a
través de una buena gestién de la informacién y los datos.
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Todos los datos deberan mantenerse actualizados. También deberan duplicarse a
intervalos regulares y las copias se deberdn almacenar en un lugar alejado donde estén
protegidas del fuego, de los fallos informaéticos, etc. (ver Normas para la seguridad).
Contar con registros escritos de los principales datos de pasaporte y copias en papel de
los mapas de campo puede resultar de utilidad.

Disposiciones particulares

La falta o la pérdida de documentacién, mapas de campo o etiquetas suponen riesgos
para el uso éptimo del germoplasma e incluso pueden dar lugar a su pérdida si ello hace
imposible su manejo y regeneracién adecuados.

La incorrecta identificacién de las especies impide el registro de toda la informacién
necesaria para el manejo adecuado de las accesiones ni la identificacién de las practicas
de cultivo apropiadas.
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5.9 Normas
para la distribucién

Normas

5.9.1 Todo germoplasma se debe distribuir de conformidad con las leyes nacionales
y los tratados y convenios internacionales pertinentes.

5.9.2 Todas las muestras se deben suministrar junto con todos los documentos
pertinentes exigidos por los paises donante y receptor.

5.9.3 Todo germoplasma que se distribuya debe estar acompafiado de su informacién
asociada. Como minimo esta informacién debe incluir una lista detallada con
la identificacién de la accesidn, el nimero y/o peso de las muestras, y los datos
de pasaporte més importantes.

Contexto

La distribucién de germoplasma consiste en el suministro de una muestra representativa
de una accesién de un banco de germoplasma en respuesta a las peticiones de los usuarios
de germoplasma vegetal. La demanda de recursos genéticos crece constantemente para
responder a los retos planteados por el cambio climatico, los cambios en los espectros
de virulencia de las principales plagas y enfermedades, las especies exéticas invasivas,
asi como otras necesidades de los usuarios finales. Esta demanda ha llevado a un mayor
reconocimiento de la importancia de la utilizacién del germoplasma de los bancos, lo
que determina en dltima instancia la distribucién del germoplasma. Es importante que la
distribucién de germoplasma de un pais a otro cumpla la normativa internacional relativa
a las medidas fitosanitarias, y se ajuste a lo estipulado en los tratados y convenciones
internacionales sobre diversidad biolégica y recursos fitogenéticos.




Aspectos técnicos

Los dos instrumentos internacionales que rigen el acceso a los recursos genéticos
son el TIRFAA y el CDB. El TIRFAA facilita el acceso a los recursos fitogenéticos
para la alimentacién y la agricultura, y regula el reparto de beneficios derivados de su
utilizacién. El TIRFAA establece un sistema multilateral de recursos fitogenéticos para
la alimentacién y la agricultura para un conjunto de 64 especies cultivadas alimentarias
y forrajeras (cominmente conocidas como especies del Anexo 1 del Tratado) las cuales
en su distribucién estdn acompafiadas de un ANTM. El ANTM se puede utilizar también
para las especies no incluidas en el Anexo 1, aunque también existen otros modelos
disponibles. El acceso y el reparto de los beneficios en virtud del CDB se realiza en
conformidad a su Protocolo de Nagoya. Tanto el TIRFAA como el CDB hacen énfasis
en la continuidad entre la conservacién y la utilizacién sostenible, junto con el acceso
facilitado y la distribucién equitativa de los beneficios derivados del uso.
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Ademads, todas las accesiones estardn acompafiadas de la documentacién requerida
como los certificados fitosanitarios y los permisos de importacién segiin corresponda en
conformidad con la CIPF. Antes de realizar el envio se deberd confirmar el destino final
y los requisitos fitosanitarios de importacién més recientes del pais receptor (en muchos
paises la normativa cambia con frecuencia). La transferencia de germoplasma debe
planificarse con gran atencién y contar con el asesoramiento de la organizacién nacional
de proteccién vegetal o el instituto oficialmente autorizado, el cual debe proporcionar
la documentacién apropiada, como el certificado fitosanitario oficial, en cumplimiento
con los requisitos del pais importador. El receptor del germoplasma debe proporcionar
al banco de germoplasma proveedor toda la informacién relativa a la documentacién
requerida para la importacién del material vegetal, incluyendo los requisitos fitosanitarios.

Los materiales vegetativos de una accesién de un banco de germoplasma de campo
deben ser sometidos a tratamientos terapéuticos y de indexacién antes de su distribucién
a los usuarios del germoplasma. La indexacién de los agentes patégenos dificiles de
detectar, como los virus, es fundamental para limitar su propagacién. Cuando no se
disponga de las capacidades para la indexacién de virus, especialmente cuando se
sabe que el material procede de dreas infectadas por virus, el estado sanitario se debe
adjuntar a los datos de pasaporte. En tales casos, el material puede ser distribuido si
el destinatario cuenta con instalaciones de cuarentena o si cumple con el criterio del
permiso de importacién del pais o regién solicitante.

El tipo de contenedor para el transporte, los materiales de embalaje v la eleccién de
la empresa de transporte dependerdn en gran medida de la parte de la planta que se va a
distribuir. Los certificados fitosanitarios y de cuarentena y los permisos de importacién a
menudo incluyen disposiciones sobre la forma en que cada tipo especifico de germoplasma
debe ser empaquetado y enviado. Los 6rganos durmientes o de almacenamiento requieren
menos precauciones y pueden permanecer mas tiempo en transito sin sufrir dafios que los
propagulos en crecimiento activo. Durante el transporte las accesiones deben mantenerse
separadas unas de otras y no deben mezclarse. Muchos bancos de germoplasma disponen
de procedimientos normalizados de trabajo que cubren aspectos técnicos tales como el
empaquetado, el tratamiento, el método de envio, el tamafio de la muestra, y otros,y a
los cuales se debe hacer referencia.

Para aumentar la probabilidad de que las plantas lleguen a su destino en buenas
condiciones, los envios se pueden programar de forma que se eviten las condiciones
climatolégicas adversas (frio o calor). También se puede notificar previamente de la
llegada de la planta al receptor o al funcionario de la aduana. Para los propagulos fragiles
pueden ser necesarios los servicios de entrega urgente. Los envios internacionales se ven
facilitados silos documentos necesarios se sujetan a la parte exterior del contenedor para
el acceso directo de los funcionarios sin necesidad de tocar las plantas, incluyendo dentro
del contenedor copias para el receptor. El solicitante puede necesitar los servicios de un
mensajero para llevar el germoplasma desde la aduana al pafs.

Todas las accesiones deberan ir acompafiadas de la informacién minima necesaria
para que el solicitante pueda hacer un uso adecuado del material. Esta informacién
debe incluir al menos una lista detallada, con la identificacién de la adhesién, el
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numero y/o peso de las muestras y los principales datos de pasaporte. También es
util incluir el historial de los estudios de patégenos. Los registros de distribucién
(registros con la fecha de solicitud, las plantas solicitadas, la forma de la planta, el
nombre y direccién del solicitante, la fecha y el costo del envio) se deben mantener e
incluir en el sistema de documentacién del banco de germoplasma (ver Normas para
la documentacidén). El material vegetal distribuido puede llegar a ser una fuente de
material de propagacién en caso de una pérdida catastréfica del material original en
el banco de germoplasma proveedor.

Disposiciones particulares

La conservacién de las accesiones en condiciones in vitro de forma simultdnea a su
conservacién en campo ofrece proteccién contra plagas, patégenos y eventos climéticos
y aumenta su disponibilidad para la distribucién, si los materiales se mantienen libres de
virus. En algunos casos, como en la yuca (Manihot esculenta L.) y el cacao (Theobroma
cacao L.) las estacas de los bancos de campo normalmente sélo se pueden distribuir
dentro del pafs, y a veces sélo en ciertas regiones del pais, debido a los reglamentos de
cuarentena de plagas y enfermedades. Para el intercambio de germoplasma entre paises
o regiones en cuarentena se deben utilizar otras formas de propagacién, por ejemplo
material cultivado in vitro o semillas. La distribucién de materiales procedentes de
invernaderos o cubiertas puede ser necesaria para las especies con virus transmitidos
por insectos o por acaros, y puede ser necesario el cultivo in vitro.

Las decisiones politicas, las situaciones de crisis o las demoras burocréticas
podrian prolongar el lapso de tiempo entre la recepcién de una solicitud de muestra
y la distribucién del material. Las limitaciones relacionadas con la regeneracién y/o
la multiplicacién de las accesiones también pueden afectar y retrasar el proceso
de distribucién. Retrasar la verificacién de las normas de cuarentena hasta que el
envio esté listo para enviar resultard en un desperdicio de recursos. Los envios de
germoplasma infestado o sin la documentacién apropiada veran rechazada su entrada
al pais importador o serdn destruidos.
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5.10 Normas
para la seguridad
y la duplicacién de seguridad

Normas

5.10.1 Sedeberd implementar y actualizar segiin proceda una estrategia de manejo de
riesgos que incluya los riesgos fisicos y biolégicos identificados en las Normas.

5.10.2 Losbancos de germoplasma deberédn respetar las normas y protocolos locales
de seguridad y salud en el trabajo.

5.10.3 Los bancos de germoplasma deberdn emplear el personal necesario para
desempefiar todas las funciones ordinarias y asegurar que el banco puede adquirir,
conservar y distribuir germoplasma de conformidad con las normas.

5.10.4 Serealizard un duplicado de seguridad de cada una de las muestras del banco
de germoplasma de campo en al menos en un sitio adicional, y/o éstas serén
respaldadas por un método o estrategia de conservacién alternativa como el
cultivo in vitro o la criopreservacién, cuando sea posible.

Contexto

Un banco de germoplasma de campo consiste en un conjunto de plantas vivas originarias
de diferentes zonas geogréficas que permaneceran en un mismo lugar durante muchos
afios, por lo que es extremadamente vulnerable a una serie de amenazas, incluidas
las condiciones ambientales, las plagas y enfermedades, y la tenencia de la tierra y el
desarrollo territorial. Ademés, un banco de germoplasma de campo es caro de mantener
y requiere un cuidado constante en comparacién con otros medios de conservacién. Se
debe implementar y promover una gestién sistematica de los riesgos que aborde los
riesgos fisicos y biolégicos en las operaciones cotidianas. Estas normas proporcionan
los elementos necesarios que un banco de germoplasma debe cumplir con el fin de
proteger la coleccién de estas amenazas y garantizar que no se producen pérdidas de
la diversidad genética.
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Aspectos técnicos

El banco de germoplasma de campo debe contar con una estrategia de manejo de riesgos
por escrito con las medidas que se deben tomar cada vez que ocurra una emergencia
en el banco de germoplasma que afecte al germoplasma o a los datos relacionados.
Esta estrategia, asi como un plan de accién adjunto, deben ser revisados y actualizados
regularmente para aprovechar las circunstancias cambiantes y las nuevas tecnologias, y
difundirse adecuadamente entre el personal del banco de germoplasma.

Los bancos de germoplasma de campo estan expuestos a muchas amenazas. Entre estas
se incluyen las condiciones climaéticas extremas como sequias, heladas, granizo, ciclones,
tifones y huracanes, que son en parte predecibles y frente a los cuales se pueden tomar
las precauciones necesarias para dar a las plantas una proteccién adicional durante los
periodos desfavorables. Silas plantas se mantienen en macetas, se pueden llevar a un lugar
protegido. Para las plantas més pequefias en campo abierto, en funcién del tipo de planta,
poco se puede hacer salvo reforzar las estacas o, cuando sea posible, proteger las plantas
con una cubierta. Para los 4rboles frutales la poda de ramas puede reducir el impacto de
los fuertes vientos que pudieran arrancar los arboles.

Otros eventos extremos como los incendios o terremotos son dificiles de predecir, y en
esos casos es necesario tomar medidas cautelares para evitar que se produzcan dafios en
las plantas del banco de germoplasma. Se deben establecer y mantener en todo momento
cortafuegos por todo el banco de germoplasma de campo. Adem4s, debe haber equipos
de extincién de incendios preparados, incluyendo extintores y mantas térmicas, que se
deben revisar de forma regular. Los invernaderos, viveros y otros edificios de los bancos
de germoplasma de campo que se hallen en zonas sismicas deben estar construidos a
prueba de terremotos.

Otras amenazas para las colecciones de campo estan relacionadas con factores
biéticos como plagas y enfermedades, depredadores, especies exdticas, plagas de
roedores y material nativo de la misma especie que crece de forma natural en la zona y
que puede invadir el campo como maleza. Se deben tomar las medidas cautelares contra
estas amenazas. Los pesticidas se deben usar con precaucién ya que tienen un impacto
negativo no solamente en el medio ambiente sino también en la salud y la seguridad del
personal que los aplica. Cuando sea apropiado, existen otras practicas mas respetuosas
con el medio ambiente, como las trampas para atrapar a los depredadores o zanjas para
impedir su acceso a las parcelas. La entrada de animales en los bancos de germoplasma
de campo se debe evitar mediante el uso de protocolos humanitarios aprobados por las
asociaciones pertinentes.

El vandalismo o el robo de material de plantacién también puede ser un problema
importante para la seguridad de las colecciones. Los bancos de germoplasma de campo
deben estar debidamente cercados y el acceso a las instalaciones se debe controlar
de forma apropiada. En algunos lugares puede ser necesario disponer de guardias de
seguridad adicionales o vallas de seguridad. Teniendo en cuenta la naturaleza a largo
plazo de los bancos de germoplasma de campo, especialmente los de frutales y otras
especies de arboles, es importante tener asegurada la tenencia de la tierra y el plan de



desarrollo para la zona, para reducir la necesidad de trasladar la coleccién a un nuevo
sitio y para permitir su expansion.

También se deben considerar los aspectos de salud y seguridad en el trabajo
del personal. Se deben proporcionar equipos y ropa de proteccién que funcionen
correctamente para su uso en el campo, especialmente cuando se utilizan pesticidas
y fertilizantes quimicos. La eleccién de los productos agroquimicos es importante
para reducir los riesgos. Se debe preparar una lista de los productos quimicos que se
consideran generalmente seguros para diversos cultivos, asf como una “lista negra” de
los productos quimicos peligrosos y prohibidos. El personal debe ser instruido en el uso
correcto y seguro de los equipos mediante una formacién regular en salud y seguridad
en entornos de campo.

La gestién activa de los bancos de germoplasma requiere de un personal bien capacitado,
y es crucial asignar cometidos a empleados con la debida competencia. Por lo tanto, los
bancos de germoplasma deberdn contar con un plan o estrategia para el personal junto
con el presupuesto correspondiente, a fin de garantizar que disponen de suficiente personal
debidamente capacitado para cumplir con la responsabilidad de asegurar que el banco
puede adquirir, conservar y distribuir germoplasma. El acceso a especialistas en una
amplia gama de 4reas tematicas es conveniente, en funcién de los objetivos y el mandato
de cada banco de germoplasma. Sin embargo, los complementos y la formacién del personal
dependeran de las circunstancias de cada caso. El personal deber4 tener una formacién
adecuada, adquirida mediante capacitacién certificada y/o en el puesto de trabajo, y deberan
estudiarse las necesidades de formacién del personal.

