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NORMAS PARA BANCOS DE GERMOPLASMA DE RECURSOS FITOGENÉTICOS PARA LA ALIMENTACIÓN Y LA AGRICULTURA 

Las normas para el cultivo in vitro y la criopreservación son por naturaleza amplias y 
genéricas debido a las grandes diferencias que existen dentro del grupo de especies 
con semillas no ortodoxas y de propagación vegetativa. Esta variabilidad es función 
de la biología y del estado metabólico inherentes a estas plantas, los cuales influyen en 
sus distintas respuestas a las diversas operaciones, y a menudo requiere cambios en los 
enfoques básicos que se deben adoptar para cada especie en particular. Estos diversos 
elementos hacen necesaria una introducción al fenómeno de la no ortodoxia y la respuesta 
de las semillas no ortodoxas al almacenamiento, con el fin de comprender mejor la base 
científica de estas Normas. 

El fenómeno de la no ortodoxia 

Para la criopreservación es de gran importancia conocer bien los mecanismos de la 
tolerancia y la sensibilidad a la desecación en semillas ortodoxas en comparación con 
las no ortodoxas (intermedias y recalcitrantes). El contenido hídrico en las semillas 
ortodoxas maduras se encuentra normalmente en el rango de 0,05 a 0,16 g g-1 (de 5 a 14 
por ciento M.H.)1, si bien en algunas especies puede ser mucho mayor en el momento en 
que se liberan del fruto, pasando después por una importante deshidratación. Al contrario 
que las semillas recalcitrantes, todas las semillas ortodoxas adquieren la tolerancia a la 
desecación, la cual está contenida y programada genéticamente, antes o al comienzo de la 
desecación que se producen en la maduración. Las semillas recalcitrantes no pierden agua 
durante las últimas fases del desarrollo y se liberan con un contenido hídrico mínimo 

1 En este documento se utiliza el término contenido hídrico (M.H. es aquí materia húmeda) con preferencia respecto a 
contenido de humedad, ya que se puede considerar que las semillas recalcitrantes están hidratadas más que húmedas. 
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 g-1), lo cual se considera más explícito que la expresión como porcentaje de materia húmeda.
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de 0,3-0,4 y máximo de 4.0 g g-1. Por su sensibilidad a la deshidratación, 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 hídrico relativamente 
altos. Esto se debe a su actividad metabólica (Berjak y Pammenter, 2004) con baja o 
ninguna diferenciación intracelular, exponiendo así 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 
fisiología de la fase posterior a la liberación del fruto. Las semillas que muestran un 
comportamiento intermedio pueden soportar pérdidas de agua hasta 0,11 o 0,14 g g-1 

(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 desecación, pero no 
tienen vida larga en condiciones deshidratadas, especialmente en algunas especies y a 
temperaturas muy bajas. 

La variabilidad en la fisiología de las semillas recalcitrantes muchas veces también 
es intraespecífica. El contenido hídrico de la semilla o del embrión (eje embrionario) 
puede variar de forma significativa de un año a otro entre materiales recolectados en el 
mismo lugar, y también dentro de una estación del año. Esto significa que los parámetros 
(contenido hídrico, respuesta a la desecación) deben calcularse para cada especie. Además, 
las semillas que se recolectan al final de la estación tienen normalmente una calidad 
sensiblemente inferior que las recolectadas al principio (Berjak y Pammenter, 2004). La 
procedencia de la población de la cual se han recolectado las semillas es también un 
factor importante para las propiedades y respuestas de las semillas recalcitrantes. Así, 
aunque sean de la misma especie, las semillas que desarrollan un gradiente latitudinal 
pueden mostrar unas características notablemente diferentes (Daws et al., 2006; Daws 
et al., 2004). 

El estado de desarrollo de la semilla representa un factor crítico cuando el germoplasma 
recalcitrante debe ser criopreservado. En las fases tempranas de su ontogenia, todas las 
semillas son altamente sensibles a la desecación, pero en las semillas recalcitrantes la 
sensibilidad a la desecación va aumentando a la vez que se manifiestan los procesos 
de metabolismo de la germinación (Berjak y Pammenter, 2004). En estas semillas los 
primeros procesos de germinación 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 germinación 
que la desecación durante la maduración impone en las semillas ortodoxas. 

Si bien varía con la especie, las semillas recalcitrantes generalmente comienzan 
el metabolismo de germinación después de su liberación del fruto. Las especies con 
embriones totalmente desarrollados en el momento de la liberación normalmente inician 
la germinación casi inmediatamente, con un aumento simultáneo de la sensibilidad 
a la desecación. En otras especies, las semillas se liberan cuando los embriones no 
están desarrollados por lo que requieren la finalización del desarrollo para comenzar 
el metabolismo de germinación. Estas diferencias de desarrollo marcan la duración 
del periodo en el cual las semillas pueden ser almacenadas en húmedo (por ejemplo, 
almacenamiento hidratado al contenido hídrico en el momento de la liberación del 
fruto). Actualmente se sabe que las semillas recalcitrantes no pueden ser deshidratadas 
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hasta un contenido hídrico que impida la germinación (el llamado almacenamiento 
sub-imbibido), ya que esto en realidad reduce el periodo de almacenamiento hidratado. 
La deshidratación leve en realidad estimula el comienzo/progreso de la germinación, 
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 más probabilidad de ser sensibles a la 
congelación. La sensibilidad a la congelación también es un elemento importante para 
el almacenamiento de semillas intermedias, especialmente para las procedentes de los 
trópicos o subtrópicos. Una vez deshidratadas hasta niveles de contenido hídrico que en 
sí mismos no son perjudiciales, el período 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 proliferación de hongos, con lo que aumenta la 
probabilidad de que las hifas penetren en los tejidos del embrión. 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 plántulas no es suficientemente 
rápido, las semillas recalcitrantes perderán agua gradualmente, a un ritmo que dependerá 
de las características y morfología propias de la especie. En condiciones de pérdida lenta 
de agua (entre unos días y una semana o más) se acumulan los daños por desecación y las 
semillas de la mayoría de las especies habrán perdido viabilidad cuando el embrión (eje 
embrionario) haya alcanzado un contenido hídrico aproximado de 0,8 g g-1 (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 hídricos a los 
niveles de la liberación de la semilla del fruto. 

La respuesta de los explantos a la deshidratación depende de la velocidad de 
desecación y del tamaño de los explantos. Es frecuente que las semillas recalcitrantes 
tengan un tamaño grande por lo que no se deshiddratan rápidamente ni se enfrían 
rápidamente cuando se exponen a un producto criogénico (tal como se requiere para 
conseguir una criopreservación eficaz). Por esta razón, los explantos preferidos son 
los embriones o ejes embrionarios escindidos, ya que pueden ser deshidratados hasta 
contenidos hídricos que reducen al mínimo la cristalización del hielo y que se encuentran 
por debajo de 0,4 g g-1. Los embriones o ejes embrionarios pueden ser sometidos a una 
corriente de aire para su secado (secado ultrarrápido, flash-dry) (Pammenter et al., 
2002), lo cual reduce el tiempo durante el cual pueden ocurrir los daños de desecación 
vinculados al metabolismo. No es que los embriones o ejes embrionarios se hayan 
vuelto tolerantes a la desecación, sino simplemente que se secan antes de que se hayan 
acumulado los daños letales, consiguiendo así 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 criopreservación eficaz, se 
pueden usar explantos alternativos, como por ejemplo meristemas apicales escindidos 
de plántulas desarrolladas a partir de semillas germinadas in vitro. 

Además de la criopreservación existen otras formas de conservar las especies que 
producen semillas recalcitrantes o no ortodoxas, como la conservación in vitro la cual 
puede comportar el crecimiento lento de plántulas o plantas jóvenes. En algunos casos 
las condiciones de crecimiento lento pueden ser impuestas ex vitro. En este último caso, 
las plántulas pueden derivarse de callos embriogénicos (los cuales a su vez pueden ser 
aptos para la criopreservación) y ser conservadas in vitro, bajo condiciones de crecimiento 
lento cuando sea posible. 
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6.1 Normas 
 para la adquisición 
 de germoplasma

Normas 

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

6.1.2 Todo material deberá ir acompañado de por lo menos los datos asociados que 
se enumeran en los descriptores de pasaporte para cultivos múltiples de la 
FAO/IPGRI. 

