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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



CAPITULO 6 NORMAS PARA BANCOS DE GERMOPLASMA DE CULTIVO IN VITRO Y CRIOPRESERVACION

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.
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