El uso de métodos complementarios de conservacién para la duplicacién en
condiciones seguras de las accesiones mantenidas en bancos de germoplasma de campo
es una estrategia importante para reducir los riesgos mencionados anteriormente, y
ademads puede resultar méas econémico. Las accesiones pueden ser duplicadas en cultivos
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in vitro de crecimiento lento o en criopreservacién en nitrégeno liquido, siempre que
existan protocolos para las accesiones objetivo. Para las especies que producen semillas
de vida corta o recalcitrantes, el almacenamiento de semillas a corto plazo, renovando
las semillas antes de que pierdan viabilidad, es una alternativa de seguridad viable
y rentable. También se puede utilizar como respaldo de seguridad la duplicacién del
banco de germoplasma de campo en otra zona con clima y agroecologia apropiados
para el crecimiento de las plantas, pero que no esté sometida a los riesgos del banco
principal. Adema4s, el banco duplicado ofrece un lugar adicional a partir del cual se puede
distribuir material, y puede estar situado en una zona con distintas amenazas de plagas
y enfermedades, para la seguridad de la coleccién y para aligerar las restricciones de
cuarentena para la distribucién dentro de las regiones. El almacenamiento de polen y
ADN también es complementario de los bancos de germoplasma de campo, ofreciendo
una posibilidad econémica de mantener mayor diversidad dentro de una accesién de la
que se puede mantener en las plantas del banco de germoplasma de campo.

Cualquier sistema de duplicacién de seguridad requerird de un acuerdo legal claramente
firmado entre el depositante y el destinatario del duplicado de seguridad, en el que se
establezcan las responsabilidades de las partes y los términos y condiciones bajo los cuales
se mantiene el material. Esto tiene especial relevancia para los bancos de germoplasma de
campo, ya que las plantas se manejan de forma cotidiana.

Disposiciones particulares

Cuando no se disponga de personal debidamente capacitado, o cuando haya problemas
de tiempo o limitaciones de otro tipo, entre las posibles soluciones se puede considerar
subcontratar parte del trabajo de los bancos de germoplasma o recabar la ayuda de otros
bancos. Debera informarse inmediatamente a la comunidad internacional de bancos de
germoplasma en caso de que peligren las funciones de un banco de germoplasma.

La entrada no autorizada de personas a las instalaciones de los bancos de
germoplasma y la incursién de animales, incluyendo aves y fauna silvestre en
general, pueden acarrear la pérdida directa del material, y ademds puede poner en
peligro las colecciones como consecuencia de la introduccién involuntaria de plagas y
enfermedades y la interferencia en los sistemas de gestién. Una estrecha colaboracién
con las comunidades locales con el fin de darles a conocer el propésito y el valor de la
coleccién puede contribuir a un sentido de propiedad y a una mayor proteccién de la
zona donde se encuentra la coleccién de campo.
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Las normas para el cultivo in vitro y la criopreservacidn son por naturaleza amplias y
genéricas debido a las grandes diferencias que existen dentro del grupo de especies
con semillas no ortodoxas y de propagacién vegetativa. Esta variabilidad es funcién
de la biologia y del estado metabdlico inherentes a estas plantas, los cuales influyen en
sus distintas respuestas a las diversas operaciones, y a menudo requiere cambios en los
enfoques béasicos que se deben adoptar para cada especie en particular. Estos diversos
elementos hacen necesaria una introduccién al fenémeno de la no ortodoxia y la respuesta
de las semillas no ortodoxas al almacenamiento, con el in de comprender mejor la base
cientifica de estas Normas.

El fenédmeno de la no ortodoxia

Para la criopreservacién es de gran importancia conocer bien los mecanismos de la
tolerancia y la sensibilidad a la desecacién en semillas ortodoxas en comparacién con
las no ortodoxas (intermedias y recalcitrantes). El contenido hidrico en las semillas
ortodoxas maduras se encuentra normalmente en el rango de 0,052 0,16 g g*(de 5a 14
por ciento M.H.)}, si bien en algunas especies puede ser mucho mayor en el momento en
que se liberan del fruto, pasando después por una importante deshidratacién. Al contrario
que las semillas recalcitrantes, todas las semillas ortodoxas adquieren la tolerancia a la
desecacidn, la cual estd contenida y programada genéticamente, antes o al comienzo de la
desecacién que se producen en la maduracién. Las semillas recalcitrantes no pierden agua
durante las tltimas fases del desarrollo y se liberan con un contenido hidrico minimo

1 En este documento se utiliza el término contenido hidrico (M.H. es aqui materia himeda) con preferencia respecto a
contenido de humedad, ya que se puede considerar que las semillas recalcitrantes estan hidratadas més que himedas.
Por otro lado, las cifras que se dan se expresan en términos de materia seca (gramos de agua por cada gramo de materia
seca, g g7), lo cual se considera mas explicito que la expresién como porcentaje de materia himeda.
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de 0,3-0,4 y maximo de 4.0 g g™ Por su sensibilidad a la deshidratacién, la pérdida
de agua tiene como consecuencia inmediata un descenso del vigor y la viabilidad, y
posteriormente la muerte de la semilla a niveles de contenido hidrico relativamente
altos. Esto se debe a su actividad metabdlica (Berjak y Pammenter, 2004) con baja o
ninguna diferenciacién intracelular, exponiendo asi a las membranas a las consecuencias
perjudiciales del estrés por falta de agua (Walters et al, 2001; Varghese et al,, 2011).
En las semillas intermedias también ocurre un amplio espectro de diferencias en la
fisiologia de la fase posterior a la liberacién del fruto. Las semillas que muestran un
comportamiento intermedio pueden soportar pérdidas de agua hasta 0,11 0 0,14 g g*
(Berjak y Pammenter, 2004). Estas tienen la capacidad de llevar a cabo algunos de los
mecanismos y procesos importantes que regulan la tolerancia a la desecacién, pero no
tienen vida larga en condiciones deshidratadas, especialmente en algunas especies y a
temperaturas muy bajas.

La variabilidad en la fisiologfa de las semillas recalcitrantes muchas veces también
es intraespecifica. El contenido hidrico de la semilla o del embrién (eje embrionario)
puede variar de forma significativa de un afio a otro entre materiales recolectados en el
mismo lugar, y también dentro de una estacién del afio. Esto significa que los pardmetros
(contenido hidrico, respuesta a la desecacién) deben calcularse para cada especie. Ademés,
las semillas que se recolectan al final de la estacién tienen normalmente una calidad
sensiblemente inferior que las recolectadas al principio (Berjak y Pammenter, 2004). La
procedencia de la poblacién de la cual se han recolectado las semillas es también un
factor importante para las propiedades y respuestas de las semillas recalcitrantes. Asf,
aunque sean de la misma especie, las semillas que desarrollan un gradiente latitudinal
pueden mostrar unas caracteristicas notablemente diferentes (Daws et al,, 2006; Daws
etal, 2004).

Elestado de desarrollo de la semilla representa un factor critico cuando el germoplasma
recalcitrante debe ser criopreservado. En las fases tempranas de su ontogenia, todas las
semillas son altamente sensibles a la desecacidn, pero en las semillas recalcitrantes la
sensibilidad a la desecacién va aumentando a la vez que se manifiestan los procesos
de metabolismo de la germinacién (Berjak y Pammenter, 2004). En estas semillas los
primeros procesos de germinacién se inician justo después de que la semilla es liberada
del fruto, sin la discontinuidad entre el final del desarrollo y el comienzo de la germinacién
que la desecacién durante la maduracién impone en las semillas ortodoxas.

Si bien varia con la especie, las semillas recalcitrantes generalmente comienzan
el metabolismo de germinacién después de su liberacién del fruto. Las especies con
embriones totalmente desarrollados en el momento de la liberacién normalmente inician
la germinacién casi inmediatamente, con un aumento simultdneo de la sensibilidad
a la desecacién. En otras especies, las semillas se liberan cuando los embriones no
estén desarrollados por lo que requieren la finalizacién del desarrollo para comenzar
el metabolismo de germinacién. Estas diferencias de desarrollo marcan la duracién
del periodo en el cual las semillas pueden ser almacenadas en himedo (por ejemplo,
almacenamiento hidratado al contenido hidrico en el momento de la liberacién del
fruto). Actualmente se sabe que las semillas recalcitrantes no pueden ser deshidratadas
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hasta un contenido hidrico que impida la germinacién (el llamado almacenamiento
sub-imbibido), ya que esto en realidad reduce el periodo de almacenamiento hidratado.
La deshidratacién leve en realidad estimula el comienzo/progreso de la germinacién,
adelantando de esta forma el momento en el que sea necesario un suministro externo
de agua sea para apoyar el proceso (Drew et al., 2000; Eggers et al,, 2007).

En general, las semillas recalcitrantes con origen en zonas templadas toleran
las temperaturas por debajo de 0 °C, mientras que las de la misma especie pero de
ambientes tropicales y subtropicales tienen més probabilidad de ser sensibles a la
congelacién. La sensibilidad a la congelacién también es un elemento importante para
el almacenamiento de semillas intermedias, especialmente para las procedentes de los
trépicos o subtrépicos. Una vez deshidratadas hasta niveles de contenido hidrico que en
si mismos no son perjudiciales, el periodo eficaz de almacenamiento de tales semillas
se reduce cuando las temperaturas bajan de 10 °C (Hong et al., 1996).

La microflora asociada a las semillas (hongos y bacterias), especialmente la asociada
con las superficies interiores (por ejemplo, de los cotiledones o del eje embrionario),
normalmente representa un problema importante para las semillas recalcitrantes y en
especial las de origen tropical y subtropical (Sutherland et al, 2002). Las condiciones
de almacenamiento hidratado, por ser de alta humedad y temperaturas por lo general
necesariamente benignas, estimulan la proliferacién de hongos, con lo que aumenta la
probabilidad de que las hifas penetren en los tejidos del embrién. Esto tiene un efecto
nocivo y acorta de forma significativa el periodo eficaz del almacenamiento hidratado.

En condiciones de campo, si el establecimiento de las plantulas no es suficientemente
rdpido, las semillas recalcitrantes perderdn agua gradualmente, a un ritmo que dependera
de las caracteristicas y morfologia propias de la especie. En condiciones de pérdida lenta
de agua (entre unos dias y una semana o més) se acumulan los dafios por desecacién y las
semillas de la mayoria de las especies habran perdido viabilidad cuando el embrién (eje
embrionario) haya alcanzado un contenido hidrico aproximado de 0,8 g g* (Pammenter
et al, 1993). Por lo tanto, en el manejo o almacenamiento de semillas recalcitrantes
normalmente es preciso un gran cuidado en mantener los contenidos hidricos a los
niveles de la liberacién de la semilla del fruto.

La respuesta de los explantos a la deshidratacién depende de la velocidad de
desecacién y del tamafio de los explantos. Es frecuente que las semillas recalcitrantes
tengan un tamafio grande por lo que no se deshiddratan rdpidamente ni se enfrian
rdpidamente cuando se exponen a un producto criogénico (tal como se requiere para
conseguir una criopreservacién eficaz). Por esta razén, los explantos preferidos son
los embriones o ejes embrionarios escindidos, ya que pueden ser deshidratados hasta
contenidos hidricos que reducen al minimo la cristalizacién del hielo y que se encuentran
por debajo de 0,4 g g*. Los embriones o ejes embrionarios pueden ser sometidos a una
corriente de aire para su secado (secado ultrarrapido, flash-dry) (Pammenter et al,,
2002), lo cual reduce el tiempo durante el cual pueden ocurrir los dafios de desecacién
vinculados al metabolismo. No es que los embriones o ejes embrionarios se hayan
vuelto tolerantes a la desecacién, sino simplemente que se secan antes de que se hayan
acumulado los dafios letales, consiguiendo asi el tiempo necesario para someterlos
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a temperaturas criogénicas. En los casos en los que se demuestra que es imposible
manipular los embriones o ejes embrionarios para una criopreservacién eficaz, se
pueden usar explantos alternativos, como por ejemplo meristemas apicales escindidos
de pléntulas desarrolladas a partir de semillas germinadas in vitro.

Ademés de la criopreservacién existen otras formas de conservar las especies que
producen semillas recalcitrantes o no ortodoxas, como la conservacién in vitro la cual
puede comportar el crecimiento lento de plédntulas o plantas jévenes. En algunos casos
las condiciones de crecimiento lento pueden ser impuestas ex vitro. En este tiltimo caso,
las plantulas pueden derivarse de callos embriogénicos (los cuales a su vez pueden ser
aptos para la criopreservacién) y ser conservadas in vitro, bajo condiciones de crecimiento
lento cuando sea posible.
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6.1

Normas
para la adquisicion
de germoplasma

Normas

6.1.1

6.1.2

6.1.3

6.1.4

6.1.5

Todas las muestras incorporadas al banco de germoplasma deben ser
adquiridas legalmente y con la documentacién técnica pertinente.

Todo material deberd ir acompafiado de por lo menos los datos asociados que
se enumeran en los descriptores de pasaporte para cultivos miltiples de la
FAO/IPGRI.

Solamente se recolectard material en buenas condiciones y en un estado de
madurez estable, y el tamafio de la muestra debe ser suficiente para que la
conservacién de germoplasma en un banco sea viable.

El material debe ser transportado al banco de germoplasma en un periodo tan
corto como sea posible y en condiciones idéneas.

Todo material recibido debe ser tratado con un agente desinfectante de
superficie para eliminar todos los microrganismos adheridos, y manejado de
forma que no se altere su estado fisioldgico en un drea asignada a la recepcién.

Contexto

La adquisicién es el proceso de recolectar o de solicitar germoplasma (semillas y
otros propagulos?) para su inclusién en el banco de germoplasma, juntamente con la
informacién relacionada con el material. Es esencial respetar los requisitos legales, y se
deben cumplir los requisitos tanto nacionales como internacionales pertinentes. Durante
la fase de adquisicién es importante que los datos de pasaporte de las accesiones sean tan
completos como sea posible, y que estén totalmente documentados (Alercia et al,, 2001).

1 Eneste contexto, el término propagulo se refere a las partes vegetativas de una planta utilizadas para su propagacién,
como semillas, yemas, bulbos, esquejes y otras estructuras.
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Es preciso asegurar la maxima calidad del germoplasma y evitar la conservacién
de semillas inmaduras y semillas que hayan estado expuestas durante demasiado
tiempo a las condiciones climatolégicas adversas. La forma en que las semillas y
otros propégulos se manipulan después de la recoleccién y antes de ser trasladados a
entornos controlados es fundamental para la calidad. Unas condiciones de temperatura
y humedad extremas y adversas en el periodo posterior a la recoleccién y durante el
transporte al banco de germoplasma pueden menoscabar rdpidamente la viabilidad y
reducir la longevidad durante el almacenamiento. Lo mismo ocurre con la manipulacién
después de la recoleccién en el banco de germoplasma. La calidad y la longevidad de
las semillas se ven afectadas por las condiciones a las que hayan estado expuestas
antes de su almacenamiento en el banco de germoplasma. Dado que las semillas
recalcitrantes son metabdlicamente activas y tienen contenidos hidricos altos en la
fase de maduracidn, el modo en que se manejan después de la recoleccién es esencial
para su conservacién eficaz a largo plazo. El material que crece en el campo suele
estar contaminado con hongos y/o bacterias, por lo que es necesario contar con un
conjunto de medidas preparadas para reducir el riesgo de deterioro del material en la
fase posterior a la recoleccidn.

