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Antecedentes

Los bancos de germoplasma deben garantizar que las accesiones que mantienen se
conserven viables y en excelentes condiciones durante el mayor tiempo posible. Sin
embargo, aun siguiendo los mas altos estandares de manejo, el germoplasma se deteriora
con el tiempo y hay que regenerarlo. Mantener las colecciones en condiciones aceptables
de viabilidad y calidad es dificil para muchos bancos de germoplasma debido a los costos
que esto implica y a las limitaciones de los bancos en cuanto a capacidad y pericia técnica
—especialmente cuando hay que seguir procedimientos complejos para regenerar algunas
especies vegetales (FAO 1998). Esta situacion ha resultado en retrasos en la regeneracion,
lo cual pone en peligro materiales Unicos importantes. El Informe de la FAO sobre el Estado
Mundial de los Recursos Fitogenéticos y las estrategias para la conservacion de cultivos,
desarrolladas en los ultimos afios por el Global Crop Diversity Trust (Fondo Mundial para
la Diversidad de los Cultivos —en adelante el Fondo), con apoyo de los centros del Grupo
Consultivo para la Investigacién Agricola Internacional (GCIAI), han resaltado esta situacion.
Por tanto el Fondo estd apoyando la regeneracidon de dichos materiales amenazados en
todo el mundo.

Aunque existe una herramienta genérica para la toma de decisiones en el proceso
de regeneracién (Sackville Hamilton y Chorlton 1997), se necesitan conocimientos y
destrezas especificas para cada cultivo. Aunque existe este conocimiento en los bancos
de germoplasma de todo el mundo, incluyendo los bancos de los Centros del GCIAI,
desafortunadamente hasta ahora no se ha hecho ningun intento para identificar, recopilar
y publicar las mejores practicas que permitan a los curadores mantener la integridad

GLOBAL CROP
DIVERSITY TRUST
DATION FOR FOOD SECURITY




genética de las colecciones y optimizar la viabilidad del material de siembra a la hora
de emprender un proceso de regeneracion. Por tanto, el Fondo solicité a Bioversity que,
actuando en nombre del Programa de Recursos Genéticos del GCIAI (SGRP, de su sigla en
inglés), desarrollara guias especificas para la regeneracién de los 21 principales cultivos
alimenticios (banano, frijol, arbol del pan, yuca, garbanzo, coco, caupi, haba, millo africano,
alverjon, maiz, ardideas importantes, lenteja, millo perla, guandul, papa, arroz, sorgo,
camote, trigo y hame), objetivo de la iniciativa de regeneracién del Fondo.

Definicion

En estas guias, el término regeneracién se define como el restablecimiento de muestras
genéticamente similares a las de la coleccidn original ,cuando la viabilidad o el nUmero de
muestras conservadas se han reducido. La regeneracién también es necesaria en el caso
de nuevas accesiones que se van a conservar a largo plazo si se tiene muy poca cantidad o
por razones sanitarias para eliminar enfermedades. Los cultivos de propagacion por clones,
conservados en bancos de germoplasma en campo, se pueden restablecer en el mismo
sitio 0 en uno diferente, por seguridad o para evitar plagas y enfermedades.

Principios orientadores

Garantizar integridad genética

La regeneracion del germoplasma es una operacion critica en el manejo de un banco que
involucra riesgos considerables para la integridad del germoplasma , debidos a seleccion,
cruzamientos exogamicos o mezclas mecanicas. El riesgo de perder la integridad genética
es particularmente alto cuando se regeneran accesiones genéticamente heterogéneas de
cultivos exogamicos. El objetivo de la regeneracién es mantener la diversidad y estructura
genéticas originales de la accesién o de la coleccion (ver recomendaciones mas abajo, en la
seccion titulada Lineamientos Generales para la Regeneracién).