6.1.3 Solamente se recolectará material en buenas condiciones y en un estado de 
madurez estable, y el tamaño de la muestra debe ser suficiente para que la 
conservación de germoplasma en un banco sea viable. 

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

6.1.5 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 fisiológico en un área asignada a la recepción. 

Contexto 

La adquisición es el proceso de recolectar o de solicitar germoplasma (semillas y 
otros propágulos1) para su inclusión en el banco de germoplasma, juntamente con la 
información 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 adquisición 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 En este contexto, el término propágulo se refere a las partes vegetativas de una planta utilizadas para su propagación, 
como semillas, yemas, bulbos, esquejes y otras estructuras.
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Es preciso asegurar la máxima calidad del germoplasma y evitar la conservación 
de semillas inmaduras y semillas que hayan estado expuestas durante demasiado 
tiempo a las condiciones climatológicas adversas. La forma en que las semillas y 
otros propágulos se manipulan después de la recolección y antes de ser trasladados a 
entornos controlados es fundamental para la calidad. Unas condiciones de temperatura 
y humedad extremas y adversas en el período posterior a la recolección y durante el 
transporte al banco de germoplasma pueden menoscabar rápidamente la viabilidad y 
reducir la longevidad durante el almacenamiento. Lo mismo ocurre con la manipulación 
después de la recolección 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 metabólicamente activas y tienen contenidos hídricos altos en la 
fase de maduración, el modo en que se manejan después de la recolección es esencial 
para su conservación 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 recolección. 

El material deberá estar lo más 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 está muy infectado, aplicar pesticidas, lo cual servirá de ayuda 
a la posterior desinfección 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 tendrá que ir acompañado de un ANTM. Para el material 
adquirido o recolectado fuera del país donde se encuentra el banco de germoplasma, 
los adquirentes deberán cumplir con las disposiciones legales nacionales e 
internacionales pertinentes. Se debe solicitar a la autoridad nacional competente 
del país receptor la normativa fitosanitaria y cualquier otro requisito de importación. 

Los datos de pasaporte son necesarios para identificar y clasificar las accesiones. 
Gran parte de las accesiones son poblaciones silvestres, por lo que la recolección de 
datos de campo precisos es absolutamente necesaria. Los descriptores de pasaporte para 
cultivos múltiples deben por lo tanto complementarse, en la medida de lo posible, con 
un espécimen de herbario así como con coordenadas GPS e imágenes fotográficas del 
hábito de crecimiento, el hábitat y el sustrato. Si se recolecta material que se hubiera 
caído al suelo, este hecho debe ser registrado y el material debe mantenerse separado del 
recolectado directamente de la planta madre. El tamaño de la muestra incluye un número 
adecuado de individuos/accesiones, suficiente para establecer un protocolo apropiado de 
criopreservación y/o para llevar las muestras a su criopreservación a largo plazo. 
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Resulta necesario garantizar la máxima calidad de semillas y propágulos y evitar la 
conservación de material inmaduro o senescente (en el caso de semillas) que haya estado 
expuesto durante demasiado tiempo a condiciones climáticas adversas. La recolección 
de propágulos maduros, limpios y de alta calidad garantizará que la longevidad durante 
el almacenamiento alcance niveles máximos. Se debe evitar el material caído al suelo 
y los frutos o semillas que muestren abrasión o signos de desgaste. Las semillas que se 
recolectan al final de la estación 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 estación. La temporalidad también es 
un elemento a tener en cuenta cuando se utilizan bulbos y tubérculos, los cuales brotan 
únicamente en determinadas estaciones, en plantas leñosas que tienen yemas con 
dormancia solamente en invierno, y en explantos de inflorescencias jóvenes o polen 
solamente disponibles en el periodo de floración. 

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 desinfección 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 recolección y el transporte al banco de germoplasma intensifican 
este problema y pueden causar una rápida pérdida de viabilidad y reducir la longevidad 
durante el almacenamiento. Sin embargo, las semillas y otros propágulos pueden ser 
sensibles al frío y las altas temperaturas pueden adelantar la germinación o bien dañar 
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 contaminación por hongos también afecta al manejo posterior 
a la recolección 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 fácilmente podrían hidratarse (aun más) lo cual afectaría al contenido 
hídrico de las semillas. También es importante recoger información sobre el peso del fruto y 
de las semillas antes de la determinación del contenido hídrico (ver Normas para las pruebas 
de comportamiento no ortodoxo y valoración del contenido hídrico, 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 protección como para evitar la deshidratación. 
La pérdida de agua estimula el metabolismo de germinación y además acorta la duración 
del almacenamiento, por lo que es importante que el contenido hídrico no disminuya 
desde el momento de la recolección y durante todo el transporte, manteniendo una alta 
humedad relativa en los recipientes de almacenamiento. Se recomienda utilizar bolsas de 
plástico 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 daños 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 desinfección que incluya tabletas de 
purificación de agua o hipoclorito sódico (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 plántulas bajo sombra (Marzalina y Krishnapillay, 1999) o la recolección en campo in 
vitro (Pence et al., 2002; Pence y Engelmann, 2011). Cuando se utiliza material recolectado 
in vitro también es importante reducir al mínimo los tiempos de transporte. 

Para explantos de cultivo in vitro, la descontaminación de la superficie suele comenzar 
con etanol al 70 por ciento, seguido de hipoclorito sódico (NaOCl) diluido de una solución 
pura o como componente de una lejía comercial que tenga una concentración 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 cálcico) en concentraciones adecuadas. Después de la desinfección 
de superficie se deberá cortar el explanto a su tamaño final. Es necesario señalar que el 
desinfectante se introducirá en las superficies cortadas lo que creará 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 económicas 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 mínimo, incluyendo el uso de servicios 
de mensajería. 

Cuando la temporada de producción de frutos ha sido “pobre”, es preferible retrasar 
la recolección a la siguiente estación de frutos. Cuando sea estrictamente necesario 
recolectar frutos que hayan caído al suelo, solamente se tendrán en cuenta aquellos que 
hayan caído recientemente. 

En algunas ocasiones, las semillas de algunas especies tienen una reacción negativa 
al hipoclorito sódico y/o a los fungicidas más 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 valoración
 del contenido hídrico, 
 el vigor y la viabilidad 

Normas 

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

6.2.2 El contenido hídrico debe determinarse de forma individual y separada en 
cada uno de los componentes de los propágulos, y en un número suficiente de 
plantas. 

6.2.3 El vigor y la viabilidad deben ser calculados mediante pruebas de germinación 
y en un número suficiente de individuos. 

6.2.4 Durante los experimentos, las muestras de semillas limpias deberán 
almacenarse en condiciones que impidan la deshidratación o la hidratación. 

Contexto 

Mantener la viabilidad de las semillas es una función esencial del banco de germoplasma 
que garantiza la disponibilidad del germoplasma para los usuarios y su representatividad 
genética de la población de la que fue adquirido. Como primer paso para la conservación, 
es importante determinar con certeza la categoría de almacenamiento de la semilla 
mediante el estudio de la respuesta del propágulo a la deshidratación. La respuesta a 
la desecación determina a su vez el tratamiento necesario para el crioalmacenamiento. 
Una serie de factores influyen en la velocidad de desecación, entre los que se incluyen la 
humedad relativa, el tamaño de la semilla, las características 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 germinación de una muestra de semillas o de explantos 
derivados de semillas, son indicadores fiables del vigor, mientras que la germinación total 
(es decir, la proporción o porcentaje de las semillas o explantos estudiados que finalmente 
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germinan) indica la viabilidad general de la muestra. La viabilidad nunca debe ser menor 
del 80 por ciento en ninguna muestra. 

Aspectos técnicos 

Los análisis para determinar el contenido hídrico y para calcular el vigor y la viabilidad 
se deben llevar a cabo como una sola operación, y son los elementos a determinar antes 
de seleccionar el tipo de técnica de secado. El número de procedimientos que pueden 
ser investigados viene determinado por el número de semillas disponibles. Se pueden 
utilizar tres métodos de análisis para la categorización de las semillas: un método que 
puede discriminar entre semillas intermedias y recalcitrantes (Hong y Ellis, 1996), uno 
que está diseñado para los casos en que el número de semillas es reducido (Pritchard 
et al., 2004), y uno que estudia el contenido hídrico del eje, en lugar del de toda la 
semilla. Independientemente del método elegido, la deshidratación impuesta durante el 
procedimiento de análisis 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 oC y 15 oC, respectivamente (Pritchard et al., 2004). 
El tiempo de secado para evaluar la pérdida de viabilidad con reducción del contenido 
hídrico se debe determinar para cada nueva accesión. 