El material debera estar lo més limpio posible. En consecuencia, se recomienda
transferir el material de campo a macetas y mantenerlo en invernadero para su
crecimiento durante periodos cortos. En estos casos se deben regar las plantas desde
abajo y, cuando el material estd muy infectado, aplicar pesticidas, lo cual servira de ayuda
a la posterior desinfeccién de los explantos. El material visiblemente infectado debe ser
excluido desde el primer momento o eliminado en cuanto se detecte.

Aspectos técnicos

Los recursos fitogenéticos que se encuentren dentro del sistema multilateral del
Tratado Internacional tendrd que ir acompafiado de un ANTM. Para el material
adquirido o recolectado fuera del pais donde se encuentra el banco de germoplasma,
los adquirentes deberdn cumplir con las disposiciones legales nacionales e
internacionales pertinentes. Se debe solicitar a la autoridad nacional competente
del pafs receptor la normativa fitosanitaria y cualquier otro requisito de importacién.
Los datos de pasaporte son necesarios para identificar y clasificar las accesiones.
Gran parte de las accesiones son poblaciones silvestres, por lo que la recoleccién de
datos de campo precisos es absolutamente necesaria. Los descriptores de pasaporte para
cultivos multiples deben por lo tanto complementarse, en la medida de lo posible, con
un espécimen de herbario asi como con coordenadas GPS e imégenes fotograficas del
habito de crecimiento, el habitat y el sustrato. Si se recolecta material que se hubiera
caido al suelo, este hecho debe ser registrado y el material debe mantenerse separado del
recolectado directamente de la planta madre. El tamafio de la muestra incluye un nimero
adecuado de individuos/accesiones, suficiente para establecer un protocolo apropiado de
criopreservacién y/o para llevar las muestras a su criopreservacién a largo plazo.
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Resulta necesario garantizar la maxima calidad de semillas y propégulos y evitar la
conservacién de material inmaduro o senescente (en el caso de semillas) que haya estado
expuesto durante demasiado tiempo a condiciones climéticas adversas. La recoleccién
de propdgulos maduros, limpios y de alta calidad garantizard que la longevidad durante
el almacenamiento alcance niveles maximos. Se debe evitar el material caido al suelo
y los frutos o semillas que muestren abrasién o signos de desgaste. Las semillas que se
recolectan al final de la estacién suelen mostrar una calidad inferior que las recolectadas
al principio (Berjak y Pammenter 2004) por lo que se recomienda no recolectar semillas
recalcitrantes de ninguna especie al final de la estacién. La temporalidad también es
un elemento a tener en cuenta cuando se utilizan bulbos y tubérculos, los cuales brotan
Unicamente en determinadas estaciones, en plantas lefiosas que tienen yemas con
dormancia solamente en invierno, y en explantos de inflorescencias jévenes o polen
solamente disponibles en el periodo de floracién.

Muchos de los frutos que contienen semillas recalcitrantes portan hongos
contaminantes que pueden no estar visibles. Esto representa un problema grave, por lo
que la desinfeccién de superficie previa al transporte es importante con el fin de eliminar
cualquier contaminante superficial. Altos niveles de temperatura y humedad durante el
periodo siguiente a la recoleccién y el transporte al banco de germoplasma intensifican
este problema y pueden causar una rdpida pérdida de viabilidad y reducir la longevidad
durante el almacenamiento. Sin embargo, las semillas y otros propagulos pueden ser
sensibles al frio y las altas temperaturas pueden adelantar la germinacién o bien dafiar
las semillas. Por lo tanto la temperatura durante el transporte no debe ser ni demasiado
baja ni demasiado alta, por lo general entre 16 y 25 °C aproximadamente.

El problema de la contaminacién por hongos también afecta al manejo posterior
a la recoleccién dentro del banco de germoplasma y la superficie de los frutos debe ser
cuidadosamente desinfectada antes de su apertura. De igual forma, las accesiones
importadas pueden portar contaminantes procedentes de contenedores y embalajes, los
cuales deben ser incinerados tal como se establece normalmente en las normativas de
sanidad de plantas y semillas. Pulpa, fibras y otras partes del fruto deben ser completamente
separadas de la superficie exterior de las semillas, pero para ello no se debe utilizar agua
ya que las semillas facilmente podrian hidratarse (aun més) lo cual afectaria al contenido
hidrico de las semillas. También es importante recoger informacién sobre el peso del fruto y
de las semillas antes de la determinacién del contenido hidrico (ver Normas para las pruebas
de comportamiento no ortodoxo y valoracién del contenido hidrico, el vigor y la viabilidad).

Siempre que sea posible (como en el caso de frutos de cubierta dura), las semillas deben
transportarse dentro del fruto, tanto por proteccién como para evitar la deshidratacidn.
La pérdida de agua estimula el metabolismo de germinacién y ademés acorta la duracién
del almacenamiento, por lo que es importante que el contenido hidrico no disminuya
desde el momento de la recoleccién y durante todo el transporte, manteniendo una alta
humedad relativa en los recipientes de almacenamiento. Se recomienda utilizar bolsas de
pléstico especiales ya que son resistentes a la rotura al contrario que los tubos de vidrio.
Para mantener la temperatura estable puede servir de ayuda utilizar envases aislantes, los
cuales pueden ser de especial importancia cuando los periodos de transporte son largos.
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Por lo general, las semillas recalcitrantes producidas en frutos de cubierta dura
permanecen en mejores condiciones durante largos periodos que si se extrae las semillas
de los frutos. Cuando los frutos son blandos, han sufrido dafios o se han abierto, se debe
descontaminar inmediatamente la superficie, extraer las semillas y separar y destruir los
restos de los frutos. Si el periodo de transporte es largo, se recomienda extraer, limpiar
manualmente y desinfectar la superficie de las semillas antes del transporte. Lo ideal es
llevar en las expediciones de campo un equipo de desinfeccién que incluya tabletas de
purificacién de agua o hipoclorito sédico (NaOCl), agua (estéril cuando sea posible, o
alternativamente hervida in situ) y papel absorbente estéril.

En condiciones tropicales se pueden aplicar otras medidas como el almacenamiento
de plantulas bajo sombra (Marzalina y Krishnapillay, 1999) o la recoleccién en campo in
vitro (Pence et al, 2002; Pence y Engelmann, 2011). Cuando se utiliza material recolectado
in vitro también es importante reducir al minimo los tiempos de transporte.

Para explantos de cultivo in vitro, la descontaminacién de la superficie suele comenzar
con etanol al 70 por ciento, seguido de hipoclorito sédico (NaOCl) diluido de una solucién
pura o como componente de una lejia comercial que tenga una concentracién de cloro
activo equivalente al 3 por ciento aproximadamente. Unas gotas de detergente pueden
contribuir al efecto desinfectante. También se pueden utilizar otras sustancias (por
ejemplo hipoclorito célcico) en concentraciones adecuadas. Después de la desinfeccién
de superficie se debera cortar el explanto a su tamafio final. Es necesario sefialar que el
desinfectante se introduciré en las superficies cortadas lo que crearé zonas muertas que
deben ser eliminadas en el momento del corte.

Disposiciones particulares

Cuando una remesa se contamina o se deteriora, todo el material junto con su envase
debe ser incinerado, a pesar de las implicaciones econdmicas que esto conlleve.

Los retrasos que puedan sufrir las remesas en las instalaciones nacionales de
cuarentena suponen un riesgo imposible de estimar. En estos casos se deben tomar las
medidas apropiadas para reducir los retrasos al minimo, incluyendo el uso de servicios
de mensajeria.

Cuando la temporada de produccién de frutos ha sido “pobre”, es preferible retrasar
la recoleccién a la siguiente estacién de frutos. Cuando sea estrictamente necesario
recolectar frutos que hayan caido al suelo, solamente se tendran en cuenta aquellos que
hayan caido recientemente.

En algunas ocasiones, las semillas de algunas especies tienen una reaccién negativa
al hipoclorito sédico y/o a los fungicidas mas comunes, en cuyo caso se deben aplicar
alternativas seguras (Sutherland et al, 2002). Es de destacar que una posibilidad es
utilizar etanol al 70 por ciento (en volumen) en agua estéril o hervida.
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6.2 Normas para las pruebas
de comportamiento
no ortodoxo y valoracién
del contenido hidrico,
el vigor y la viabilidad

Normas

6.2.1 La categoria de almacenamiento de las semillas debe ser determinada
inmediatamente mediante el estudio de su respuesta a la deshidratacién.

6.2.2 El contenido hidrico debe determinarse de forma individual y separada en
cada uno de los componentes de los propagulos, y en un niimero suficiente de
plantas.

6.2.3 Elvigor ylaviabilidad deben ser calculados mediante pruebas de germinacién
y en un nimero suficiente de individuos.

6.2.4 Durante los experimentos, las muestras de semillas limpias deberan
almacenarse en condiciones que impidan la deshidratacién o la hidratacién.

Contexto

Mantener la viabilidad de las semillas es una funcién esencial del banco de germoplasma
que garantiza la disponibilidad del germoplasma para los usuarios y su representatividad
genética de la poblacién de la que fue adquirido. Como primer paso para la conservacién,
es importante determinar con certeza la categoria de almacenamiento de la semilla
mediante el estudio de la respuesta del propagulo a la deshidratacién. La respuesta a
la desecacién determina a su vez el tratamiento necesario para el crioalmacenamiento.
Una serie de factores influyen en la velocidad de desecacién, entre los que se incluyen la
humedad relativa, el tamafio de la semilla, las caracteristicas de los revestimientos de la
semilla, la velocidad de flujo de aire sobre las semillas, y la altura de la capa de semillas
(Pammenter et al., 2002).

La velocidad y uniformidad de germinacién de una muestra de semillas o de explantos
derivados de semillas, son indicadores fiables del vigor, mientras que la germinacién total
(es decir, la proporcién o porcentaje de las semillas o explantos estudiados que finalmente
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germinan) indica la viabilidad general de la muestra. La viabilidad nunca debe ser menor
del 80 por ciento en ninguna muestra.

Aspectos técnicos

Los anélisis para determinar el contenido hidrico y para calcular el vigor y la viabilidad
se deben llevar a cabo como una sola operacién, y son los elementos a determinar antes
de seleccionar el tipo de técnica de secado. El niimero de procedimientos que pueden
ser investigados viene determinado por el nimero de semillas disponibles. Se pueden
utilizar tres métodos de analisis para la categorizacién de las semillas: un método que
puede discriminar entre semillas intermedias y recalcitrantes (Hong y Ellis, 1996), uno
que estd disefiado para los casos en que el nimero de semillas es reducido (Pritchard
et al, 2004), y uno que estudia el contenido hidrico del eje, en lugar del de toda la
semilla. Independientemente del método elegido, la deshidratacién impuesta durante el
procedimiento de analisis no debe llevarse a cabo a temperaturas elevadas, ya que son
perjudiciales. Las temperaturas recomendadas para especies tropicales/subtropicales y
especies de origen templado son 25 °C y 15 °C, respectivamente (Pritchard et al, 2004).
El tiempo de secado para evaluar la pérdida de viabilidad con reduccién del contenido
hidrico se debe determinar para cada nueva accesién.

Conocer los contenidos hidricos que presentan los distintos componentes de las
semillas recalcitrantes es fundamental para su criopreservacién eficaz. El contenido
hidrico determinado sobre la base de la semilla recalcitrante entera no da ninguna
indicacién del contenido hidrico del eje. Por lo tanto, las determinaciones de contenido
hidrico deben llevarse a cabo de forma separada para los ejes, los embriones, el tejido
carnoso de los cotiledones y el endospermo (Berjak y Pammenter 2004) y medirse de
forma individual (no en muestras combinadas). En muchos casos, la masa seca de los ejes
de las semillas recalcitrantes puede llegar a ser muy pequefia (unos pocos miligramos),
por lo que se requiere una microbalanza de 6 cifras decimales.

Es importante determinar el contenido hidrico de cada nueva accesién inmediatamente
después de haber limpiado los propagulos, para evitar el secado adicional. Aunque se
haya recolectado anteriormente otras accesiones de la misma especie, no se puede asumir
que el contenido hidrico sera similar. Normalmente se desconoce la composicién de los
ejes y tejidos de almacenamiento de especies silvestres recalcitrantes o no ortodoxas, por
lo que se recomienda llevar a cabo el secado a 80 °C hasta alcanzar un peso constante.
Cuando los tejidos se secan a 80 °C, el tiempo necesario para llegar al peso constante
suele estar entre 24 y 48 horas. Después del periodo de secado y antes de volver a pesar
las muestras, es indispensable llevarlas a temperatura ambiente, sin absorber agua.

Se recomienda analizar el contenido hidrico de un minimo de 10 semillas (determinado
sobre la base semilla/embrién/eje individual). Para cualquier anélisis bioquimico que se
lleve a cabo seré necesario afiadir semillas nuevas.

Las semillas y los embriones/ejes extirpados a partir de ellas deben estar en su etapa
de desarrollo de maximo vigor cuando se recolecten. Las semillas intactas germinan mejor
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en agar agua a 0,8-1 por ciento en recipientes de plastico cerrados o placas Petri, los cuales
ofrecen las condiciones comunes para este tipo de anélisis. Es importante desinfectar
las superficies de las semillas antes de ponerlas a germinar, o antes de la escisién de
los embriones o los ejes embrionarios. La dormancia no es una caracteristica habitual
en las semillas recalcitrantes por lo que normalmente las semillas deberdn comenzar la
germinacién en un intervalo relativamente corto. Sin embargo, el tiempo variara entre las
distintas especies en funcién del grado de desarrollo del embrién. Es esencial que todos
los andlisis de germinacién/viabilidad para accesiones de la misma especie se realicen
en las mismas condiciones controladas. La produccién de plantulas morfolégicamente
anormales (Pammenter et al, 2011) debe ser observada y cuantificada, ya que esto
puede ocurrir como resultado de un estrés impuesto (por ejemplo, la deshidratacién de
semillas, embriones o ejes embrionarios recalcitrantes). Para los anélisis de viabilidad
se recomienda un minimo de 20 semillas.

Cuando se manejan semillas recalcitrantes normalmente se pone un gran cuidado en
mantener el contenido hidrico en los niveles caracteristicos del momento de la liberacién
del fruto. Sin embargo, las semillas recalcitrantes intactas tienen practicamente siempre
un tamafio demasiado grande para su enfriamiento a temperaturas criogénicas. Por lo
tanto los explantos, embriones o ejes embrionarios deben ser extirpados de las semillas y
deshidratados. Ademas de esto, es esencial que el grueso de la muestra limpia de semillas
se almacene bajo condiciones que eviten cambios en su estado de hidratacién. Si las
semillas se exponen a la atmésfera durante un tiempo prolongado, cambiara el contenido
hidrico de las semillas y las semillas que se liberan con un contenido hidrico relativamente
alto sufriran cierta deshidratacién.

Disposiciones particulares

Si un banco de germoplasma no dispone de una sala de secado con temperatura y
humedad controladas, el secado se puede realizar, para semillas enteras, en la mesa de
trabajo dentro de campanas de vidrio o en monocapas a la sombra. Las placas de Petri
que no se hubieran cerrado antes de su extraccién del horno de secado, deberan ser
sustituidas en el horno, ya que los tejidos secos rdpidamente adsorben vapor de agua,
especialmente en ambientes hiimedos.