Garantizar eficiencia

Para producir suficiente semilla o material de siembra, hay que tener en cuenta la tasa
reproductiva de la especie y la variedad en el sitio en que se esta regenerando. Se debe
calcular cuidadosamente el ndmero de semillas, de estacas o de otros materiales de
siembra que se requieren para la regeneracién, teniendo en cuenta el nimero de plantas
que se desea obtener para la regeneracion, la tasa de germinacién y de establecimiento de
la accesion en el campo, la cantidad de semilla requerida después de la regeneracién, y si
las accesiones se van a caracterizar y evaluar durante el proceso de regeneracion.
Garantizar calidad

El objetivo de regenerar un cultivo es producir suficiente cantidad de semillas, tubérculos
u otros propagulos vegetativos sanos y viables. Antes de distribuir el germoplasma, y con
el fin de evitar la propagacion de plagas y enfermedades, los bancos deben revisarlo para
detectar la presencia de plagas o patégenos transmitidos por la semilla o por el material
vegetal. Este germoplasma debe servir de base o de reserva no contaminada para los
programas de fitomejoramiento, para multiplicacion o para otros proyectos.



Tipo de coleccion

Los dos tipos de coleccién de germoplasma reconocidos para cultivos de semilla son
la coleccion activa y la coleccidon base. Las colecciones activas se deben regenerar
preferiblemente a partir de semillas originales tomadas de una coleccién base. Sin embargo,
se pueden usar semillas de una coleccién activa hasta por un maximo de tres ciclos de
regeneracién antes de retornar a las semillas originales (la coleccién base) (FAO/IPGRI 1994).
Las colecciones base se regeneran solamente a partir de semilla residual de la muestra mas
original de la coleccién base.

En los cultivos propagados por clones, los materiales por lo general se mantienen en una
coleccion en campo (Engels y Visser 2003). Mientras que algunas especies de arboles
tropicales s6lo necesitan resembrarse cada 15 o mds afnos, otras especies necesitan
reemplazarse cada pocos meses. En los cultivos propagados por semilla, es una buena
practica establecer un duplicado de la coleccién puesto que, si fallan algunas plantas,
habra un remanente de semilla al cual recurrir. Los cultivos propagados por clones también
se pueden conservar in vitro o crioconservarse cuando se ha desarrollado la tecnologia
especifica para ellos; estos materiales también sirven como duplicados de seguridad
de los bancos en campo. Estas guias no tratan la regeneracién de colecciones in vitro o
crioconservadas [para mayor informacion consultar Reed et al (2004)].

Cuando regenerar

La regeneracién es un proceso costoso y solo se debe realizar cuando sea necesario para

garantizar una cantidad suficiente de accesiones de adecuada calidad. En la mayoria de los

cultivos de semilla, las accesiones se regeneran cuando:

® la viabilidad de las semillas de la coleccion activa desciende por debajo del 85%

del porcentaje inicial de germinacion, valor que se determina monitoreando la

viabilidad (para mayores detalles, consultar FAO/IPGRI 1994; Rao et al. 2006;

ISTA 2008). La viabilidad inicial previa al almacenamiento no debe ser inferior

al 85%, aunque en algunos bancos se trabaja con un porcentaje inferior (<75%),

especialmente si se trabaja con especies silvestres.

el numero de semillas viables por accesion es <1500 en las colecciones activas

0 base de las poblaciones y <250 semillas en lineas endogamicas.

A la hora de decidir, es mas importante regenerar accesiones de mala calidad (con baja

viabilidad) que aquellas con un nimero inadecuado de semillas. Asimismo, las accesiones

de una coleccién base tienen prioridad para regeneracidén sobre las de una coleccién

activa.

Para los cultivos propagados por clones, la decision de regenerar dependera de:

® la maduracion y el deterioro de los materiales vegetativos conservados

® el nivel de plagas y enfermedades presente en la coleccién en campo

® la necesidad de reemplazar la coleccion debido a riesgos externos (sequia,
inundacion, ciclones)

® la necesidad de incrementar la disponibilidad de material para propagacion.

Tamaio de la muestra

La muestra tomada de una accesion de semilla para la regeneracién se debe seleccionar al
azar para que represente la diversidad dentro de la accesion o coleccién y para incrementar
la probabilidad de retener los alelos de baja frecuencia. Crossa et al. (1993) estimaron, como




regla general, que se necesitan de 90 a 210 semillas para para retener, con una probabilidad
de entre 90 y 95%, alelos con una frecuencia génica de 0.003 a 0.05 y un nimero de loci
entre 10 y 150. Para mantener la variacidon genética existente dentro de la poblacién, las
especies de polinizacién cruzada (alégamas) por lo general requieren un mayor nimero
de plantas en comparacién con las autopolinizadoras (autégamas) [para mayores detalles,
consultar Crossa (1995)]. Sin embargo, éste no es siempre el caso, y puede depender del
grado de variacién dentro de las accesiones en subpoblaciones de especies autbgamas.