Conocer los contenidos hídricos que presentan los distintos componentes de las 
semillas recalcitrantes es fundamental para su criopreservación eficaz. El contenido 
hídrico determinado sobre la base de la semilla recalcitrante entera no da ninguna 
indicación del contenido hídrico del eje. Por lo tanto, las determinaciones de contenido 
hídrico 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 pequeña (unos pocos miligramos), 
por lo que se requiere una microbalanza de 6 cifras decimales. 

Es importante determinar el contenido hídrico de cada nueva accesión inmediatamente 
después de haber limpiado los propágulos, para evitar el secado adicional. Aunque se 
haya recolectado anteriormente otras accesiones de la misma especie, no se puede asumir 
que el contenido hídrico será similar. Normalmente se desconoce la composición 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 oC hasta alcanzar un peso constante. 
Cuando los tejidos se secan a 80 oC, el tiempo necesario para llegar al peso constante 
suele estar entre 24 y 48 horas. Después del período de secado y antes de volver a pesar 
las muestras, es indispensable llevarlas a temperatura ambiente, sin absorber agua. 

Se recomienda analizar el contenido hídrico de un mínimo de 10 semillas (determinado 
sobre la base semilla/embrión/eje individual). Para cualquier análisis bioquímico que se 
lleve a cabo será necesario añadir semillas nuevas. 

Las semillas y los embriones/ejes extirpados a partir de ellas deben estar en su etapa 
de desarrollo de máximo 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 plástico cerrados o placas Petri, los cuales 
ofrecen las condiciones comunes para este tipo de análisis. Es importante desinfectar 
las superficies de las semillas antes de ponerlas a germinar, o antes de la escisión de 
los embriones o los ejes embrionarios. La dormancia no es una característica habitual 
en las semillas recalcitrantes por lo que normalmente las semillas deberán comenzar la 
germinación en un intervalo relativamente corto. Sin embargo, el tiempo variará entre las 
distintas especies en función del grado de desarrollo del embrión. Es esencial que todos 
los análisis de germinación/viabilidad para accesiones de la misma especie se realicen 
en las mismas condiciones controladas. La producción de plántulas morfológicamente 
anormales (Pammenter et al., 2011) debe ser observada y cuantificada, ya que esto 
puede ocurrir como resultado de un estrés impuesto (por ejemplo, la deshidratación de 
semillas, embriones o ejes embrionarios recalcitrantes). Para los análisis de viabilidad 
se recomienda un mínimo de 20 semillas. 

Cuando se manejan semillas recalcitrantes normalmente se pone un gran cuidado en 
mantener el contenido hídrico en los niveles característicos del momento de la liberación 
del fruto. Sin embargo, las semillas recalcitrantes intactas tienen prácticamente siempre 
un tamaño 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. Además de esto, es esencial que el grueso de la muestra limpia de semillas 
se almacene bajo condiciones que eviten cambios en su estado de hidratación. Si las 
semillas se exponen a la atmósfera durante un tiempo prolongado, cambiará el contenido 
hídrico de las semillas y las semillas que se liberan con un contenido hídrico relativamente 
alto sufrirán cierta deshidratación. 

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 extracción del horno de secado, deberán ser 
sustituidas en el horno, ya que los tejidos secos rápidamente adsorben vapor de agua, 
especialmente en ambientes húmedos. 

Por lo general, los embriones y ejes embrionarios extirpados no germinan tan 
rápidamente como las semillas intactas. Cuando se trabaja con ejes embrionarios 
extirpados, es frecuente que el ápice del tallo no se desarrolle. En estos casos, la 
producción de la raíz será 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 más adecuados son los meristemas apicales del tallo extirpados 
de plántulas 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 
herméticos, a la menor temperatura que toleren sin que se produzcan daños. 

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 periódicamente para 
comprobar si se ha producido alguna contaminación por hongos o bacterias, y si 
ha habido alguna disminución en su contenido hídrico 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 plantación a programas de 
reintroducción y restauración, o simplemente para el mantenimiento de las semillas 
mientras se llevan a cabo los experimentos. El principio básico para que el periodo de 
almacenamiento de semillas recalcitrantes sea lo más largo posible es que el contenido 
hídrico debe mantenerse en niveles prácticamente iguales a los típicos 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 deshidratación, incluso en grados muy 
bajos, puede estimular el inicio de la germinación, y una deshidratación adicional puede 
iniciar cambios perjudiciales que supongan un impacto negativo en el vigor y la viabilidad 
y que acorten el período para el cual las semillas se pueden almacenar. Mantener semillas 
recalcitrantes en condiciones en las cuales mantienen su contenido hídrico se denomina 
almacenamiento hidratado, y se logra preservando las semillas en condiciones aisladas 
bajo humedad relativa de saturación. 
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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 atmósfera 
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 plástico del tamaño adecuado para el número de semillas, para 
favorecer el almacenamiento (Pasquini et al., 2011). Como precaución 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 absorción del condensado, el cual se 
debe cambiar al empaparse. 

La temperatura de almacenamiento debe ser la mínima de las toleradas por las semillas 
de cada especie individual sin efecto perjudicial en el vigor y la viabilidad. Así se reduce 
tanto el progreso de la germinación como la proliferación de hongos. La temperatura 
de almacenamiento debe mantenerse constante para minimizar la condensación 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 mayoría 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 infección de semilla a semilla. Si las 
semillas infectadas no se retiran, contaminarán todo el lote incluido en el recipiente de 
almacenamiento, lo cual hará que el almacenamiento de semillas resulte inútil y anulará 
su potencial para el suministro de explantos para la criopreservación. Por lo tanto, desde 
el primer momento se debe realizar una inspección regular y tomar lo antes posible 
las medidas oportunas, como la aplicación 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 más eficaz de eliminar los hongos 
situados en el interior, principalmente justo debajo de las cubiertas de las semillas, es por 
la absorción 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 
sólo 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 eliminación de las cubiertas, y que la presencia 
de fungicidas sistémicos en los tejidos de las semillas no sea perjudicial. 

Dependiendo de la duración del almacenamiento hidratado, los recipientes deben 
ser brevemente ventilados de forma periódica para evitar el desarrollo de condiciones 
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anóxicas, 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 aireación. Después 
de eliminar cualquier semilla que muestre señales de contaminación, 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. 

Periódicamente se deben tomar muestras de las semillas almacenadas para 
comprobar si el contenido hídrico, el vigor o la viabilidad han disminuido. Si el contenido 
hídrico ha permanecido prácticamente igual que cuando las semillas se colocaron en 
almacenamiento hidratado, y no hay proliferación aparente de hongos (o bacterias), 
pero la viabilidad ha disminuido, entonces se habrá llegado al final del período de 
almacenamiento útil. De manera similar, si en muchas semillas se observan señales 
evidentes de germinación, se habrá llegado al final del período de almacenamiento útil. 
Una disminución en la viabilidad de las semillas que no han perdido agua de forma 
significativa, la protrusión de la raíz en la mayoría de las semillas, dan una medida del 
tiempo durante el cual resulta posible el almacenamiento hidratado bajo el régimen de 
temperatura específico 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 serán 
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 parámetro 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 recolección estaban inmaduras.

 En los casos en los que en una accesión 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 
identificación de los hongos, como mínimo a nivel de género, puede ayudar en la elección 
de los fungicidas que pueden resultar más eficaces en combinación (“cócteles”), dirigidos 
específicamente a tales hongos. Algunas veces en las semillas se encuentran virus, los 
cuales no pueden ser eliminados mediante ningún tratamiento. Si estos virus pueden ser 
causa de enfermedades graves, las plantas deben ser eliminadas en el momento en que 
se observen los síntomas virales. 