Por lo general, los embriones y ejes embrionarios extirpados no germinan tan
rdpidamente como las semillas intactas. Cuando se trabaja con ejes embrionarios
extirpados, es frecuente que el dpice del tallo no se desarrolle. En estos casos, la
produccién de la rafz seré el criterio para evaluar el vigor y la viabilidad.

En los casos en que resulte imposible manipular los embriones o ejes para un
crioalmacenamiento eficaz, se deben utilizar explantos alternativos. Estos pueden ser
de diversos tipos, pero los méas adecuados son los meristemas apicales del tallo extirpados
de pléntulas desarrolladas a partir de semillas germinadas in vitro.
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6.3 Normas para
el almacenamiento hidratado
de semillas recalcitrantes

Normas

6.3.1 El almacenamiento hidratado debe llevarse a cabo bajo condiciones de
humedad relativa saturada, y las semillas deben mantenerse en recipientes
hermaéticos, a la menor temperatura que toleren sin que se produzcan dafios.

6.3.2 Todas las semillas deben ser desinfectadas antes de su almacenamiento
hidratado y el material infectado debe ser eliminado.

6.3.3 Las semillas almacenadas deben ser inspeccionadas periédicamente para
comprobar si se ha producido alguna contaminacién por hongos o bacterias, y si
ha habido alguna disminucién en su contenido hidrico y/o su vigor y viabilidad.

Contexto

Algunas veces es necesario almacenar semillas recalcitrantes a corto y medio plazo
(de semanas a meses) para el suministro de material de plantacién a programas de
reintroduccién y restauracién, o simplemente para el mantenimiento de las semillas
mientras se llevan a cabo los experimentos. El principio bésico para que el periodo de
almacenamiento de semillas recalcitrantes sea lo més largo posible es que el contenido
hidrico debe mantenerse en niveles practicamente iguales a los tipicos de su estado recién
recolectado. De esta forma las semillas no deben perder agua ni antes ni después de ser
llevadas a las condiciones de almacenamiento. La deshidratacidn, incluso en grados muy
bajos, puede estimular el inicio de la germinacién, y una deshidratacién adicional puede
iniciar cambios perjudiciales que supongan un impacto negativo en el vigor y la viabilidad
y que acorten el periodo para el cual las semillas se pueden almacenar. Mantener semillas
recalcitrantes en condiciones en las cuales mantienen su contenido hidrico se denomina
almacenamiento hidratado, y se logra preservando las semillas en condiciones aisladas
bajo humedad relativa de saturacién.
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Aspectos técnicos

Para evitar la pérdida de agua de las semillas, el almacenamiento hidratado debe llevarse
a cabo a humedad relativa saturada, lo cual se consigue manteniendo una atmésfera
saturada dentro de los recipientes de almacenamiento. Lo ideal es sellar bolsas de
polietileno con una bolsa interna de papel en el interior (“bolsa dentro de una bolsa”) o
bien sellar cubetas de plastico del tamafio adecuado para el niimero de semillas, para
favorecer el almacenamiento (Pasquini et al,, 2011). Como precaucién esencial, antes de
introducir las semillas en los recipientes de almacenamiento tales como cubetas con tapas
de sellado, éstos y las rejillas internas deben ser esterilizados. Independientemente del
recipiente elegido, se debe incluir un medio para la absorcién del condensado, el cual se
debe cambiar al empaparse.

La temperatura de almacenamiento debe ser la minima de las toleradas por las semillas
de cada especie individual sin efecto perjudicial en el vigor y la viabilidad. As{ se reduce
tanto el progreso de la germinacién como la proliferacién de hongos. La temperatura
de almacenamiento debe mantenerse constante para minimizar la condensacién en las
superficies interiores de los recipientes de almacenamiento. Generalmente la temperatura
adecuada para el almacenamiento de semillas recalcitrantes de origen templado es de
6 + 2 °C, mientras que para la mayoria de las semillas de origen tropical o subtropical,
16 + 2 °C es el rango normal. Se producen excepciones a esta pauta, sobre todo en semillas
de algunas especies ecuatoriales (Sacandé et al, 2004; Pritchard et al, 2004).

En condiciones de almacenamiento hidratado hay una alta probabilidad de que
proliferen hongos y con menor frecuencia también bacterias, por lo que se requiere
vigilancia y medidas adecuadas para reducir la infeccién de semilla a semilla. Si las
semillas infectadas no se retiran, contaminaran todo el lote incluido en el recipiente de
almacenamiento, lo cual hard que el almacenamiento de semillas resulte inttil y anulard
su potencial para el suministro de explantos para la criopreservacién. Por lo tanto, desde
el primer momento se debe realizar una inspeccién regular y tomar lo antes posible
las medidas oportunas, como la aplicacién de agentes fungicidas para eliminar de las
semillas los contaminantes de superficie e internos (Calistru et al.,, 2000).

Se deben desinfectar las superficies de las semillas, secar todo residuo de desinfectante
y aplicar un fungicida de amplio espectro. La forma més eficaz de eliminar los hongos
situados en el interior, principalmente justo debajo de las cubiertas de las semillas, es por
la absorcién de fungicidas sistémicos adecuados para las semillas. Sin embargo, éstos
también pueden afectar negativamente a las semillas. Otra posibilidad es la termoterapia
tal como se aplica a las bellotas infectadas (Sutherland et al,, 2002), pero este método
sélo se puede utilizar cuando las semillas son resistentes a temperaturas elevadas
de forma transitoria, lo cual no siempre es el caso. Para desinfectar directamente las
superficies interiores, es necesario asegurarse de que las semillas sobrevivan bien en
almacenamiento hidratado después de la eliminacién de las cubiertas, y que la presencia
de fungicidas sistémicos en los tejidos de las semillas no sea perjudicial.

Dependiendo de la duracién del almacenamiento hidratado, los recipientes deben
ser brevemente ventilados de forma periédica para evitar el desarrollo de condiciones
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andxicas, y en ese momento se debe inspeccionar el contenido de los recipientes y retirar
cualquier semilla contaminada. Lo ideal es el almacenamiento de semillas en una sola
capa, pero si se almacenan en varias capas se deben mezclar durante la aireacién. Después
de eliminar cualquier semilla que muestre sefiales de contaminacién, se debe vaciar el
contenedor, desinfectar todas las semillas que no tengan apariencia de contaminadas y
recolocar el lote de semillas en un recipiente esterilizado.

Periédicamente se deben tomar muestras de las semillas almacenadas para
comprobar si el contenido hidrico, el vigor o la viabilidad han disminuido. Si el contenido
hidrico ha permanecido précticamente igual que cuando las semillas se colocaron en
almacenamiento hidratado, y no hay proliferacién aparente de hongos (o bacterias),
pero la viabilidad ha disminuido, entonces se habra llegado al final del perfodo de
almacenamiento ttil. De manera similar, si en muchas semillas se observan sefiales
evidentes de germinacién, se habré llegado al final del perfiodo de almacenamiento til.
Una disminucién en la viabilidad de las semillas que no han perdido agua de forma
significativa, la protrusién de la raiz en la mayoria de las semillas, dan una medida del
tiempo durante el cual resulta posible el almacenamiento hidratado bajo el régimen de
temperatura especifico utilizado.

Disposiciones particulares

La pérdida de agua en las semillas indica que la humedad relativa no se ha mantenido
en niveles altos, probablemente debido a que los recipientes de almacenamiento
no estaban adecuadamente sellados. En este caso los resultados de la muestra seran
inciertos, por lo cual debe ser descartada. La pérdida de viabilidad de las semillas
durante el almacenamiento también puede ocurrir como resultado de temperaturas de
mantenimiento inadecuadas. Este pardmetro debe ser resuelto mediante ensayos para
conocer las respuestas de las semillas a un rango de temperaturas distintas. Las semillas
pueden haber perdido su viabilidad debido a que originalmente eran de mala calidad o
a que en el momento de la recoleccién estaban inmaduras.

En los casos en los que en una accesién hay una alta incidencia de las semillas
contaminadas internamente, los contaminantes deben ser aislados e identificados,
con el fin de desarrollar medios efectivos para eliminarlos en futuras recolecciones. La
identificacién de los hongos, como minimo a nivel de género, puede ayudar en la eleccién
de los fungicidas que pueden resultar més eficaces en combinacién (“cécteles”), dirigidos
especificamente a tales hongos. Algunas veces en las semillas se encuentran virus, los
cuales no pueden ser eliminados mediante ningtin tratamiento. Si estos virus pueden ser
causa de enfermedades graves, las plantas deben ser eliminadas en el momento en que
se observen los sintomas virales.

En los casos en los que la contaminacién no responda a ningin tratamiento curativo,
las semillas no se podran conservar de esta forma, por lo que se deberan buscar métodos
alternativos de conservacién de recursos genéticos. En tales casos, las semillas se deben
poner a germinar, y las pldntulas desarrolladas a partir de semillas no infectadas se
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deben mantener bajo condiciones de crecimiento lento, y/o utilizarse para proporcionar
explantos alternativos para la conservacién ex situ, por ejemplo con la transferencia y
plantacién en bancos de germplasma de campo u otros jardines, segtn proceda.
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6.4 Normas para el cultivo
in vitro y el almacenamiento
en crecimiento lento

Normas

6.4.1 Laidentificacién de las condiciones éptimas de almacenamiento para el cultivo
in vitro se debe determinar de acuerdo a la especie.

6.4.2 El material para la conservacién in vitro debe mantenerse como plantulas
enteras o yemas, u érganos de almacenamiento en aquellas especies que los
formen de modo natural.

6.4.3 Se debe establecer un sistema de seguimiento periédico para comprobar la
calidad del cultivo in vitro en el almacenamiento en crecimiento lento, asi como
la posible contaminacién.

Contexto

La conservacién in vitro se utiliza para el mantenimiento de érganos vegetales o plantulas
en un periodo de tiempo medio (desde varios meses hasta algunos afios) en condiciones
no perjudiciales y de limitacién del crecimiento. Por lo general no es conveniente para
la conservacién a largo plazo (Engelmann, 2011). La conservacién in vitro se aplica
preferentemente al germoplasma vegetal clonal, ya que también es de utilidad en las
transferencias seguras de germoplasma bajo control fitosanitario regulado. Los documentos
técnicos proporcionan informacién detallada sobre las posibilidades que ofrece el
almacenamiento in vitro, los principales pardmetros a tener en cuenta y las relaciones
y la complementariedad con otras tecnologias de almacenamiento como los bancos de
germoplasma de campo (Reed et al, 2004;. Engelmann, 1999a).

El cultivo in vitro sirve para generar material libre de enfermedades para su distribucién
y multiplicacién, y como fuente de explantos para la criopreservacién. Resulta esencial
separar y eliminar de forma segura los materiales infectados, garantizando asi que un
patégeno o plaga no se libere al ambiente. Es necesario realizar un seguimiento regular y
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permanente para evitar la acumulacién de contaminacién que pueda tener lugar durante
los traslados, transmitirse por el aire de tubo a tubo o ser transportada activamente por
vectores como 4caros y tisanépteros. Otro riesgo es el colapso por hiperhidratacién, el
cual por lo general comienza en algunos tubos un poco antes, de manera que existe la
posibilidad de salvar el resto del material si se detecta con suficiente antelacién.

Aspectos técnicos

Las condiciones éptimas para el crecimiento lento deben determinarse antes del
almacenamiento. Estas condiciones pueden ser alcanzadas mediante el manejo de
variables como el régimen de iluminacién, la temperatura y composicién del medio,
individualmente o en combinacién (Engelmann, 1991), pero generalmente se requiere
experimentacién para lograr resultados éptimos.

El tipo de explantos y su condicién fisiolégica son elementos fundamentales para el éxito
o el fracaso del crecimiento lento in vitro. El cultivo in vitro se utiliza también como fase
preparatoria para la criopreservacidn, asi como para las fases de recuperacién después de la
criopreservacién. Como primer paso se deben desarrollar los medios y condiciones adecuados
para el crecimiento in vitro de explantos. Esto supone poner a punto los procedimientos
adecuados de desinfeccién de superficie y también el medio de germinacién, partiendo de un
medio modelo (Murashige y Skoog, 1962) el cual puede necesitar ser ajustado. El medio basal
se puede determinar a partir de la bibliografia relativa al cultivo de especies similares. Existen
protocolos normalizados y publicados que pueden servir de referencias ttiles (entre otros
George, 1993; Hartmann et al, 2002; Chandel et al, 1995), si bien en muchos casos es esencial
realizar ensayos detallados utilizando medios y condiciones de crecimiento para explantos,
y es necesario desarrollar protocolos especificos utilizando los medios y condiciones de
crecimiento de explantos, incluso cuando se trate de especies estrechamente relacionadas.

Para evitar la hiperhidricidad (o vitrificacién) es importante asegurar que los
materiales se mantienen como pléntulas o brotes enteros. Para explantos de especies
que naturalmente tienen un crecimiento lento puede no ser necesaria la manipulacién
de los medios o de las condiciones de cultivo.

La experimentacién con una serie de permutaciones y combinaciones de los medios
hasta conseguir un crecimiento lento satisfactorio es imprescindible la primera vez que se
trabaja con explantos de una especie. Por ejemplo, se han documentado respuestas muy
variables a la manipulacién en el crecimiento lento de distintas especies del mismo género.
El mantenimiento de la estabilidad genética a largo plazo del material almacenado bajo
condiciones de crecimiento lento es imprescindible (Engelmann, 2011). Las temperaturas
éptimas de almacenamiento para las especies tolerantes al frio estdn entre 0y 5°C o un
poco més, mientras que para el material de origen tropical las temperaturas més bajas
toleradas pueden estar en el intervalo de 15 a 20 °C, dependiendo de la especie (Normah
etal, 2011; INIBAP 2011; Engelmann, 1999a; Engelmann, 1991).

Los medios de cultivos normalmente se someten a diversas modificaciones,
principalmente la reduccién de los niveles de minerales, la reduccién del contenido de
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sacarosa y/o la manipulacién del tipo y concentracién de reguladores del crecimiento,
mientras que la inclusién de sustancias osméticamente activas (como el manitol) también
puede ser eficaz (Engelmann, 2011; Engelmann, 1999a). El carbén activado puede servir
para absorber polifenoles exudados en el medio (Engelmann, 1991).

El tipo, volumen, mecanismo de cierre y atmdsfera de los recipientes de cultivo
constituyen parametros importantes (Engelmann, 2011; Engelmann, 1991), los cuales, cuando
se trabaja con material nuevo, solamente se pueden establecer a través de la experimentacién.

Aunque el almacenamiento en crecimiento lento se ha utilizado tradicionalmente para
material cultivado in vitro, también se pueden mantener pléntulas ex vitro bajo condiciones
limitantes del crecimiento. Una alternativa econdmica es el crecimiento lento de plantulas
en las condiciones de sombra y limitacién de luz que ofrecen las copas los &rboles (Chin,
1996). Por otra parte, la induccién de érganos de almacenamiento in vitro puede servir
para mejorar de manera eficaz el periodo de conservacién en especies cultivadas que
forman estos érganos de modo natural (por ejemplo, jengibre [Engels et al, 2011],
taro, lame, papa, y otros).

Disposiciones particulares

En cultivo in vitro de explantos de especies lefiosas puede plantear problemas
especificos, especialmente en relacién con la exudacién de polifenoles (Engelmann,
1999b). Entre los problemas asociados se incluyen el enraizamiento pobre y la
hiperhidricidad de los explantos. La hiperhidratacién y la necrosis foliar desarrolladas
durante el crecimiento lento pueden causar un deterioro de la calidad y en algunos
casos la muerte de propégulos enteros.