El nimero minimo de semillas requerido para la regeneracion se puede estimar a partir del
tamano de muestra estandar utilizado para la regeneracion y de la viabilidad de la muestra,
de acuerdo con la siguiente ecuacioén:

Numero de semillas requerido para la regeneracién = Poblacién de plantas deseada para
la regeneracion / (porcentaje de germinacién’ X porcentaje de establecimiento en campo
esperado?) (ver Rao et al. 2006)

En los cultivos propagados por clones, cuyas plantas deben ser genéticamente idénticas
dentro de la accesion, la decision sobre el tamano de la muestra se relaciona principalmente
con la probabilidad de supervivencia de la planta en el campo, para garantizar que por
lo menos algunas plantas sobrevivan hasta la cosecha y permitan volver a regenerar las
accesiones. Frecuentemente se requieren sélo de 5 a 10 plantas por accesidn, o mas si se
requieren propagulos para otros propdsitos.

Preparacion de la semilla o del material de siembra

Cuando se preparan semillas almacenadas en un banco de germoplasma para el proceso
de regeneracién, hay que retirar los recipientes de las cdmaras de almacenamiento los
recipientes con las semillas y dejarlos a temperatura ambiente durante la noche antes de
abrirlos, para evitar que en el momento en que se abran, las semillas absorban humedad
de forma abrupta.

En los cultivos propagados por clones, la regeneracion puede requerir diferentes partes
de la planta como raices tuberosas, lianas, tallos o retofos, entre otros. En cada caso, se
aplicaran diferentes métodos de seleccidn, corte, limpieza y almacenamiento a corto plazo
o acondicionamiento antes de la siembra.

Como mantener un tamaio de poblacion efectivo

Uno de los principales objetivos de la regeneracidn es mantener un tamafno de poblacion
efectivo (N,) dentro de la accesion. Los métodos para calcular la desviacion de N, para (1)
la colecta y la regeneracidon de germoplasma de especies diploides mondicas, (2) especies
de polinizacién cruzada y (3) especies tanto autopolinizadoras como de fecundacion
aleatoria, han sido desarrollados por Crossa y Vencovsky (1994); Crossa y Vencovsky (1997),
y Vencovsky y Crossa (1999), respectivamente.

De acuerdo con Crossa y Vencovsky (1994) y con Vencovsky y Crossa (1999), la mejor
estrategia para mantener un N_alto es tomar un nuimero igual de semillas del mayor
numero posible de plantas progenitoras hembras. Colectar especies autopolinizadoras es
mas dificil que colectar especies de polinizacién cruzada. Si dentro de la accesion existen

1 El porcentaje de germinacion y establecimiento en campo se debe expresar con decimales: i.e., 95% expresado
como 0.95

2 Elestablecimiento de las plantas es por lo general 5% menor que el porcentaje de germinacién en condiciones
desfavorables y 1% menos en condiciones favorables



diferencias en madurez a la floracién y madurez entre plantas, es mejor cosechar plantas
individuales y mezclar una proporcién igual de semillas de diferentes plantas progenitoras
hembras para evitar los efectos maternos.

Para los cultivos propagados por medio de clones, el tamafio de la poblacién no es tan
importante porque las plantas de una misma accesién son por lo general genéticamente
idénticas. Sin embargo, muchos cultivos propagados por clones tienen una cantidad
importante de heterozigocidad debido a cierto nivel de exogamia natural y ala perpetuacion
posterior por medios vegetativos, lo cual se puede reflejar como variacidn entre plantas de
una accesioén (Vasil et al. 1994; Lebot y Aradhya 1992). Por tanto, se recomienda utilizar
5 a 10 plantas por accesién. Si se comprueba que son genéticamente idénticas, es mas
importante seleccionar el material a partir de unas pocas plantas progenitoras hembras
sanas y vigorosas que a partir de un gran nimero de plantas de inferior calidad. El nimero
que se siembre dependerd entonces del nivel de heterozigocidad, de la diversidad dentro
de la especie, del costo de la conservacion, y de las necesidades de caracterizacién y
evaluacion.