En los casos en los que la contaminación no responda a ningún tratamiento curativo, 
las semillas no se podrán conservar de esta forma, por lo que se deberán buscar métodos 
alternativos de conservación de recursos genéticos. En tales casos, las semillas se deben 
poner a germinar, y las plántulas 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 conservación ex situ, por ejemplo con la transferencia y 
plantación en bancos de germplasma de campo u otros jardines, según proceda. 
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6.4 Normas para el cultivo 
 in vitro y el almacenamiento 
 en crecimiento lento 

Normas 

6.4.1 La identificación de las condiciones óptimas de almacenamiento para el cultivo 
in vitro se debe determinar de acuerdo a la especie. 

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

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

Contexto 

La conservación in vitro se utiliza para el mantenimiento de órganos vegetales o plántulas 
en un periodo de tiempo medio (desde varios meses hasta algunos años) en condiciones 
no perjudiciales y de limitación del crecimiento. Por lo general no es conveniente para 
la conservación a largo plazo (Engelmann, 2011). La conservación 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 información detallada sobre las posibilidades que ofrece el 
almacenamiento in vitro, los principales parámetros a tener en cuenta y las relaciones 
y la complementariedad con otras tecnologías 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 distribución 
y multiplicación, y como fuente de explantos para la criopreservación. Resulta esencial 
separar y eliminar de forma segura los materiales infectados, garantizando así que un 
patógeno o plaga no se libere al ambiente. Es necesario realizar un seguimiento regular y 
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permanente para evitar la acumulación de contaminación que pueda tener lugar durante 
los traslados, transmitirse por el aire de tubo a tubo o ser transportada activamente por 
vectores como ácaros y tisanópteros. Otro riesgo es el colapso por hiperhidratación, 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 antelación. 

Aspectos técnicos 

Las condiciones óptimas para el crecimiento lento deben determinarse antes del 
almacenamiento. Estas condiciones pueden ser alcanzadas mediante el manejo de 
variables como el régimen de iluminación, la temperatura y composición del medio, 
individualmente o en combinación (Engelmann, 1991), pero generalmente se requiere 
experimentación para lograr resultados óptimos. 

El tipo de explantos y su condición fisiológica 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 criopreservación, así como para las fases de recuperación después de la 
criopreservación. 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 desinfección de superficie y también el medio de germinación, 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 bibliografía relativa al cultivo de especies similares. Existen 
protocolos normalizados y publicados que pueden servir de referencias útiles (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 específicos utilizando los medios y condiciones de 
crecimiento de explantos, incluso cuando se trate de especies estrechamente relacionadas. 

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

La experimentación 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 manipulación 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 
óptimas de almacenamiento para las especies tolerantes al frío están entre 0 y 5 °C o un 
poco más, mientras que para el material de origen tropical las temperaturas más bajas 
toleradas pueden estar en el intervalo de 15 a 20 °C, dependiendo de la especie (Normah 
et al., 2011; INIBAP 2011; Engelmann, 1999a; Engelmann, 1991). 

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

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

Aunque el almacenamiento en crecimiento lento se ha utilizado tradicionalmente para 
material cultivado in vitro, también se pueden mantener plántulas ex vitro bajo condiciones 
limitantes del crecimiento. Una alternativa económica es el crecimiento lento de plántulas 
en las condiciones de sombra y limitación de luz que ofrecen las copas los árboles (Chin, 
1996). Por otra parte, la inducción de órganos de almacenamiento in vitro puede servir 
para mejorar de manera eficaz el período de conservación en especies cultivadas que 
forman estos órganos de modo natural (por ejemplo, jengibre [Engels et al., 2011], 
taro, ñame, papa, y otros). 

Disposiciones particulares 

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

En algunos materiales, la acumulación de bacterias encubiertas puede resultar 
un obstáculo gradualmente creciente para el almacenamiento en crecimiento lento 
prolongado. Puede ser contrarrestado mediante la retirada temporal de las vitaminas del 
medio o la adición de antibióticos, pero estas medidas difícilmente 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 tecnología, lo cual hace imposible 
su aplicación (por ejemplo, el cafeto – Dussert, 1997). En algunas especies (por ejemplo, el 
ñame), se pueden formar órganos de almacenamiento in vitro, pero es difícil conseguir la 
germinación. Esto también es válido para bulbillos formados in vitro en algunas accesiones 
de una especie (por ejemplo, el ajo – Keller, 2005). 

En algunas especies (por ejemplo, la caña de azúcar) la inestabilidad genética 
intrínseca puede verse potenciada por las técnicas de cultivo in vitro, mientras que en 
otras (por ejemplo, la yuca) se ha demostrado la estabilidad durante períodos prolongados 
(IPGRI/CIAT 1994). En estos últimos casos la variación somaclonal puede ocurrir con 
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frecuencias más altas. En la mayoría de los casos la variación somaclonal se reduce 
al mínimo mediante el uso consiguiente de técnicas que eviten la inducción de tallos 
adventicios o cualquier formación de callo basal después del corte. La zona donde se 
ha formado el callo debe ser eliminada durante la transferencia al siguiente período de 
cultivo. Para evitar la confusión acerca de las razones de las desviaciones genéticas que 
ocurren, es necesaria la observación minuciosa de la uniformidad de los explantos fuente 
y también excluir el quimerismo del material recibido (o mantenerlo cuidadosamente si es 
necesario en las plantas con variegación). La revisión 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 variación somaclonal. 

La latencia de órganos puede resultar un problema cuando los brotes detienen su 
desarrollo, lo cual ocurre a menudo en especies que forman órganos 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 única (aunque incierta) 
solución es esperar algún tiempo hasta que el brote se produzca de forma espontánea. 

BIBLIOGRAFÍA 

Abreu-Tarazi, M.F., Navarrete, A.A., Andreote, F.D., Almeida, C.V., Tsai, S.M. & Almeida, M. 2010. 
Endophytic bacteria in long-term in vitro cultivated “axenic” pineapple microplants revealed by PCR-
DGGE. World J. Microbiol Biotechnol.,. 26: 555–560. 

Benson, E.E., Harding, K. & Johnston, J.W. 2007. Cryopreservation of shoot-tips and meristems. In J.G. 
Day and & G. Stacey, eds. Methods in molecular biology, Vol. 368. Cryopreservation and freeze drying 
protocols. 2nd edition, pp. 163–184. Totowa, NJ, USA, Humana Press. 

Chandel, K.P.S., Chaudhury, R., Radhamani, J. & Malik, S.K. 1995. Desiccation and freezing sensitivity 
in recalcitrant seeds of tea, cocoa and jackfruit. Annals of Botany, 76: 443–450. 

Chin, H.F. 1996. Strategies for conservation of recalcitrant species. In M.N. Normah, M.K. Narimah & 
M.M. Clyde, eds. In vitro conservation of plant genetic resources, pp. 203–215. Kuala Lumpur, Malaysia. 

Dussert S., N. Chabrillange, F. Anthony, F. Engelmann, C. Recalt & S. Hamon. 1997. Variability in 
storage response within a coffee (Coffea spp.) core collection under slow growth conditions. Plant Cell 
Reports, 16: 344–348. 

Engelmann, F. 1991. In vitro conservation of tropical plant germplasm – a review. Euphytica, 57: 227–243. 

Engelmann, F. eds. 1999a. Management of field and in vitro germplasm collections. Proceedings of a 
consultation meeting, 15–20 January 1996. Cali, Colombia, CIAT, and Rome, Italy, IPGRI. 165 p. 

Engelmann, F. 1999b. Alternative methods for the storage of recalcitrant seeds – an update. In M. 
Marzalina, K.C. Khoo, N. Jayanthi, F.Y.M. Tsan & B. Krishnapillay, eds. Recalcitrant seeds, pp. 159–170. 
Kuala Lumpur, Malaysia, FRIM. 



138

NORMAS PARA BANCOS DE GERMOPLASMA DE RECURSOS FITOGENÉTICOS PARA LA ALIMENTACIÓN Y LA AGRICULTURA 

Engelmann, F. 2011. Biotechnologies for conserving biodiversity. In vitro Cellular and Developmental 
Biology – Plant, 47: 5–16. 

Engels, J. M. M., Dempewolf H. & Henson-Apollonio V. 2011. Ethical considerations in agro-biodiversity 
research, collecting, and use. J. Agric. Environ. Ethics, 24: 107–126. 

George, E.F. 1993. Plant propagation by tissue culture. Part 1: The technology. 2nd edition. Whitchurch, 
Shropshire, UK, Exegenics Limited. 