En algunos materiales, la acumulacién de bacterias encubiertas puede resultar
un obstaculo gradualmente creciente para el almacenamiento en crecimiento lento
prolongado. Puede ser contrarrestado mediante la retirada temporal de las vitaminas del
medio o la adicién de antibidticos, pero estas medidas dificilmente consiguen resultados
de forma permanente. Por lo tanto, puede ser necesario desechar estos cultivos del
almacenamiento (Abreu-Tarazi et al, 2010; Leifert y Cassels, 2001; Senula y Keller, 2011;
Van den Houwe, 2000, Van den Houwe, 1998).

Dentro de un acervo génico pueden presentarse grandes diferencias en la respuesta
al almacenamiento in vitro entre especies y entre variedades: algunas responden bien,
mientras que otras no pueden ser conservadas con esta tecnologia, lo cual hace imposible
su aplicacién (por ejemplo, el cafeto - Dussert, 1997). En algunas especies (por ejemplo, el
flame), se pueden formar érganos de almacenamiento in vitro, pero es dificil conseguir la
germinacién. Esto también es valido para bulbillos formados in vitro en algunas accesiones
de una especie (por ejemplo, el ajo - Keller, 2005).

En algunas especies (por ejemplo, la cafia de aztcar) la inestabilidad genética
intrinseca puede verse potenciada por las técnicas de cultivo in vitro, mientras que en
otras (por ejemplo, la yuca) se ha demostrado la estabilidad durante periodos prolongados
(IPGRI/CIAT 1994). En estos ultimos casos la variacién somaclonal puede ocurrir con
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frecuencias més altas. En la mayoria de los casos la variacién somaclonal se reduce
al minimo mediante el uso consiguiente de técnicas que eviten la induccién de tallos
adventicios o cualquier formacién de callo basal después del corte. La zona donde se
ha formado el callo debe ser eliminada durante la transferencia al siguiente periodo de
cultivo. Para evitar la confusién acerca de las razones de las desviaciones genéticas que
ocurren, es necesaria la observacién minuciosa de la uniformidad de los explantos fuente
y también excluir el quimerismo del material recibido (0 mantenerlo cuidadosamente si es
necesario en las plantas con variegacién). La revisién regular por medio de marcadores
moleculares puede resultar demasiado cara, por lo que se puede llevar a cabo un muestreo
regular en los casos donde se espera que se produzca variacién somaclonal.

La latencia de érganos puede resultar un problema cuando los brotes detienen su
desarrollo, lo cual ocurre a menudo en especies que forman érganos de almacenamiento
en condiciones in vitro. Para romper la latencia se pueden realizar cortes adicionales o
aplicar citoquininas. Si de esta forma no se consiguen resultados, la tinica (aunque incierta)
solucién es esperar algtin tiempo hasta que el brote se produzca de forma espontanea.
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6.5 Normas

para la criopreservacion

Normas

6.5.1

6.5.2

6.5.3

6.5.4

Los explantos seleccionados para la criopreservacién deben ser de la calidad
mads alta que sea posible, y permitir su posterior desarrollo después de la
escisién y la criopreservacién.

Todas las etapas del protocolo de criopreservacién deben ser analizadas
individualmente y optimizadas en términos de vigor y viabilidad en la
retencién de los explantos.

Se deben desarrollar los medios para contrarrestar los efectos dafiinos de
las especies reactivas del oxigeno en la escisién y en todas las operaciones
posteriores.

Después de la recuperacidn, los explantos se deben desinfectar utilizando
procedimientos antisépticos normalizados.

Contexto

La criopreservacién permite el almacenamiento de células o tejidos en nitrégeno liquido
(NL) (196 °C) y con las actividades metabdlicas interrumpidas durante un periodo
de tiempo indefinido. En cualquier protocolo de criopreservacién hay cuatro pasos
principales: (i) la seleccidn, (ii) el precultivo?, (iii) las técnicas de criopreservacién, (iv) la
recuperacién del almacenamiento, y (v) el establecimiento de pléntulas.

Se deben desarrollar protocolos de criopreservacién para evitar dafios durante la
conservacién. Estos pueden incluir la crioproteccidn, la desecacién parcial, la refrigeracién
y el almacenamiento a temperaturas criogénicas, el recalentamiento y la rehidratacién.

1 Tratamiento para la aclimatacién lenta de explantos a la deshidratacién/frio/congelacién.
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Existen dos tipos principales de procedimientos de criopreservacién: la congelacién lenta
convencional, basada en la deshidratacién inducida por la congelacién, y, la congelacién
ultrarrapida o vitrificacién, que implica la deshidratacién previa a la refrigeracién
(Engelmann, 2011a).

Aspectos técnicos

Seleccidn de explantos

La velocidad y la homogeneidad de la deshidratacién de células y tejidos dependen de su
tamafio, y puesto que la gran mayoria de las semillas recalcitrantes son demasiado grandes
para el secado rdpido y uniforme, no se pueden llevar intactas a la criopreservacién.
Ademaés, las células con contenido hidrico mayor de 1,0 g g* no sobreviven a la exposicién
a condiciones criogénicas. La escisién y el cultivo de explantos apropiados deben ser
desarrollados especificamente para el propésito de la criopreservacién. Los explantos
deben ser tan pequefios como sea posible, pero lo suficientemente grandes para permitir
el posterior desarrollo después de la escisién y después de la criopreservacién. Una
mayor uniformidad celular o del tejido dentro del explanto aumenta la probabilidad de
crioproteccién de todas (o de la mayoria) de las células de dicho explanto y su capacidad de
regeneracién sin que medie la proliferacién del callo. Se pueden producir explantos para
criopreservacién a partir de ejes embrionarios, yemas terminales, y tejidos meristematicos
y embriogénicos. En semillas recalcitrantes, los embriones o ejes extirpados son los
explantos més apropiados para la criopreservacién. Cuando éstos sean demasiado
grandes, no resistan el grado necesario de deshidratacién, sean sensibles a todos los
modos comunes de desinfeccién de superficies y/o resulte imposible someterlos a las
condiciones de cultivo, otros explantos como los meristemas apicales del tallo representan
una opcién mejor.

Los explantos méds adecuados para las especies de multiplicacién vegetativa son las
yemas, las puntas apicales y los tejidos meristeméticos y embriogénicos. No todos los
tipos de explantos pueden ser tratados con los mismos o similares procedimientos de
crioproteccién, aunque sean de especies con una relacién taxonémica relativamente
estrecha (Sershen et al,, 2007). Es preciso determinar las respuestas a los procedimientos
de crioproteccién de cada especie y de cada genotipo. El material insuficientemente
desarrollado suele ser més sensible al dafio durante la escisién, y del mismo modo no
se deben seleccionar semillas que hayan desarrollado o germinado hasta la fase de
protrusién visible de las radiculas o de otras partes del embrién (Gouveia et al,, 2004).

También se pueden utilizar para la criopreservacién anteras enteras o granos de polen
aislados. Estos representan la diversidad genética heredada igual que las semillas, pero
al llevar las unidades germinales masculinas, normalmente tienen solamente el conjunto
de cromosomas haploide (para mayor informacién ver Ganeshan, 2008; Rajashekaran,
1994; Weatherhead et al,, 1978). Cuando se conserva polen es necesario impregnarlo en
cépsulas de gelatina o bolsitas de papel, o envolverlo en una tira de papel, y algunas
especies requieren la deshidratacién del polen antes de su almacenamiento.
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Para recuperar el material, las anteras o el polen se deben desprender de las cépsulas,
bolsitas o tiras a temperatura ambiente. La estimacién de la germinacién del polen se
realiza preferiblemente en un medio de germinacién. Los ensayos de viabilidad pueden
realizarse por tincién de polen, y los resultados se correlacionan con la germinacién
del polen, si bien la tasa de germinacidn casi siempre sera inferior. Cuando aun no se
conozca el comportamiento de una especie, los ensayos de polinizacién serdn necesarios
para confirmar la eficacia de la fertilizacidén por conjunto de semillas (Ganeshan 2008;
Rajashekaran 1994; Weatherhead et al,, 1978).

Existen herramientas probabilisticas disponibles que facilitan el calculo del nimero
de propagulos que se deben almacenar y recuperar en funcién de los objetivos, la tasa de
supervivencia a la criopreservacién y otros pardmetros (Dussert et al., 2003).

Técnicas de criopreservacion

Es importante aplicar a los embriones o ejes extirpados un periodo de desecacién con
el fin de determinar el tiempo necesario para reducir el contenido hidrico del material
hasta un nivel apropiado. Después de cualquier tratamiento previo al crecimiento o
crioprotector se debe realizar una nueva desecacién.

La velocidad de refrigeracién hasta temperaturas de NL es importante y debe
ser considerada en relacién con el contenido hidrico del explanto. El protocolo de
criopreservacién debe ser elegido con el criterio de asegurar que el contenido hidrico se
encuentra dentro del rango que impide la formacién de cristales de hielo intracelulares
en las fases de refrigeracién y calentamiento, pero evitando a la vez los dafios de la
desecacién en la subestructura celular. En la parte alta del rango de contenido hidrico
al cual se desecan los ejes, la refrigeracién debe ser lo més rédpida posible, ya que la
refrigeracién muy rdpida de especimenes pequefios tiende a ser uniforme y reduce al
minimo el tiempo en el que se permanece dentro del intervalo de temperaturas que
permitiria la cristalizacién de hielo. Los embriones y ejes generalmente constituyen
solamente una fraccién insignificante de la masa y el volumen de la semilla, por lo
que son adecuados para la desecacién ultrarrapida, solventando asi el problema de los
dafios relacionados con el metabolismo. Por otro lado, la velocidad de refrigeracién es
menos critica en ejes recalcitrantes que han sufrido desecacién ultrarrdpida (utilizando
la deshidratacién por evaporacién) cerca de sus limites inferiores de tolerancia.

Las técnicas basadas en la deshidratacién durante el enfriamiento a velocidad
controlada son aplicables cuando el material que va a ser criopreservado consiste en
cultivos embriogénicos y yemas apicales de especies templadas (Engelmann, 2011a).
Para el material vegetativo, se han documentado muchos protocolos y ejemplos de
criopreservacién de una gran variedad de explantos de muchas especies, utilizando
uno o varios procedimientos (Benson et al, 2007). Ademas, existe un gran nimero de
publicaciones sobre la criopreservacién de apices, otros tejidos meristematicos, tejidos
embriogénicos y yemas latentes, y la revista CryoLetters constituye una buena fuente
de muchas de estas publicaciones. Una vez desarrollado con éxito un protocolo para
una especie, deben llevarse a cabo andlisis peridédicos de muestras extraidas de la
criopreservacién, al principio tras un intervalo corto de almacenamiento.
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La mayoria de los protocolos de vitrificacién de plantas utilizan crioprotectores, los
cuales normalmente consisten en una mezcla de tipos penetrantes y no penetrantes.
La deshidratacién por evaporacién se ha empleado normalmente en embriones y ejes
embrionarios cigéticos. Aunque se desarrollaron originalmente para 4pices y embriones
sométicos, la encapsulacién-deshidratacién y el procedimiento llamado vitrificacién (que
emplea diversas soluciones de vitrificacién de plantas - PVS, Plant Vitrification Solutions)
también se han utilizado en procedimientos para criopreservar embriones y ejes
embrionarios derivados de semillas. Un estudio reciente (Engelmann, 2011b) proporciona
informacién sobre todos los protocolos de vitrificacién que se han desarrollado para
embriones somaéticos utilizando PVS2. La vitrificacién con PVS2 también se ha utilizado
para la criopreservacién de yemas apicales de una gran variedad de especies de origen
tanto tropical como templado, incluyendo entre las de origen tropical algunas especies de
semilla recalcitrante y especies de propagacién vegetativa. Otra solucién de vitrificacién
habitual es la PVS3 (Nishizawa, 1993), que no utiliza DMSO (dimetil sulféxido) y que
por lo tanto puede ser la mejor opcién para las especies que sufren dafios con DMSO.
Recientemente se han desarrollado diversas soluciones de carga y vitrificacién alternativas
que puede ser muy eficaces en la crioconservacién de materiales sensibles a PVS2 y PVS3
(Kim et al, 2009a; Kim et al, 2009b).

En los limites inferiores de la deshidratacién tolerada por embriones y ejes
recalcitrantes, normalmente se retiene una porcién de agua congelable. Tanto en el
enfriamiento lento como en el recalentamiento puede ocurrir cristalizacién de hielo en
la fraccién de agua congelable entre -40 y -80 °C aproximadamente. El recalentamiento
entre 37 y 40 °C evita la cristalizacién, si bien hay que sefialar que la transferencia desde
las temperaturas criogénicas debe ser muy répida.

A continuacién se indican las principales técnicas de crioconservacién y sus
parédmetros fundamentales necesarios:

m velocidad de enfriamiento controlada: eleccién de un crioprotector (raramente
mezcla de crioprotectores); seleccién de la velocidad de enfriamiento (para evitar la
cristalizacién en el interior de las células);

m encapsulacién-deshidratacién: determinacién del tiempo de deshidratacién osmética
y de la velocidad de tratamiento, determinacién del tiempo de desecacién del aire;

m vitrificacién: determinacién del tipo de solucién de vitrificacién y del tiempo de
tratamiento (evaluacién de su toxicidad); en presencia de hielo se deben utilizar PSV2;

m congelacién de microgotas: determinacién del tipo de solucién de vitrificacién y del
tiempo de tratamiento (evaluacién de su toxicidad).

Recuperacion del crioalmacenamiento

Elrecalentamiento del germoplasma vitrificado se suele realizar en dos pasos: el primero
es lento para permitir la relajacién de los cristales, generalmente a temperatura ambiente,
y el segundo més rdpido a 45 °C aproximadamente para evitar la nucleacién del hielo
(Benson et al, 2011).
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Las muestras procesadas por encapsulacién-deshidratacién? pueden transferirse
directamente a un medio de recuperacién/germinacién para su recalentamiento rapido,
o los criotubos que contienen las cdpsulas de alginato pueden colocarse en un bafio de
agua a 40 °C durante 2-3 minutos. Alternativamente, las capsulas pueden ser rehidratadas
mediante su colocacién durante unos 10 minutos en medio liquido. Se ha demostrado
que la eliminacién de la cédpsula también es ventajosa (Engelmann et al, 2008). La
encapsulacién-deshidratacién ha demostrado ser consistente y eficaz para yemas terminales
de muchas especies (Gonzéalez y Engelmann, 2006), embriones somaéticos de coniferas
(Engelmann, 2011b), una variedad de especies y variedades de citricos y especies frutales
de clima templado (Damiano et al,, 2003; Damiano et al, 2007).

Para restaurar la actividad metabdlica de la célula en el recalentamiento, se deben
retirar de ella los crioprotectores téxicos y el equilibrio hidrico normal se debe restaurar
de forma gradual mientras la célula vuelve a una temperatura de funcionamiento normal.
La composicién inicial del medio de recuperacién puede tener que ser ligeramente
modificada después de que los explantos hayan sido deshidratados o expuestos al producto
criégeno. Cuando se utilizan soluciones de vitrificacién de plantas (PVS), después del
recalentamiento rapido es necesaria una dilucidn o fase de descarga (eliminacién de
téxicos PVS) (Sakai et al, 2008; Kim et al., 2004).