Seleccion del ambiente

En lo posible, las accesiones de germoplasma se deben regenerar en la misma regién
ecolégica donde se originaron. Otra alternativa es seleccionar un sitio que minimice las
presiones de seleccion sobre los genotipos o las poblaciones. Si no se encuentran sitios
apropiados, sera necesario buscar la colaboraciéon de otras instituciones que puedan
proveer sitios adecuados o las instalaciones para regenerar. Es importante tener cuidado
durante la regeneracién y el manejo de las semillas o de los propagulos vegetativos para
evitar que se contaminen con parcelas adyacentes, para minimizar el flujo de genes y para
prevenir la introduccién involuntaria de transgenes. Las plantas que se identifiquen como
contaminantes evidentes y que no pertenezcan a la poblacién se deben eliminar. No se
deben sembrar accesiones en parcelas donde se haya sembrado anteriormente el mismo
cultivo para reducir el riesgo de plantas voluntarias, asi como la acumulacién de plagas y
enfermedades en el suelo.

Las parcelas de regeneracién deben ser lo mas uniforme posible y el campo debe estar
bien drenado. Se debe contar siempre con un buen sistema de riego, aun para cultivos
de secano, para evitar que la sequia ejerza una presién de seleccién y para garantizar
buenos rendimientos. Se recomienda también un analisis de suelo para determinar los
requerimientos de fertilizacion.

Aislamiento
Elsistemadereproducciéondecadacultivoesimportante.Enelcasodelasespeciesalégamas,
se deben usar distancias de aislamiento adecuadas, aislamiento temporal, bolsas, jaulas y
otros mecanismos. Puesto que el grado de exogamia en un nimero de especies vegetales
estd relacionado con la localidad, una buena practica es estimar la tasa de exogamia en el
lugar en que se van a regenerar las plantas para usar la técnica de polinizacién adecuada.

Manejo del cultivo
En lo posible, se deben mantener los cultivos limpios y libres de plagas, enfermedades
del suelo y malezas invasoras. Durante la preparacién de las parcelas de regeneracion se
deben utilizar tratamientos de control apropiados, como la deshierba regular, la aspersién
de herbicidas, la esterilizacién del suelo y el arado seguido por la aplicacion de de herbicida
o el arado profundo.



Monitoreo de la identidad de la accesion

Todas las accesiones se deben rotular individualmente con etiquetas durables o con tinta
permanente, y se deben hacer mapas de campo para poder monitorear la identidad de
las accesiones durante todo el ciclo de cultivo. Para los cultivos de semilla, se recomienda
mantener como referencia una muestra original de semillas en una bolsa plastica en un
ambiente seco y a una temperatura de 15°C. Cuando se haya regenerado la accesion, la
semilla recién cosechada se comparara con la semilla de la muestra para verificar que la
accesion sea genuina al tipo. También se puede comprobar la identidad de las semillas
o los propagulos regenerados comparando los datos de la caracterizacién original —si
existen— en busca de caracteres especificos de las accesiones.

Cosecha

Generalmente se cosecha en el momento de madurez éptima de la planta (posterior al de
madurez fisioldgica), cuando el mayor nimero de semillas ha alcanzado la madurez, tolera
la desecacion, se puede trillar con un minimo dafio mecdnico, y antes de que las semillas
se deterioren y se dispersen por vias naturales. [Para mayor informacién, consultar Rao et
al. (2006)].

En los cultivos propagados por clones, la madurez fisiolégica de la planta progenitora
femenina es el criterio mas importante a la hora de colectar propagulos para una
regeneracion exitosa o para conservacion a corto plazo. La madurez de la parte comestible
de la planta generalmente es irrelevante, cuando no coincide con la parte que se esta
propagando.

Plagas y enfermedades comunes

Las guias proporcionan una lista de las plagas y enfermedades comunes a cada cultivo
pero no incluyen todos los sintomas ni las practicas de control. Durante la regeneracién
(incluyendo la cosecha y la poscosecha), el cultivo debe ser inspeccionado por un servicio
de sanidad vegetal para que detecte la presencia de enfermedades transmitidas por la
semilla o vegetativamente, y garantice que el material regenerado se encuentra sano y
tiene la mayor viabilidad posible.
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