Hartmann, H.T., Kesler, D.E., Davies, F.T. & Geneve, R.L. 2002. Plant propagation – principles and 
practices. 7th edition. New Jersey, USA, Prentice Hall. 

INIBAP. 2011 (available at http://www.biw.kuleuven.be/dtp/tro/_data/itc.htm). 

IPGRI/CIAT. 1994. Establishment and operation of a pilot in vitro active genebank. Report of a CIAT-
IBPGR collaborative project using cassava (Manihot esculenta Crants) as a model. A joint publication 
of IPGRI and CIAT, Cali, Colombia. 

Keller, E.R.J. 2005. Improvement of cryopreservation results in garlic using low temperature preculture 
and high-quality in vitro plantlets. Cryo-Letters, 26: 357–366. 

Leifert, C. & Cassells, A.C. 2001. Microbial hazards in plant tissue and cell cultures. In Vitro Cell Dev. 
Biol. Plant, 37: 133–138. 

Murashige, T. & Skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue 
culture. Physiologia Plantarum, 15: 473–497. 

Normah, M.N., Kean, C.W., Vun, Y.L. & Mohamed-Hussein, Z.A. 2011. In vitro conservation of Malaysian 
biodiversity – achievements, challenges and future directions. In vitro Cellular and Developmental 
Biology – Plant, 47: 26–36. 

Reed B.M., Engelmann, F., Dulloo, E. & Engels, J.M.M., eds. 2004. Technical guidelines for the 
management of field and in vitro germplasm collections. Rome, Italy, IPGRI/FAO/SGRP. 

Senula, A. & Keller, E.R.J. 2011. Cryopreservation of mint – routine application in a genebank, experience 
and problems. Acta Hort., 908: 467–475. 

Van den Houwe, I., Guns, J. & Swennen, R. 1998. Bacterial contamination in Musa shoot tip cultures. 
Acta Hort., 490: 485–492. 

Van den Houwe, I. & Swennen, R. 2000. Characterization and control of bacterial contaminants in in vitro  
cultures of banana (Musa spp.). Acta Hort., 530: 69–79. 



139

NORMAS PARA BANCOS DE GERMOPLASMA DE CULTIVO IN VITRO Y CRIOPRESERVACIÓN CAPíTULO 6

6.5 Normas 
 para la criopreservación 

Normas 

6.5.1 Los explantos seleccionados para la criopreservación deben ser de la calidad 
más alta que sea posible, y permitir su posterior desarrollo después de la 
escisión y la criopreservación. 

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

6.5.3 Se deben desarrollar los medios para contrarrestar los efectos dañinos de 
las especies reactivas del oxígeno en la escisión y en todas las operaciones 
posteriores. 

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

Contexto 

La criopreservación permite el almacenamiento de células o tejidos en nitrógeno líquido 
(NL) (-196 °C) y con las actividades metabólicas interrumpidas durante un período 
de tiempo indefinido. En cualquier protocolo de criopreservación hay cuatro pasos 
principales: (i) la selección, (ii) el precultivo1, (iii) las técnicas de criopreservación, (iv) la 
recuperación del almacenamiento, y (v) el establecimiento de plántulas. 

Se deben desarrollar protocolos de criopreservación para evitar daños durante la 
conservación. Estos pueden incluir la crioprotección, la desecación parcial, la refrigeración 
y el almacenamiento a temperaturas criogénicas, el recalentamiento y la rehidratación. 

1 Tratamiento para la aclimatación lenta de explantos a la deshidratación/frío/congelación. 
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Existen dos tipos principales de procedimientos de criopreservación: la congelación lenta 
convencional, basada en la deshidratación inducida por la congelación, y, la congelación 
ultrarrápida o vitrificación, que implica la deshidratación previa a la refrigeración 
(Engelmann, 2011a). 

Aspectos técnicos 

Selección de explantos 
La velocidad y la homogeneidad de la deshidratación de células y tejidos dependen de su 
tamaño, y puesto que la gran mayoría de las semillas recalcitrantes son demasiado grandes 
para el secado rápido y uniforme, no se pueden llevar intactas a la criopreservación. 
Además, las células con contenido hídrico mayor de 1,0 g g-1 no sobreviven a la exposición 
a condiciones criogénicas. La escisión y el cultivo de explantos apropiados deben ser 
desarrollados específicamente para el propósito de la criopreservación. Los explantos 
deben ser tan pequeños como sea posible, pero lo suficientemente grandes para permitir 
el posterior desarrollo después de la escisión y después de la criopreservación. Una 
mayor uniformidad celular o del tejido dentro del explanto aumenta la probabilidad de 
crioprotección de todas (o de la mayoría) de las células de dicho explanto y su capacidad de 
regeneración sin que medie la proliferación del callo. Se pueden producir explantos para 
criopreservación a partir de ejes embrionarios, yemas terminales, y tejidos meristemáticos 
y embriogénicos. En semillas recalcitrantes, los embriones o ejes extirpados son los 
explantos más apropiados para la criopreservación. Cuando éstos sean demasiado 
grandes, no resistan el grado necesario de deshidratación, sean sensibles a todos los 
modos comunes de desinfección de superficies y/o resulte imposible someterlos a las 
condiciones de cultivo, otros explantos como los meristemas apicales del tallo representan 
una opción mejor. 

Los explantos más adecuados para las especies de multiplicación vegetativa son las 
yemas, las puntas apicales y los tejidos meristemáticos y embriogénicos. No todos los 
tipos de explantos pueden ser tratados con los mismos o similares procedimientos de 
crioprotección, aunque sean de especies con una relación taxonómica relativamente 
estrecha (Sershen et al., 2007). Es preciso determinar las respuestas a los procedimientos 
de crioprotección de cada especie y de cada genotipo. El material insuficientemente 
desarrollado suele ser más sensible al daño durante la escisión, y del mismo modo no 
se deben seleccionar semillas que hayan desarrollado o germinado hasta la fase de 
protrusión visible de las radículas o de otras partes del embrión (Gouveia et al., 2004). 

También se pueden utilizar para la criopreservación 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 información ver Ganeshan, 2008; Rajashekaran, 
1994; Weatherhead et al., 1978). Cuando se conserva polen es necesario impregnarlo en 
cápsulas de gelatina o bolsitas de papel, o envolverlo en una tira de papel, y algunas 
especies requieren la deshidratación del polen antes de su almacenamiento. 
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Para recuperar el material, las anteras o el polen se deben desprender de las cápsulas, 
bolsitas o tiras a temperatura ambiente. La estimación de la germinación del polen se 
realiza preferiblemente en un medio de germinación. Los ensayos de viabilidad pueden 
realizarse por tinción de polen, y los resultados se correlacionan con la germinación 
del polen, si bien la tasa de germinación casi siempre será inferior. Cuando aun no se 
conozca el comportamiento de una especie, los ensayos de polinización serán necesarios 
para confirmar la eficacia de la fertilización por conjunto de semillas (Ganeshan 2008; 
Rajashekaran 1994; Weatherhead et al., 1978).

Existen herramientas probabilísticas disponibles que facilitan el cálculo del número 
de propágulos que se deben almacenar y recuperar en función de los objetivos, la tasa de 
supervivencia a la criopreservación y otros parámetros (Dussert et al., 2003). 

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

La velocidad de refrigeración hasta temperaturas de NL es importante y debe 
ser considerada en relación con el contenido hídrico del explanto. El protocolo de 
criopreservación debe ser elegido con el criterio de asegurar que el contenido hídrico se 
encuentra dentro del rango que impide la formación de cristales de hielo intracelulares 
en las fases de refrigeración y calentamiento, pero evitando a la vez los daños de la 
desecación en la subestructura celular. En la parte alta del rango de contenido hídrico 
al cual se desecan los ejes, la refrigeración debe ser lo más rápida posible, ya que la 
refrigeración muy rápida de especímenes pequeños tiende a ser uniforme y reduce al 
mínimo el tiempo en el que se permanece dentro del intervalo de temperaturas que 
permitiría la cristalización de hielo. Los embriones y ejes generalmente constituyen 
solamente una fracción insignificante de la masa y el volumen de la semilla, por lo 
que son adecuados para la desecación ultrarrápida, solventando así el problema de los 
daños relacionados con el metabolismo. Por otro lado, la velocidad de refrigeración es 
menos crítica en ejes recalcitrantes que han sufrido desecación ultrarrápida (utilizando 
la deshidratación por evaporación) cerca de sus límites inferiores de tolerancia. 