Todas las fases de la criopreservacién pueden poner en peligro la supervivencia, pero
especialmente durante el calentamiento y la rehidratacién pueden ocurrir explosiones de
especies reactivas del oxigeno (ERO o ROS por Reactive Oxygen Species)®*(Whitaker et al,,
2010; Berjak et al,, 2011). En principio el recalentamiento y los medios de rehidratacién
también deben contrarrestar los efectos nocivos de las ERO, pero es imprescindible
establecer los medios para reducir al minimo las explosiones de ERO que acompafian
a la escisiéon (Whitaker et al,, 2010; Berjak et al,, 2011; Engelmann, 2011a; Goveia et al,
2004). Los tratamientos con agua catédica (una solucién electrolizada diluida de cloruro
de calcio y cloruro de magnesio) han demostrado un fuerte efecto antioxidante al
contrarrestar los efectos de las explosiones de ERO en todas las etapas de un protocolo
de criopreservacién de ejes embrionarios recalcitrantes de Strychnos gerrardii, y favorecer
el desarrollo de brotes (Berjak et al, 2011). Los efectos beneficiosos del tratamiento son
maés marcados cuando el desarrollo de los embriones o ejes progresa durante un periodo
de almacenamiento hidratado, lo que indica la importancia del estado de desarrollo de
las semillas. El tratamiento de ejes con agua catddica, no téxica y antioxidante, parece
ofrecer por un lado una explicacién a los fracasos anteriores de la produccién de brotes
en los ejes, y por otro un tratamiento paliativo para contrarrestar el estrés relacionado

2 La encapsulacién-deshidratacién implica la encapsulacién de los explantos en capsulas de alginato y su cultivo
(previo al crecimiento) en un medio liquido enriquecido en sacarosa durante periodos de hasta 7 dias. Después se
someten a deshidratacién, utilizando un flujo de aire laminar o secado ultrarrapido, o a exposicién a gel de silice
activado, para desecar los explantos hasta un contenido hidrico aproximado de 0,25 g g™ (20 por ciento M.H.), para
finalmente enfriarlos rapidamente.

3 Las ERO son moléculas altamente reactivas, normalmente radicales libres, que dafian las proteinas, lipidos y 4cidos
nucleicos.
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con las explosiones de ERO. Ademaés, los instrumentos utilizados para la escisién de
embriones y ejes pueden contribuir a la produccién de ERO. A este respecto, el uso de
una aguja hipodérmica es probable que cause menos trauma que el uso de un bisturi de
hoja pequefia (Benson et al., 2007). El uso de dimetil sulféxido (DMSO), un captador de
radicales hidroxilo, como paso previo al cultivo (antes de la ruptura completa de los restos
de cotiledones) y como tratamiento después de su retirada, se ha demostrado que facilita
el desarrollo de brotes. Entre otras sustancias antioxidantes que también se utilizan para
neutralizar la formacién de ERO se incluyen por ejemplo el 4cido ascérbico y el tocoferol
(Chua y Normah, 2011; Johnston et al, 2007; Uchendu et al,, 2010). La supervivencia de
material vegetal también se puede evaluar sobre la base de la actividad enzimaética de
las células vegetales vivas (Mikula 20086).

Establecimiento de pldntulas

Una vez los embriones o ejes embrionarios escindidos han sido recalentados, el siguiente
paso es generar y establecer una planta o plédntula para completar el ciclo de regeneracién.
El establecimiento de pldntulas y plantas jévenes requiere de dos pasos: primero su
establecimiento in vitro y después el establecimiento ex vitro y aclimatacién. El material
recuperado de la criopreservacién debe ser introducido en un medio de recuperacién
inicialmente en ausencia de luz. Para la introduccién en el cultivo in vitro, la superficie
de los explantos se debe desinfectar y éstos se deben manipular con instrumentos
esterilizados, siguiendo todos los procedimientos que se llevan a cabo en un flujo de aire
laminar. Cuando no se dispone de una cabina de flujo laminar (“banco de trabajo de aire
limpio”) puede ser posible realizar el trabajo en salas limpias y cerradas desinfectando
rigurosamente la sala y el aire de la misma. Los embriones y ejes embrionarios deben ser
rehidratados durante 30 minutos a temperatura ambiente y sin luz. Cuando se exponen
directamente a un medio de recalentamiento, la rehidratacién debe realizarse en una
solucién de la misma composicién. La produccién en cada plantula resultante de una raiz
y un tallo es una medida de la eficacia de la criopreservacién de ejes. Para el material de
propagacién vegetativa, la criopreservacidn se considera satisfactoria cuando se obtienen
brotes, los cuales pueden ser enraizados o llevados a una posterior micropropagacién.

Después de un periodo preventivo de cultivo en oscuridad (Touchell y Walters, 2000),
los explantos generalmente se exponen a condiciones convencionales de crecimiento con
iluminacién de sala y a regimenes de temperatura que deben estar establecidos desde el
principio por su adaptacién a la especie y a su procedencia. La temperatura y los regimenes
de luz para la germinacién in vitroy el desarrollo de pléntulas son pardmetros que pueden
necesitar ajustes, y la transferencia de explantos por varias de las fases de cultivo puede ser
necesaria. Es fundamental que las plantulas producidas in vitro se mantengan inicialmente
bajo condiciones de alta humedad relativa y después reducir ésta gradualmente.

El establecimiento ex vitro y la aclimatacién de plantulas implica esencialmente su
transferencia desde el cultivo de crecimiento lento o la criopreservacién de material
vegetativo en condiciones in vitro heterétrofas a un sustrato estéril en el que se
desarrollara la condicién autotréfica. Los medios de recuperacién deben contener macro
y micronutrientes, minerales esenciales y una fuente de carbono, y también puede ser
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necesaria la adicién de reguladores del crecimiento. Los medios deben haber pasado por
un autoclave durante su preparacién, y si un componente sensible al calor es necesario,
éste debera ser esterilizado por filtracién antes de ser afiadido al medio. Los medios de
germinacién adecuados para los embriones y ejes de muchas especies se basan en MS
(Murashige y Skoog, 1962). El medio nutriente MS puede ser utilizado a plena potencia,
amedia o a un cuarto de potencia, segtin lo que indiquen las respuestas de los explantos
la primera vez que se trabaja con semillas de una especie determinada. Dependiendo
del objetivo que se persiga, los explantos recuperados de la criopreservacién pasan
directamente a convertirse en plantulas para la aclimatacién, o se puede producir una
fase de multiplicacién previa a la aclimatacién, ofreciendo asi la posibilidad de producir
el nimero deseado de copias de la accesién recuperada.

Disposiciones particulares

Se debe tener en cuenta que la elaboracién del protocolo puede requerir més de una sola
coleccién y puede prolongarse durante dos o més afios, debido a la naturaleza estacional
de la disponibilidad de semillas.

Es preciso sefialar que el material puede ser conservado en NL o por encima del NL
en la fase de vapor. El almacenamiento en la fase de vapor es mucho maés caro y menos
seguro que el almacenamiento directamente en NL. Aunque en el NL haya algunos
microbios en suspensién esto no constituye necesariamente una causa de contaminacién
de las muestras, porque éstas pasan por algunos procesos de lavado en condiciones
estériles durante el recalentamiento. Si bien las esporas pueden adherirse a la superficie
de los explantos, los microbios no pueden introducirse en ellos en NL porque todos estos
procesos se interrumpen a temperaturas tan bajas.

Los ejes escindidos pueden no germinar debido a su estado de madurez. De ahi la
necesidad de colocar los propagulos recolectados en almacenamiento hidratado y de tomar
muestras periédicamente para conocer la germinacién y el comportamiento de los ejes
extirpados. En el caso de que no germinen nila semilla o propadgulo ni los embriones o ejes
extirpados, el material puede estar muerto o durmiente. La prueba de tetrazolio determinara
silas semillas son viables o no. Si son viables se puede asumir que estdn durmientes, y serd
necesario llevar a cabo los experimentos apropiados para romper la condicién de dormancia.

En el caso de la mayoria de las especies con semillas recalcitrantes, no es factible la
regeneracién tal como se practica en especies de semillas ortodoxas. Si se produce una
caida inaceptable en la calidad de los embriones o ejes crioalmacenados, la tinica opcién
consistiria en repetir el muestreo de semillas en la poblacién o poblaciones originales
y adaptar los procedimientos. En los casos en que los embriones o ejes embrionarios
sigan sin mostrar respuesta a la criopreservacién, se debe centrar toda la atencién en
el desarrollo de explantos alternativos adecuados, preferiblemente los derivados de
pléntulas establecidas in vitro.

Cuando el material ha sido mantenido durante mucho tiempo en cultivo in vitro o
almacenamiento in vitro puede ya no ser adecuado para la extraccién de &pices para




la criopreservacidn, ya que este material puede contener o haber acumulado bacterias
encubiertas (endéfitos) que se difundirdn durante la recuperacién de la criopreservacién,
y por lo tanto dificultardn enormemente la criopreservacién. Hay casos en los que los
explantos (por ejemplo, segmentos nodales) de material originado en cultivos mantenidos
in vitro durante largo tiempo se encuentran hidratados en exceso. En tales casos, el
material fuente debe cultivarse desde el principio.

Los cultivos que se han infectado deben ser inmediatamente extraidos de la sala de
crecimiento y destruidos. El problema més devastador en cualquier sala de crecimiento
es la infestacién por 4caros. Después de extraer todos los cultivos que muestren sefiales
de 4caros, se requiere como respuesta rapida una desinsectacién de las instalaciones.
Después sera necesaria una inspeccién de todos los recipientes de cultivo y la retirada y
destruccién de cualquier recipiente que muestre evidencia de 4caros (los cuales muerden
a través del Parafilm™, y extienden esporas de hongos desde un cultivo infectado al resto).

El agotamiento de nitrégeno liquido en un tanque de almacenamiento o en un
congelador de NL llevaria a la pérdida irrecuperable de todas las muestras. Un fallo no
detectado, de origen eléctrico u otro, en el sistema de control de temperatura de una sala
de crecimiento puede causar un sobrecalentamiento con la consiguiente pérdida del
material in vitro.
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6.6 Normas

para la documentacién

Normas

6.6.1

6.6.2

6.6.3

Los datos de pasaporte de todas las accesiones deben estar documentados
utilizando los descriptores de pasaporte para cultivos miltiples de la FAO/
IPGRI. Adem3s, la informacién de la accesién también debe incluir datos
de inventario, de peticiones y de distribucién, asi como la informacién
proporcionada por los usuarios.

Se deberé registrar en una base de datos apropiada la informacién y los datos de
gestién generados en el banco de germoplasma, y los datos de caracterizacién
y evaluacién que se tomen.

Los datos generados en 6.6.1 y 6.6.2 deben ser registrados en una base de
datos apropiada, en la cual se deben actualizar los cambios, y se deben adoptar
estdndares internacionales de datos.

Contexto

La informacién exhaustiva sobre las accesiones es esencial para la gestién del banco

de germoplasma. Los datos de pasaporte constituyen un minimo, pero otros tipos de

informacién también son de gran utilidad como los datos geogréficos (coordenadas GPS)
y ecoldgicos (superposicién de mapas de clima y suelo) del lugar de la recoleccién e
informacién histérica, asi como los datos de caracterizacién y evaluacién.

Aspectos técnicos

Dados los avances en las tecnologias de la informacién, actualmente es relativamente
simple registrar, manejar y compartir informacién sobre las accesiones. Todos los bancos
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de germoplasma deben utilizar sistemas compatibles de almacenamiento y recuperacién

de datos, asi como los descriptores de pasaporte para cultivos multiples de la FAO/IPGRI

(Alercia et al., 2001), ya que facilitan el intercambio de datos.

Los datos de caracterizacién y evaluacién son producidos por los usuarios. Estos datos
son muy ttiles en el banco de germoplasma para el manejo de sus colecciones (BRAHMS,
2011) y para facilitar su uso en el futuro. Se recomienda que los bancos de germoplasma
soliciten esta informacién a los usuarios.

Los datos de gestién deben ser tan completos como sea posible para permitir un
manejo eficaz de la coleccién. La mayoria de los datos de gestién son solamente para
uso interno del responsable de la coleccién y de valor limitado o nulo para otros, tanto
usuarios como bancos de germoplasma receptores. Por lo tanto, los datos de gestién
deben estar restringidos al uso exclusivo del responsable de la coleccidn, si bien se puede
extraer una parte de la informacién (historial, forma bioldgica y disponibilidad) para uso
publico. Ademas de los datos clave de la accesién (datos de pasaporte y caracterizacién),
los datos de gestién deben incluir lo siguiente:

m Historia (fecha de adquisicién, cifras preliminares, fecha de cambio de los niimeros,
determinacién taxondmica, nombre del especialista que determiné el material, cultivo
en campo o invernadero de cualquier material recibido de un donante, forma de
extraccién del material in vitro o criopreservado de este material del donante)

m Tipo de almacenamiento (in vitro o criopreservacién, o almacenamiento hidratado en
el caso de semillas recalcitrantes)

m Lugar donde se almacena el material (salas de cultivo o tanques de frio, incluyendo
situacién concreta en estante y caja)

m Divisién de la accesién en varias partes (cuando el material se divide en subclones,
varios lotes de criopreservacién, nimero de tubos almacenados)

m Duplicacién de seguridad (fecha de la duplicacién, institucién y pais donde se
encuentra el duplicado, persona responsable en esa institucién, referencia a los
documentos del acuerdo de duplicacién)

m Referencia al protocolo utilizado para el cultivo in vitro y/o la criopreservacién

m Etiquetado de los recipientes de cultivo (cédigos de color, cédigos de barras). Existen
etiquetas resistentes al NL, las cuales se puede envolver alrededor de tubos ya
congelados si es necesario.

Los avances de la biotecnologia permitirdn complementar los datos fenotipicos con
datos moleculares. El uso de cédigos de barras en las colecciones serd de gran utilidad en
el manejo de la informacién y el material ya que reduce la posibilidad de cometer errores.

La mayoria de los bancos de germoplasma disponen actualmente de computadoras y
acceso a Internet. Los sistemas informaéticos de almacenamiento de datos e informacién
facilitan el almacenamiento de toda la informacién relacionada con el manejo de
colecciones in vitro y en criopreservacién. Existen sistemas de manejo de informacién
sobre germoplasma, como GRIN-Global (2011), desarrollados especificamente para las
necesidades de gestién de la documentacién y la informacién comunes a todos los bancos
de germoplasma. La adopcién de los estdndares de datos que actualmente existen para
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la mayoria de los aspectos de la gestién de los datos de los bancos de germoplasma
facilita la gestién de la informacién y contribuye a mejorar el uso e intercambio de datos.
Compartir y hacer publica la informacién de las accesiones a los posibles usuarios del
germoplasma es primordial para facilitar y fomentar el uso de la coleccién. En ltima
instancia, la conservacién y la capacidad de utilizar el germoplasma conservado se
promueven mediante una buena gestién de la informacién y los datos.

Disposiciones particulares

La documentacién perdida o incompleta reduce el valor de una accesién, hasta el punto
de hacer imposible su utilizacién. Un material inapropiado (por ejemplo etiquetas no
resistentes al NL) puede causar pérdida de datos. En las colecciones grandes, la destreza
de los trabajadores es un factor muy importante. Los riesgos de cometer errores en la
entrada de datos deben indicarse claramente. En colecciones complicadas, el acceso
activo a los datos de gestién debe limitarse exclusivamente a las personas responsables.
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6.7 Normas para la distribucién
y el intercambio

Normas

6.7.1  Todo germoplasma se debe distribuir de conformidad con las leyes nacionales
y los tratados y convenios internacionales pertinentes.

6.7.2 Todaslas muestras se deben suministrar junto con la documentacién completa
exigida por los paises donante y receptor.

6.7.3 Elproveedory el receptor deberan establecer las condiciones de la transferencia
de material y deberdn asegurar el adecuado restablecimiento de las plantas a
partir del material in vitro o criopreservado.

Contexto

La distribucién de germoplasma consiste en el suministro de una muestra representativa
de una accesién de un banco de germoplasma en respuesta a las peticiones de los usuarios
de germoplasma vegetal. La demanda de recursos genéticos crece constantemente para
responder a los retos planteados por el cambio climético, los cambios en los espectros de
virulencia de las principales plagas y enfermedades, las especies exdticas invasivas, asi como
otras necesidades de los usuarios finales. Esta demanda ha llevado a un mayor reconocimiento
de la importancia de la utilizacién del germoplasma de los bancos, lo que determina en dltima
instancia la distribucién del germoplasma. Es importante que la distribucién de germoplasma
de un pafs a otro cumpla la normativa internacional relativa a las medidas fitosanitarias, y
se ajuste a lo estipulado en los tratados y convenciones internacionales sobre diversidad
biolégica y recursos fitogenéticos.
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Aspectos técnicos

Los dos instrumentos internacionales que rigen el acceso a los recursos genéticos son
el TIRFAA y el CDB. El TIRFAA facilita el acceso a los recursos fitogenéticos para la
alimentacién y la agricultura, y regula el reparto de beneficios derivados de su utilizacién.
El TIRFA A establece un sistema multilateral de recursos fitogenéticos para la alimentacién
y la agricultura para un conjunto de 64 especies cultivadas alimentarias y forrajeras
(comunmente conocidas como especies del Anexo 1 del Tratado) las cuales en su distribucién
estdn acompafiadas de un ANTM. No obstante, el ANTM se puede utilizar también para
las especies no incluidas en el Anexo 1, aunque también existen otros modelos disponibles.
El acceso y el reparto de los beneficios en virtud del CDB se realiza en conformidad a
su Protocolo de Nagoya. Tanto el TIRFAA como el CDB hacen énfasis en la continuidad
entre la conservacién y la utilizacién sostenible, junto con la facilitacién del acceso y la
distribucién equitativa de los beneficios derivados de su uso.

Todas las accesiones estardn acompafiadas de la documentacién requerida como los
certificados fitosanitarios y los permisos de importacién segin corresponda, ademds de la
informacién de pasaporte. Antes de realizar el envio se deberé confirmar el destino final y los
requisitos fitosanitarios de importacién mas recientes del pais receptor (en muchos paises la
normativa cambia con frecuencia). La transferencia de germoplasma debe planificarse con
gran atencién y contar con el asesoramiento del instituto nacional oficialmente autorizado,
el cual debe proporcionar la documentacién apropiada en cumplimiento con los requisitos
del pafs importador, como el certificado fitosanitario oficial. El receptor del germoplasma
debe proporcionar al banco de germoplasma proveedor toda la informacién relativa a la
documentacién requerida para la importacién del material vegetal, incluyendo los requisitos
fitosanitarios.

La mayor parte de las especies de semillas recalcitrantes son perennes y longevas y
no se reproducen hasta que tienen varios afios de vida. Por esta razdn, la regeneracién
no constituye una forma rdpida de aumentar el tamafio de las muestras para los fines de
satisfacer la demanda. Sila muestra estd en forma de explantos in vitro alternativos para
la multiplicacién, ésta es posible antes de la produccién de plantulas independientes, pero
es necesario contar con una peticién previa.

El germoplasma debe llegar a su destino en éptimas condiciones y por lo tanto se
deben reducir al minimo las condiciones ambientales adversas durante el transporte
asi como las autorizaciones de las aduanas. Se recomienda hacer uso de un servicio
de mensajeria de confianza, con experiencia en tratar con aduanas. El periodo de
tiempo entre la recepcién de una peticién de germoplasma y el envio de los materiales
se debe reducir al minimo, con el fin de mejorar la eficacia de la funcién del banco de
germoplasma. Si la muestra se encuentra en criopreservacién y se va a transferir a otro
banco de germoplasma donde continuara en criopreservacién, debe enviarse dentro de
un embalaje de tipo termo de NL con aislamiento (“dry shipper”).

Si el propdsito es poner la muestra para su crecimiento inmediatamente después de
su recepcién, puede ser recalentada, rehidratada y encapsulada en cépsulas de alginato
de calcio antes de su envio. Estas semillas sintéticas se desarrollaron originalmente
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para embriones sométicos, pero pueden mantener eficazmente en buenas condiciones
embriones o ejes escindidos que hayan sido recalentados e hidratados durante al menos
10 dfas a 16 °C sin que se inicie la germinacién (protrusién de radiculas). La germinacién
y el establecimiento de plantulas a partir de semillas sintéticas es posible en condiciones
in vitro, y también podria ser eficaz en sustratos esterilizados para semilleros. También
representa una alternativa para otros explantos pequefios de criopreservacién, pero la
técnica solamente se ha aplicado en unos pocos casos.

Las plantulas derivadas del almacenamiento in vitro en crecimiento lento o de
criopreservacién deben ser enviadas en contenedores apropiados. Los contenedores para
material in vitro o de criopreservacién deben ofrecer la posibilidad de transferir el material
a macetas o al campo, ser capaces de realizar tales funciones.

Para el envio de plantulas in vitro se recomiendan las bolsas de plastico asépticas que
pueden contener dispositivos especiales de ventilacién. Si se utilizan recipientes de vidrio,
hay que asegurar que se coloca suficiente material de relleno en los contenedores y que la
declaracién de fragilidad queda a la vista. En los casos de tubos de vidrio y pléstico, también
se debe indicar la correcta orientacién de los contenedores.

Disposiciones adicionales

Las deficiencias en el manejo, incluido el embalaje inapropiado o retrasos en el envio,
pueden llevar a la pérdida de la viabilidad y a la pérdida de material. Por lo tanto, es
muy importante que el proveedor y el receptor hayan establecido las condiciones bajo
las cuales se transfiere el material, y que se asegure el requisito previo del adecuado
restablecimiento de las plantas.
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6.8 Normas para la seguridad y

la duplicacién de seguridad

Normas

6.8.1 Se deberd implementar una estrategia de manejo de riesgos debidamente
actualizada que incluya los riesgos fisicos y biolégicos identificados en las
Normas, tales como incendios, inundaciones y fallos del suministro eléctrico.

6.8.2 Losbancos de germoplasma deberédn respetar las normas y protocolos locales
de seguridad y salud en el trabajo. La seccién de criopreservacién debe cumplir
con todas las medidas cautelares especificas relacionadas con el uso de
nitrégeno liquido.

6.8.3 Los bancos de germoplasma deberédn emplear el personal necesario para
desempefiar todas las funciones ordinarias y asegurar que el banco pueda
adquirir, conservar y distribuir germoplasma.

6.8.4 Sedebe almacenar un duplicado de seguridad de cada accesién en un banco de
germoplasma geograficamente distante en las mejores condiciones posibles.

6.8.5 Elduplicado de seguridad debe ir acompafiado de la documentacién pertinente.

Contexto

Es de suma importancia que la infraestructura fisica de cualquier banco de germoplasma,

asi como la seguridad de su personal, estén protegidas de forma que se garantice que

el germoplasma conservado est4 a salvo de cualquier factor externo que suponga un
peligro. Para manejar una coleccién de germoplasma de forma eficaz, un banco de
germoplasma requiere personal capacitado y con experiencia. El manejo no sélo implica
el mantenimiento de la coleccién y de sus datos, sino una evaluacién de los riesgos
derivados de la actividad humana o los provocados por causas naturales. Existen peligros
especificos relacionados con el uso de NL.
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La seguridad fisica de las colecciones también requiere una duplicacién de las
colecciones en condiciones seguras y en una ubicacién geogrédficamente distante, bajo
las mismas condiciones. En caso de catéstrofe natural o fisica (incendios, inundaciones),
se pueden utilizar estos duplicados para reconstruir las colecciones. Ademas de la
duplicacién de las accesiones, la duplicacién de seguridad comprende la duplicacién de
la informacidn, lo que implica la creacién de copias de seguridad de las bases de datos.

Aspectos técnicos

Un banco de germoplasma debe aplicar y promover un manejo sistemaético de los riesgos
que considere los riesgos fisicos y biolégicos en el entorno cotidiano de trabajo. Debe
contar con una estrategia de manejo de riesgos por escrito con las medidas que se deben
tomar cada vez que ocurre una emergencia en el banco de germoplasma que afecte al
germoplasma o a los datos relacionados. Esta estrategia, asi como un plan de accién
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adjunto, deben ser revisados y actualizados regularmente para tomar en cuenta las
circunstancias cambiantes y las nuevas tecnologias, y difundirse adecuadamente entre
el personal del banco de germoplasma.

También se deben tener en cuenta los aspectos de salud y seguridad del personal
en sus puestos de trabajo. El 4rea de criopreservacién debe estar bien aireada mediante
ventilacién forzada y se debe contar con monitores de oxigeno. La fuga de NL hacia los
crioviales puede ser muy peligrosa, por lo que se deben utilizar recipientes adecuados
que hayan sido especificamente disefiados para su funcién y seguir estrictamente las
instrucciones del fabricante. Para reducir el riesgo de lesiones fisicas, los operadores
deben usar ropa protectora, guantes y mascarillas.

Siempre debe haber suministros de NL disponibles, y es fundamental mantener los
niveles de NL. En principio, los tanques criogénicos de almacenamiento se deben situar
en una ubicacién apropiada, es decir, aireados y a una temperatura por debajo de 50 °C. El
mantenimiento del nivel de NL en los contenedores de almacenamiento es absolutamente
critico: si el NL llega a evaporarse, todo el contenido del recipiente de almacenamiento
debe ser desechado.

Para que las muestras mantengan su viabilidad, la temperatura del tejido debe
permanecer por debajo de la temperatura de transicidn vitrea®. Al retirar un vial de
una cafia o caja se debe prestar especial atencién a que la temperatura del resto de
los viales no aumente hasta la temperatura de transicién vitrea. Los viales no deben
ser etiquetados con etiquetas adhesivas convencionales porque éstas se despegaran
a las temperaturas del NL. El uso de una impresora de etiquetas operada desde una
computadora permite que se impriman etiquetas especificas para los viales, as{ como
el registro de informacién y el uso de un cédigo de barras inico. Se deben seguir las
recomendaciones del fabricante sobre el vial més apropiado para cada caso particular.

La gestién activa de los bancos de germoplasma requiere de un personal bien
capacitado, y es crucial asignar cometidos a empleados con la debida competencia. Por lo
tanto, los bancos de germoplasma deberén contar con un plan para el personal junto con
un presupuesto correspondiente asignado regularmente, a fin de garantizar que disponen
de personal suficiente y debidamente capacitado para cumplir con la responsabilidad de
asegurar que el banco puede adquirir, conservar y distribuir germoplasma. El acceso a
especialistas en una amplia gama de 4reas temaéticas es conveniente. El personal debera
tener una formacién adecuada, adquirida mediante capacitacién certificada y/o en el
puesto de trabajo, y deberan determinarse las necesidades de formacién del personal que
vayan surgiendo.

Para la seguridad fisica de las colecciones también se debe considerar la duplicacién
de las colecciones en condiciones seguras, en las mismas condiciones y en una ubicacién
geogréficamente distante. En caso de catéstrofe natural o fisica (incendios, inundaciones),
estos duplicados se pueden utilizar para restablecer las colecciones. El duplicado de

1 En PVS2, una de las soluciones crioprotectoras utilizadas mas habitualmente, las transiciones vitreas se producen a
-115 ° C aproximadamente.
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seguridad debe estar ubicado en un lugar politica y geolégicamente estable, y a una
elevacién suficiente para que un aumento del nivel del mar no represente un problema.
Las condiciones de almacenamiento de los duplicados de seguridad deben ser al menos
tan buenas como las de la coleccién inicial.

La duplicacién de seguridad requerird de un acuerdo legal firmado entre el banco
depositante y el banco de almacenamiento o receptor. Este tiltimo no tendré derecho al
uso y distribucién del germoplasma. Para evitar el uso no autorizado de las colecciones
se debe controlar el acceso a las mismas.

Las muestras para el duplicado de seguridad deben prepararse de la misma manera
que para la coleccidn original. Es responsabilidad del depositante asegurar que el
duplicado de seguridad tiene una calidad suficiente. Para evitar el deterioro durante el
transporte al banco receptor, las muestras criopreservadas deberan enviarse en embalajes
de tipo termo de NL con aislamiento (“dry shipper”), y el transporte deber4 ser lo mas
répido posible.

Disposiciones adicionales

Cuando no se disponga de personal debidamente capacitado, o cuando haya problemas
de tiempo o limitaciones de otro tipo, entre las posibles soluciones se puede considerar
subcontratar parte del trabajo o recabar la ayuda de otros bancos de germoplasma.

La entrada no autorizada a las instalaciones de los bancos de germoplasma puede
acarrear la pérdida directa del material y puede poner en peligro las colecciones como
consecuencia de la introduccién involuntaria de plagas y enfermedades.

Es frecuente que los contenedores de NL estén contaminados con hongos o
bacterias. Silas muestras se almacenan en la fase liquida del nitrégeno, puede ocurrir la
contaminacién de la muestra.

Pueden plantearse cuestiones de responsabilidad en relacién con el deterioro del
material durante el transporte. Por lo tanto, serd necesario cubrir todas las posibles
circunstancias en el contrato de envio.
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Anexo 1:
Lista de siglas y abreviaturas

AADB
AAM
ANTM
ATM
BRAHMS

CDB
CGIAR
CIPF
CRGAA

DMSO
ELISA
ENSCONET
ERO
EST-SSR
FAO

Acuerdo de acceso y distribucién de beneficios
Acuerdo de adquisicién de material

Acuerdo normalizado de transferencia de material
Acuerdo de transferencia de material

Botanical Research and Herbarium Management System
(Sistema de Gestién de la Investigacién Botanica y Herbario)

Convenio sobre la Diversidad Biolégica
Grupo Consultivo para la Investigacién Agricola Internacional
Convencién Internacional de Proteccién Fitosanitaria

Comisién de Recursos Genéticos para la Alimentacién
y la Agricultura

dimetil sulféxido

ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
European Native Seed Conservation Network
especies reactivas del oxigeno

Expressed Sequence Tags - Simple Sequence Repeats

Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién
y la Agricultura



GBS
GPS
GRIN
GWS
HR
ICIS
ICT
ISTA
MS

N

NL
NPGS
OoIv
PVS
RAPD
RFAA
RFLP
SID
SMTA
SNP
SSR
TIRFAA

UbPoOv

USDA

ANEXO1

Genotyping-By-Sequencing

Sistema de posicionamiento mundial

Red de Informacién de Recursos de Germoplasma
Genome-Wide Selection

Humedad relativa

Sistema internacional de informacién sobre cultivos
Tecnologia de la informacién y la comunicacién
Asociacién Internacional de Anélisis de Semillas
Murashige and Skoog’s nutrient medium
Effective Population Size

nitrégeno liquido

Sistema nacional de germoplasma vegetal
Organizacién Internacional de la Vifia y el Vino
vitrificacién de plantas

Random Amplified Polymorphic DNA

Recursos fitogenéticos para la alimentacién y la agricultura
Restriction Fragment Length Polymorphism

Base de datos de informacién sobre semillas
Standard Material Transfer Agreement

Single Nucleotide Polymorphism

repeticién de secuencia Unica

Tratado Internacional sobre los Recursos Fitogenéticos para
la Alimentacién y la Agricultura

Unién Internacional para la Proteccién de las
Obtenciones Vegetales

Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
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Anexo 2: Glosario

Accesién: Una muestra distinta, singularmente identificable de semillas que
representa un cultivar, una linea de cria o una poblacién y que se mantiene
almacenada para su conservacién y uso.