Las técnicas basadas en la deshidratación 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 
criopreservación de una gran variedad de explantos de muchas especies, utilizando 
uno o varios procedimientos (Benson et al., 2007). Además, existe un gran número de 
publicaciones sobre la criopreservación de ápices, otros tejidos meristemáticos, 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 análisis periódicos de muestras extraídas de la 
criopreservación, al principio tras un intervalo corto de almacenamiento. 
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La mayoría de los protocolos de vitrificación de plantas utilizan crioprotectores, los 
cuales normalmente consisten en una mezcla de tipos penetrantes y no penetrantes. 
La deshidratación por evaporación se ha empleado normalmente en embriones y ejes 
embrionarios cigóticos. Aunque se desarrollaron originalmente para ápices y embriones 
somáticos, la encapsulación-deshidratación y el procedimiento llamado vitrificación (que 
emplea diversas soluciones de vitrificación 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 
información sobre todos los protocolos de vitrificación que se han desarrollado para 
embriones somáticos utilizando PVS2. La vitrificación con PVS2 también se ha utilizado 
para la criopreservación 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 propagación vegetativa. Otra solución de vitrificación 
habitual es la PVS3 (Nishizawa, 1993), que no utiliza DMSO (dimetil sulfóxido) y que 
por lo tanto puede ser la mejor opción para las especies que sufren daños con DMSO. 
Recientemente se han desarrollado diversas soluciones de carga y vitrificación alternativas 
que puede ser muy eficaces en la crioconservación de materiales sensibles a PVS2 y PVS3 
(Kim et al., 2009a; Kim et al., 2009b). 

En los límites inferiores de la deshidratación tolerada por embriones y ejes 
recalcitrantes, normalmente se retiene una porción de agua congelable. Tanto en el 
enfriamiento lento como en el recalentamiento puede ocurrir cristalización de hielo en 
la fracción de agua congelable entre -40 y -80 °C aproximadamente. El recalentamiento 
entre 37 y 40 °C evita la cristalización, si bien hay que señalar que la transferencia desde 
las temperaturas criogénicas debe ser muy rápida. 

A continuación se indican las principales técnicas de crioconservación y sus 
parámetros fundamentales necesarios: 

 n velocidad de enfriamiento controlada: elección de un crioprotector (raramente 
mezcla de crioprotectores); selección de la velocidad de enfriamiento (para evitar la 
cristalización en el interior de las células); 

 n encapsulación-deshidratación: determinación del tiempo de deshidratación osmótica 
y de la velocidad de tratamiento, determinación del tiempo de desecación del aire; 

 n vitrificación: determinación del tipo de solución de vitrificación y del tiempo de 
tratamiento (evaluación de su toxicidad); en presencia de hielo se deben utilizar PSV2; 

 n congelación de microgotas: determinación del tipo de solución de vitrificación y del 
tiempo de tratamiento (evaluación de su toxicidad).

Recuperación del crioalmacenamiento 
El recalentamiento del germoplasma vitrificado se suele realizar en dos pasos: el primero 
es lento para permitir la relajación de los cristales, generalmente a temperatura ambiente, 
y el segundo más rápido a 45 °C aproximadamente para evitar la nucleación del hielo 
(Benson et al., 2011). 
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Las muestras procesadas por encapsulación-deshidratación2 pueden transferirse 
directamente a un medio de recuperación/germinación para su recalentamiento rápido, 
o los criotubos que contienen las cápsulas de alginato pueden colocarse en un baño de 
agua a 40 °C durante 2-3 minutos. Alternativamente, las cápsulas pueden ser rehidratadas 
mediante su colocación durante unos 10 minutos en medio líquido. Se ha demostrado 
que la eliminación de la cápsula también es ventajosa (Engelmann et al., 2008). La 
encapsulación-deshidratación ha demostrado ser consistente y eficaz para yemas terminales 
de muchas especies (González y Engelmann, 2006), embriones somáticos de coníferas 
(Engelmann, 2011b), una variedad de especies y variedades de cítricos y especies frutales 
de clima templado (Damiano et al., 2003; Damiano et al., 2007). 

Para restaurar la actividad metabólica de la célula en el recalentamiento, se deben 
retirar de ella los crioprotectores tóxicos y el equilibrio hídrico normal se debe restaurar 
de forma gradual mientras la célula vuelve a una temperatura de funcionamiento normal. 
La composición inicial del medio de recuperación puede tener que ser ligeramente 
modificada después de que los explantos hayan sido deshidratados o expuestos al producto 
criógeno. Cuando se utilizan soluciones de vitrificación de plantas (PVS), después del 
recalentamiento rápido es necesaria una dilución o fase de descarga (eliminación de 
tóxicos PVS) (Sakai et al., 2008; Kim et al., 2004). 

Todas las fases de la criopreservación pueden poner en peligro la supervivencia, pero 
especialmente durante el calentamiento y la rehidratación pueden ocurrir explosiones de 
especies reactivas del oxígeno (ERO o ROS por Reactive Oxygen Species)3 (Whitaker et al., 
2010; Berjak et al., 2011). En principio el recalentamiento y los medios de rehidratación 
también deben contrarrestar los efectos nocivos de las ERO, pero es imprescindible 
establecer los medios para reducir al mínimo las explosiones de ERO que acompañan 
a la escisión (Whitaker et al., 2010; Berjak et al., 2011; Engelmann, 2011a; Goveia et al., 
2004). Los tratamientos con agua catódica (una solución 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 criopreservación de ejes embrionarios recalcitrantes de Strychnos gerrardii, y favorecer 
el desarrollo de brotes (Berjak et al., 2011). Los efectos beneficiosos del tratamiento son 
más marcados cuando el desarrollo de los embriones o ejes progresa durante un período 
de almacenamiento hidratado, lo que indica la importancia del estado de desarrollo de 
las semillas. El tratamiento de ejes con agua catódica, no tóxica y antioxidante, parece 
ofrecer por un lado una explicación a los fracasos anteriores de la producción de brotes 
en los ejes, y por otro un tratamiento paliativo para contrarrestar el estrés relacionado 

2 La encapsulación-deshidratación implica la encapsulación de los explantos en cápsulas de alginato y su cultivo 
(previo al crecimiento) en un medio líquido enriquecido en sacarosa durante períodos de hasta 7 días. Después se 
someten a deshidratación, utilizando un flujo de aire laminar o secado ultrarrápido, o a exposición a gel de sílice 
activado, para desecar los explantos hasta un contenido hídrico aproximado de 0,25 g g-1 (20 por ciento M.H.), para 
finalmente enfriarlos rápidamente. 

3 Las ERO son moléculas altamente reactivas, normalmente radicales libres, que dañan las proteínas, lípidos y ácidos 
nucleicos. 
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con las explosiones de ERO. Además, los instrumentos utilizados para la escisión de 
embriones y ejes pueden contribuir a la producción de ERO. A este respecto, el uso de 
una aguja hipodérmica es probable que cause menos trauma que el uso de un bisturí de 
hoja pequeña (Benson et al., 2007). El uso de dimetil sulfóxido (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 formación de ERO se incluyen por ejemplo el ácido ascórbico 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 enzimática de 
las células vegetales vivas (Mikula 2006). 

Establecimiento de plántulas 
Una vez los embriones o ejes embrionarios escindidos han sido recalentados, el siguiente 
paso es generar y establecer una planta o plántula para completar el ciclo de regeneración. 
El establecimiento de plántulas y plantas jóvenes requiere de dos pasos: primero su 
establecimiento in vitro y después el establecimiento ex vitro y aclimatación. El material 
recuperado de la criopreservación debe ser introducido en un medio de recuperación 
inicialmente en ausencia de luz. Para la introducción 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 rehidratación debe realizarse en una 
solución de la misma composición. La producción en cada plántula resultante de una raíz 
y un tallo es una medida de la eficacia de la criopreservación de ejes. Para el material de 
propagación vegetativa, la criopreservación se considera satisfactoria cuando se obtienen 
brotes, los cuales pueden ser enraizados o llevados a una posterior micropropagación. 

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

El establecimiento ex vitro y la aclimatación de plántulas implica esencialmente su 
transferencia desde el cultivo de crecimiento lento o la criopreservación de material 
vegetativo en condiciones in vitro heterótrofas a un sustrato estéril en el que se 
desarrollará la condición autotrófica. Los medios de recuperación deben contener macro 
y micronutrientes, minerales esenciales y una fuente de carbono, y también puede ser 
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necesaria la adición de reguladores del crecimiento. Los medios deben haber pasado por 
un autoclave durante su preparación, y si un componente sensible al calor es necesario, 
éste deberá ser esterilizado por filtración antes de ser añadido al medio. Los medios de 
germinación 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, 
a media o a un cuarto de potencia, según 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 criopreservación pasan 
directamente a convertirse en plántulas para la aclimatación, o se puede producir una 
fase de multiplicación previa a la aclimatación, ofreciendo así la posibilidad de producir 
el número deseado de copias de la accesión recuperada. 

Disposiciones particulares 

Se debe tener en cuenta que la elaboración del protocolo puede requerir más de una sola 
colección y puede prolongarse durante dos o más años, debido a la naturaleza estacional 
de la disponibilidad de semillas. 

Es preciso señalar 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 más caro y menos 
seguro que el almacenamiento directamente en NL. Aunque en el NL haya algunos 
microbios en suspensión esto no constituye necesariamente una causa de contaminación 
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 ahí la 
necesidad de colocar los propágulos recolectados en almacenamiento hidratado y de tomar 
muestras periódicamente para conocer la germinación y el comportamiento de los ejes 
extirpados. En el caso de que no germinen ni la semilla o propágulo ni los embriones o ejes 
extirpados, el material puede estar muerto o durmiente. La prueba de tetrazolio determinará 
si las semillas son viables o no. Si son viables se puede asumir que están durmientes, y será 
necesario llevar a cabo los experimentos apropiados para romper la condición de dormancia. 

En el caso de la mayoría de las especies con semillas recalcitrantes, no es factible la 
regeneración tal como se practica en especies de semillas ortodoxas. Si se produce una 
caída inaceptable en la calidad de los embriones o ejes crioalmacenados, la única opción 
consistiría en repetir el muestreo de semillas en la población o poblaciones originales 
y adaptar los procedimientos. En los casos en que los embriones o ejes embrionarios 
sigan sin mostrar respuesta a la criopreservación, se debe centrar toda la atención en 
el desarrollo de explantos alternativos adecuados, preferiblemente los derivados de 
plántulas 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 extracción de ápices para 
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la criopreservación, ya que este material puede contener o haber acumulado bacterias 
encubiertas (endófitos) que se difundirán durante la recuperación de la criopreservación, 
y por lo tanto dificultarán enormemente la criopreservación. 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 extraídos de la sala de 
crecimiento y destruidos. El problema más devastador en cualquier sala de crecimiento 
es la infestación por ácaros. Después de extraer todos los cultivos que muestren señales 
de ácaros, se requiere como respuesta rápida una desinsectación de las instalaciones. 
Después será necesaria una inspección de todos los recipientes de cultivo y la retirada y 
destrucción de cualquier recipiente que muestre evidencia de ácaros (los cuales muerden 
a través del Parafilm™, y extienden esporas de hongos desde un cultivo infectado al resto). 

El agotamiento de nitrógeno líquido en un tanque de almacenamiento o en un 
congelador de NL llevaría 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 documentación 

Normas 

6.6.1 Los datos de pasaporte de todas las accesiones deben estar documentados 
utilizando los descriptores de pasaporte para cultivos múltiples de la FAO/
IPGRI. Además, la información de la accesión también debe incluir datos 
de inventario, de peticiones y de distribución, así como la información 
proporcionada por los usuarios. 

6.6.2 Se deberá registrar en una base de datos apropiada la información y los datos de 
gestión generados en el banco de germoplasma, y los datos de caracterización 
y evaluación que se tomen. 

6.6.3 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 
estándares internacionales de datos. 

Contexto 

La información exhaustiva sobre las accesiones es esencial para la gestión del banco 
de germoplasma. Los datos de pasaporte constituyen un mínimo, pero otros tipos de 
información también son de gran utilidad como los datos geográficos (coordenadas GPS) 
y ecológicos (superposición de mapas de clima y suelo) del lugar de la recolección e 
información histórica, así como los datos de caracterización y evaluación. 

Aspectos técnicos 

Dados los avances en las tecnologías de la información, actualmente es relativamente 
simple registrar, manejar y compartir información sobre las accesiones. Todos los bancos 
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de germoplasma deben utilizar sistemas compatibles de almacenamiento y recuperación 
de datos, así como los descriptores de pasaporte para cultivos múltiples de la FAO/IPGRI 
(Alercia et al., 2001), ya que facilitan el intercambio de datos. 

Los datos de caracterización y evaluación son producidos por los usuarios. Estos datos 
son muy útiles 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 información a los usuarios. 

Los datos de gestión deben ser tan completos como sea posible para permitir un 
manejo eficaz de la colección. La mayoría de los datos de gestión son solamente para 
uso interno del responsable de la colección y de valor limitado o nulo para otros, tanto 
usuarios como bancos de germoplasma receptores. Por lo tanto, los datos de gestión 
deben estar restringidos al uso exclusivo del responsable de la colección, si bien se puede 
extraer una parte de la información (historial, forma biológica y disponibilidad) para uso 
público. Además de los datos clave de la accesión (datos de pasaporte y caracterización), 
los datos de gestión deben incluir lo siguiente: 

 n Historia (fecha de adquisición, cifras preliminares, fecha de cambio de los números, 
determinación taxonómica, nombre del especialista que determinó el material, cultivo 
en campo o invernadero de cualquier material recibido de un donante, forma de 
extracción del material in vitro o criopreservado de este material del donante) 

 n Tipo de almacenamiento (in vitro o criopreservación, o almacenamiento hidratado en 
el caso de semillas recalcitrantes) 

 n Lugar donde se almacena el material (salas de cultivo o tanques de frío, incluyendo 
situación concreta en estante y caja) 

 n División de la accesión en varias partes (cuando el material se divide en subclones, 
varios lotes de criopreservación, número de tubos almacenados) 

 n Duplicación de seguridad (fecha de la duplicación, institución y país donde se 
encuentra el duplicado, persona responsable en esa institución, referencia a los 
documentos del acuerdo de duplicación) 

 n Referencia al protocolo utilizado para el cultivo in vitro y/o la criopreservación 
 n Etiquetado de los recipientes de cultivo (códigos de color, códigos de barras). Existen 

etiquetas resistentes al NL, las cuales se puede envolver alrededor de tubos ya 
congelados si es necesario. 

Los avances de la biotecnología permitirán complementar los datos fenotípicos con 
datos moleculares. El uso de códigos de barras en las colecciones será de gran utilidad en 
el manejo de la información y el material ya que reduce la posibilidad de cometer errores. 

La mayoría de los bancos de germoplasma disponen actualmente de computadoras y 
acceso a Internet. Los sistemas informáticos de almacenamiento de datos e información 
facilitan el almacenamiento de toda la información relacionada con el manejo de 
colecciones in vitro y en criopreservación. Existen sistemas de manejo de información 
sobre germoplasma, como GRIN-Global (2011), desarrollados específicamente para las 
necesidades de gestión de la documentación y la información comunes a todos los bancos 
de germoplasma. La adopción de los estándares de datos que actualmente existen para 
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la mayoría de los aspectos de la gestión de los datos de los bancos de germoplasma 
facilita la gestión de la información y contribuye a mejorar el uso e intercambio de datos. 
Compartir y hacer pública la información de las accesiones a los posibles usuarios del 
germoplasma es primordial para facilitar y fomentar el uso de la colección. En última 
instancia, la conservación y la capacidad de utilizar el germoplasma conservado se 
promueven mediante una buena gestión de la información y los datos. 

Disposiciones particulares 

La documentación perdida o incompleta reduce el valor de una accesión, hasta el punto 
de hacer imposible su utilización. 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 gestión debe limitarse exclusivamente a las personas responsables. 
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6.7 Normas para la distribución 
 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 Todas las muestras se deben suministrar junto con la documentación completa 
exigida por los países donante y receptor. 