Almacenamiento en crecimiento lento in vitro: El mantenimiento de érganos de la
planta o plantas enteras en condiciones que retrasan la velocidad de desarrollo
de las plantas para reducir el insumo de mano de obra necesaria y la frecuencia
de las transferencias, que pueden ir acompafiadas de un riesgo de infecciones y
condiciones de estrés que con el tiempo pueden poner en peligro la estabilidad
genética. El principal método para reducir la velocidad de desarrollo es la
reduccién de la temperatura, manteniendo una temperatura adecuada dependiente
del taxén. Al final de una fase de subcultivo es necesaria la transferencia a un
medio nuevo, con o sin una etapa de multiplicacién y algunas veces periodos de
cultivo caliente para su restablecimiento.

Banco de germoplasma: Centro para la conservacién de recursos genéticos en
condiciones adecuadas para prolongar sus vidas.

Base de datos: Conjunto organizado de datos interrelacionados reunidos para un
propésito especifico y que se conserva en uno o més medios de almacenamiento.

Campo: Parcela de tierra con limites definidos dentro de un lugar de produccién en
el que se cultiva un producto.

Caracterizacién: Registro de caracteres altamente heredables que pueden ser vistos
facilmente y que se expresan en todos los ambientes.

Certificado fitosanitario: Certificado expedido por los servicios fitosanitarios
publicos para atestar que el material de semillas estd practicamente exento de
plagas y enfermedades.
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Cédigo de barras: Sistema informatico de codificacién que utiliza un patrén impreso
o una serie de barras en las etiquetas para identificar accesiones de germoplasma.
Los cédigos de barras son leidos por medio de un barrido éptico del patrén
impreso y se descodifican usando un programa de ordenador.

Coleccién: Grupo de accesiones de germoplasma mantenido para un propésito
especifico en condiciones definidas.

Coleccidn activa: Accesién de germoplasma que se utiliza para la regeneracidn,
multiplicacién, distribucidn, caracterizacién y evaluacién. Las colecciones activas
se mantienen almacenadas de corto a medio plazo y por lo general se duplican en
una coleccién base que se mantiene almacenada de medio a largo plazo.

Conservacién a largo plazo: Almacenamiento de germoplasma durante un largo
periodo, como el que se hace en las colecciones base y en las colecciones
duplicadas. El perfodo de almacenamiento antes de que las semillas necesiten
ser regeneradas varia, pero es como minimo de varias décadas y posiblemente de
un siglo 0 més. La conservacién a largo plazo tiene lugar a temperaturas bajo cero.

Conservacién a medio plazo: Almacenamiento de germoplasma a plazo medio,
como el que se hace en las colecciones activas y las colecciones de trabajo. Se da
por supuesto generalmente que se producira poca pérdida de viabilidad durante
aproximadamente diez afios. La conservacién a plazo medio se lleva a cabo a
temperaturas entre 0 °C y 10 °C.

Conservacién ex situ: Conservacién de la diversidad biolégica fuera de su habitat
natural. En el caso de los recursos fitogenéticos esto puede realizarse utilizando
bancos de semillas, bancos de germoplasma in vitro o como colecciones vivas en
bancos de genes de campo.

Contenido de humedad (base de peso hiimedo): Peso de humedad libre dividido
por el peso de agua més materia seca, expresado en porcentaje.

Criopreservacién o Crioconservacién: El almacenamiento de los érganos de la
planta en nitrégeno liquido (-196 °C o por encima), en su fase vapor (méximo de
-140 °C). En el contexto de los bancos de germoplasma, se utiliza para los brotes,
las puntas de los brotes y otros tejidos meristeméaticos y embriogénicos, explantos
de recalcitrantes y (en casos especiales) semillas ortodoxas enteras, polen y
embriones somaticos. En la mayoria de los casos la fase de almacenamiento
propiamente dicha va precedida o seguida de una fase in vitro.

Criopreservacién de polen: Es posible utilizar los granos de polen de algunas
familias de plantas. Al igual que en el caso de las semillas, hay especies con polen
“ortodoxo” y especies con comportamiento “recalcitrante”. La deshidratacién
del polen puede ser necesaria antes de la criopreservacién, pero el polen de
algunas especies es ficilmente almacenable sin ningtin tratamiento previo. Para
la regeneracién de las muestras de polen almacenadas debe disponerse de un
individuo para el cruzamiento para asi obtener el material de la planta finalmente
deseado a través de la muestra de semillas y de la germinacidn.
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Cuarentena: Confinamiento oficial de germoplasma introducido sujeto a reglamentos
fitosanitarios para asegurar que no transmita enfermedades o plagas perjudiciales
para el pais importador.

Cultivo in vitro: Cultivo de érganos de la planta o plantas enteras utilizando un
medio artificial de nutrientes almacenados en recipientes de vidrio o de pléstico.
El cultivo in vitro de cultivos de propagacién vegetativa incluye varias opciones,
como la micropropagacién, la eliminacién del virus mediante el cultivo de
meristemos y el almacenamiento de crecimiento lento. El cultivo in vitro se
utiliza también como fase preparatoria para la crioconservacién asi como para
las fases de recuperacién después de la crioconservacién (véase también el
almacenamiento en crecimiento lento).

Datos de pasaporte: Informacién bésica sobre el origen de una accesién, como los
detalles registrados en el lugar de recoleccién, la informacién pertinente sobre el
pedigri o de otro tipo que ayude a la identificacién de una accesién.

Deriva genética: Cambios en la composicién genética de una poblacién cuando
el nimero de individuos se reduce por debajo de la frecuencia de ciertos alelos
dentro de ella.

Descriptor: Rasgo, caracteristica o atributo identificable y medible observado en
una accesidén que se utiliza para facilitar la clasificacién, el almacenamiento, la
recuperacién y el uso de datos.

Distribucién: Proceso mediante el cual se suministran muestras de accesiones de
germoplasma a los mejoradores y otros usuarios.

Diversidad genética: Variedad de los rasgos genéticos que da lugar a diferentes
caracteristicas.

Documentacién: Coleccién organizada de registros que describen la estructura, el
propésito, los procedimientos, el mantenimiento y las necesidades de datos.

Donante: Institucién o persona responsable de la donacién de germoplasma.

Duplicacién de seguridad: Duplicado de una coleccién base almacenado en
condiciones similares para la conservacién a largo plazo, pero en un lugar
diferente para precaver la pérdida accidental de material de la coleccién base.

Equilibrio en el contenido de humedad: Contenido de humedad con el que una
semilla estd en equilibrio con la humedad relativa del aire circundante.

Estdndar de regeneracién: Porcentaje de viabilidad de la semilla por debajo del cual
la accesién debe regenerarse para producir semillas frescas.

Evaluacién: Registro de aquellas caracteristicas en cuya expresién influyen a menudo
factores ambientales.

Fenotipo: Apariencia externa de una planta que resulta de la interaccién de su
composicién genética (genotipo) con el medio ambiente.
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Fitosanitario: Perteneciente a la cuarentena de las plantas.

Gel de silice: Substancia quimica inerte que absorbe el agua de su entorno y la pierde
por evaporacién cuando se calienta.

Genotipo: Constitucién genética de una planta o de un organismo individual.

Germinacién: Proceso biolégico que conduce al desarrollo de una plantula a partir
de una semilla. El crecimiento de la radicula es el primer signo visible de la
germinacién, pero a veces el crecimiento puede detenerse o puede ir seguido por
un desarrollo anormal. De acuerdo con las normas de la Asociacién Internacional
de Analisis de Semillas (ISTA), se considera que han germinado solamente las
plantulas que muestran una morfologia normal.

Germoplasma: Material genético que constituye la base fisica de la herencia y que
se transmite de una generacién a la sucesiva mediante las células germinales.

Humedad relativa: Medida de la cantidad de agua presente en el aire en comparacién
con la mayor cantidad posible que pueda tener el aire a una temperatura dada,
expresada en porcentaje. Se diferencia de la humedad absoluta, que es la cantidad
de vapor de agua presente en una unidad de volumen de aire, generalmente
expresada en kilogramos por metro cubico.

Intervalo de monitoreo: Periodo de almacenamiento entre las pruebas de monitoreo.

Isoterma: Grafico que muestra la relacién entre el contenido de humedad y el
porcentaje de humedad relativa de la semilla.

Isoterma de adsorcién: Véase isoterma.

Latencia: Estado en que ciertas semillas vivas no germinan, incluso en condiciones
normalmente adecuadas.

Lista de descriptores: Coleccién de todos los descriptores individuales de un
determinado cultivo o especie.

Monitoreo: Control periédico de las accesiones para controlar la viabilidad y la
cantidad.

Muestra: Parte de una poblacién que se utiliza para estimar las caracteristicas del
conjunto.

Muestra aleatoria: Muestra tomada al azar de un grupo més grande.

Muestra més similar a la original: Muestra de semillas que se han sometido al
menor nimero de ciclos de regeneracién desde que el material fue adquirido
por el banco de genes, tal como se recomienda para el almacenamiento de las
colecciones base. Puede ser una submuestra del lote original o una muestra
de semillas proveniente del primer ciclo de regeneracién si el lote de semillas
original requeria regeneracién antes de almacenarse.
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Multiplicacién: Muestra representativa de una accesién cultivada para multiplicar
la cantidad de material conservado para su distribucién.

Niimero de accesién: Identificador inico asignado por el curador cuando la accesién
se incorpora a una coleccién. Este nimero no debe ser asignado a otra accesidn.

Patégeno: Microorganismo vivo como un virus, una bacteria o un hongo que causa
una enfermedad a otro organismo.

Pedigri: Registro de la ascendencia de una linea genética o variedad.

Poblacién: Grupo de plantas o animales que comparten una misma area geografica
o regién y que tienen rasgos comunes.

Polinizacién: Proceso por el cual el polen se transfiere de una antera a un estigma
receptivo gracias a agentes polinizadores tales como el viento, los insectos, las
aves, los murciélagos o la apertura misma de la flor.

Propagulo: Cualquier estructura capaz de dar lugar a una planta nueva, ya sea a través
de la reproduccién sexual o asexual (vegetativa). Esto incluye semillas, esporas
y cualquier parte del cuerpo vegetativo capaz de crecer de modo independiente
si se separa del progenitor.

Prueba de tetrazolio: Prueba de viabilidad en la que las semillas himedas se
sumergen en una solucién de cloruro de trifenil tetrazolio.

Prueba de viabilidad: Analisis de una muestra de semillas de una accesién con la
finalidad de estimar la viabilidad de la accesién completa.

Pruebas de germinacién: Procedimiento para determinar el porcentaje de semillas
que pueden germinar bajo un conjunto determinado de condiciones.

Rasgo: Cualidad o atributo reconocible resultante de la interaccién de un gen o un
grupo de genes con el medio ambiente.

Raza nativa: Variedad de un cultivo que se ha desarrollado a través de muchos afios
de seleccién dirigida por el agricultor y que estd especificamente adaptada a las
condiciones locales. Las razas nativas suelen ser genéticamente heterogéneas.

Regeneracién: Proceso por el que se hace crecer una accesién de semillas para
obtener una muestra fresca con alta viabilidad y numerosas semillas.

Semillas ortodoxas: Semillas que pueden secarse hasta alcanzar un bajo contenido
de humedad y almacenarse a bajas temperaturas, sin que sufran dafios, para
aumentar su longevidad.

Semillas recalcitrantes: Semillas que no son tolerantes a la desecacién, que no se
secan durante las tltimas etapas de desarrollo y que se deshacen en un contenido
de agua que varia entre 0,3y 4 g g*. La pérdida de agua resulta en una pérdida
de vigor y una disminucién de la viabilidad rdpidas y la muerte de las semillas
en contenidos de agua relativamente altos.
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Tiempo de almacenamiento: Nimero de afios que una semilla puede almacenarse
antes de morir.

Variedad: Divisién reconocida de una especie, que sigue en rango por debajo de la
subespecie. Se distingue por caracteristicas como el color de las flores, el color
de las hojas y el tamafio de la planta madura. El término se considera sinénimo
de cultivar.

Viabilidad de las semillas: Capacidad de las semillas para germinar en condiciones
favorables.




Créditos fotograficos

Cubierta:
Composicién grafica adaptada del archivo digital de fotograffas FAO Mediabase y otras fuentes de Internet

Péginas internas:

106
111
115
116
146
156
159
168

© FAO/M. Uz Zaman

© nkzs - adaptado de www.sxc.hu/photo/1239768
© lazysheep1 - www.sxc.hu/photo/566617

© Linn Borgen Nilsen

© FAO/M. Uz Zaman

© FAO/G. Napolitano

© FAQ/G. Napolitano

© chesnutt - www.sxc.hu/photo/1187030

© johnnyberg - www.sxchu/photo/1379733

© FAQ/G. Napolitano

© CIAT/Neil Palmer

© CIAT/Neil Palmer

© gokoroko - www.sxc.hu/photo/298008

© iliana - www.sxc.hu/photo/107131

© FAO/P. Thekiso

© FAQ/P. Thekiso

© Linn Borgen Nilsen

© FAO/O. Asselin

© FAO/G. Thomas

© alainap - www.sxc.hu/photo/922348

© FAO/G. Napolitano

© FAQ/D. Dennis

© Ayla87 - www.sxc.hu/photo/757027

© FAO/G. Napolitano

© Linn Borgen Nilsen

© FAQ/G. Bizzarri

© Global Crop Diversity Trust (GCDT)/Cary Fowler
Adaptado de: www.az-cactus-for-sale.com/seeds-for-sale/Bottle-Tree-Seeds-For-Sale.htm
© brokenarts - www.sxc.hu/photo/211551

Impreso en Italia - Agosto 2013



La buena gestién de los bancos de germoplasma salvaguardan la
diversidad genética y la ponen a disposicién de los mejoradores. Las
Normas para Bancos de Germoplasma de Recursos Fitogenéticos
para la Alimentacién y la Agricultura establecen las normas
para la conservacién de los recursos fitogenéticos. Estas Normas
voluntarias constituyen el punto de referencia para las mejores
précticas cientificas y técnicas actuales, y reflejan los instrumentos
internacionales claves de politica para la conservacién y utilizacién

de los recursos fitogenéticos.

ISBN 978-92-5-307855-4

9 789253 078554
133945/1/07.13