6.7.3 El proveedor y el receptor deberán establecer las condiciones de la transferencia 
de material y deberán asegurar el adecuado restablecimiento de las plantas a 
partir del material in vitro o criopreservado. 

Contexto 

La distribución de germoplasma consiste en el suministro de una muestra representativa 
de una accesión 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 climático, los cambios en los espectros de 
virulencia de las principales plagas y enfermedades, las especies exóticas invasivas, así como 
otras necesidades de los usuarios finales. Esta demanda ha llevado a un mayor reconocimiento 
de la importancia de la utilización del germoplasma de los bancos, lo que determina en última 
instancia la distribución del germoplasma. Es importante que la distribución de germoplasma 
de un país 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 
biológica 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 
alimentación y la agricultura, y regula el reparto de beneficios derivados de su utilización. 
El TIRFAA establece un sistema multilateral de recursos fitogenéticos para la alimentación 
y la agricultura para un conjunto de 64 especies cultivadas alimentarias y forrajeras 
(comúnmente conocidas como especies del Anexo 1 del Tratado) las cuales en su distribución 
están acompañadas 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 conservación y la utilización sostenible, junto con la facilitación del acceso y la 
distribución equitativa de los beneficios derivados de su uso. 

Todas las accesiones estarán acompañadas de la documentación requerida como los 
certificados fitosanitarios y los permisos de importación según corresponda, además de la 
información de pasaporte. Antes de realizar el envío se deberá confirmar el destino final y los 
requisitos fitosanitarios de importación más recientes del país receptor (en muchos países la 
normativa cambia con frecuencia). La transferencia de germoplasma debe planificarse con 
gran atención y contar con el asesoramiento del instituto nacional oficialmente autorizado, 
el cual debe proporcionar la documentación apropiada en cumplimiento con los requisitos 
del país importador, como el certificado fitosanitario oficial. El receptor del germoplasma 
debe proporcionar al banco de germoplasma proveedor toda la información relativa a la 
documentación requerida para la importación 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 años de vida. Por esta razón, la regeneración 
no constituye una forma rápida de aumentar el tamaño de las muestras para los fines de 
satisfacer la demanda. Si la muestra está en forma de explantos in vitro alternativos para 
la multiplicación, ésta es posible antes de la producción de plántulas independientes, pero 
es necesario contar con una petición previa. 

El germoplasma debe llegar a su destino en óptimas condiciones y por lo tanto se 
deben reducir al mínimo las condiciones ambientales adversas durante el transporte 
así como las autorizaciones de las aduanas. Se recomienda hacer uso de un servicio 
de mensajería de confianza, con experiencia en tratar con aduanas. El periodo de 
tiempo entre la recepción de una petición de germoplasma y el envío de los materiales 
se debe reducir al mínimo, con el fin de mejorar la eficacia de la función del banco de 
germoplasma. Si la muestra se encuentra en criopreservación y se va a transferir a otro 
banco de germoplasma donde continuará en criopreservación, debe enviarse dentro de 
un embalaje de tipo termo de NL con aislamiento (“dry shipper”). 

Si el propósito es poner la muestra para su crecimiento inmediatamente después de 
su recepción, puede ser recalentada, rehidratada y encapsulada en cápsulas de alginato 
de calcio antes de su envío. Estas semillas sintéticas se desarrollaron originalmente 
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para embriones somáticos, pero pueden mantener eficazmente en buenas condiciones 
embriones o ejes escindidos que hayan sido recalentados e hidratados durante al menos 
10 días a 16 °C sin que se inicie la germinación (protrusión de radículas). La germinación 
y el establecimiento de plántulas a partir de semillas sintéticas es posible en condiciones 
in vitro, y también podría ser eficaz en sustratos esterilizados para semilleros. También 
representa una alternativa para otros explantos pequeños de criopreservación, pero la 
técnica solamente se ha aplicado en unos pocos casos. 

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

Para el envío de plántulas in vitro se recomiendan las bolsas de plástico asépticas que 
pueden contener dispositivos especiales de ventilación. Si se utilizan recipientes de vidrio, 
hay que asegurar que se coloca suficiente material de relleno en los contenedores y que la 
declaración de fragilidad queda a la vista. En los casos de tubos de vidrio y plástico, también 
se debe indicar la correcta orientación de los contenedores. 

Disposiciones adicionales 

Las deficiencias en el manejo, incluido el embalaje inapropiado o retrasos en el envío, 
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 duplicación de seguridad 

Normas 

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

6.8.2 Los bancos de germoplasma deberán respetar las normas y protocolos locales 
de seguridad y salud en el trabajo. La sección de criopreservación debe cumplir 
con todas las medidas cautelares específicas relacionadas con el uso de 
nitrógeno líquido. 

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

6.8.4 Se debe almacenar un duplicado de seguridad de cada accesión en un banco de 
germoplasma geográficamente distante en las mejores condiciones posibles. 

6.8.5 El duplicado de seguridad debe ir acompañado de la documentación pertinente. 

Contexto 

Es de suma importancia que la infraestructura física de cualquier banco de germoplasma, 
así como la seguridad de su personal, estén protegidas de forma que se garantice que 
el germoplasma conservado está a salvo de cualquier factor externo que suponga un 
peligro. Para manejar una colección de germoplasma de forma eficaz, un banco de 
germoplasma requiere personal capacitado y con experiencia. El manejo no sólo implica 
el mantenimiento de la colección y de sus datos, sino una evaluación de los riesgos 
derivados de la actividad humana o los provocados por causas naturales. Existen peligros 
específicos relacionados con el uso de NL. 
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La seguridad física de las colecciones también requiere una duplicación de las 
colecciones en condiciones seguras y en una ubicación geográficamente distante, bajo 
las mismas condiciones. En caso de catástrofe natural o física (incendios, inundaciones), 
se pueden utilizar estos duplicados para reconstruir las colecciones. Además de la 
duplicación de las accesiones, la duplicación de seguridad comprende la duplicación de 
la información, lo que implica la creación de copias de seguridad de las bases de datos. 

Aspectos técnicos 

Un banco de germoplasma debe aplicar y promover un manejo sistemático de los riesgos 
que considere los riesgos físicos y biológicos 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, así como un plan de acción 
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adjunto, deben ser revisados y actualizados regularmente para tomar en cuenta las 
circunstancias cambiantes y las nuevas tecnologías, 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 área de criopreservación debe estar bien aireada mediante 
ventilación forzada y se debe contar con monitores de oxígeno. La fuga de NL hacia los 
crioviales puede ser muy peligrosa, por lo que se deben utilizar recipientes adecuados 
que hayan sido específicamente diseñados para su función y seguir estrictamente las 
instrucciones del fabricante. Para reducir el riesgo de lesiones físicas, 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 ubicación 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 
crítico: 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 transición vítrea1 . Al retirar un vial de 
una caña o caja se debe prestar especial atención a que la temperatura del resto de 
los viales no aumente hasta la temperatura de transición vítrea. Los viales no deben 
ser etiquetados con etiquetas adhesivas convencionales porque éstas se despegarán 
a las temperaturas del NL. El uso de una impresora de etiquetas operada desde una 
computadora permite que se impriman etiquetas específicas para los viales, así como 
el registro de información y el uso de un código de barras único. Se deben seguir las 
recomendaciones del fabricante sobre el vial más apropiado para cada caso particular. 

La gestión 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 deberán 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 áreas temáticas es conveniente. El personal deberá 
tener una formación adecuada, adquirida mediante capacitación certificada y/o en el 
puesto de trabajo, y deberán determinarse las necesidades de formación del personal que 
vayan surgiendo. 

Para la seguridad física de las colecciones también se debe considerar la duplicación 
de las colecciones en condiciones seguras, en las mismas condiciones y en una ubicación 
geográficamente distante. En caso de catástrofe natural o física (incendios, inundaciones), 
estos duplicados se pueden utilizar para restablecer las colecciones. El duplicado de 

1 En PVS2, una de las soluciones crioprotectoras utilizadas más habitualmente, las transiciones vítreas se producen a 
-115 ° C aproximadamente. 



158

NORMAS PARA BANCOS DE GERMOPLASMA DE RECURSOS FITOGENÉTICOS PARA LA ALIMENTACIÓN Y LA AGRICULTURA 

seguridad debe estar ubicado en un lugar política y geológicamente estable, y a una 
elevación 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 colección inicial. 

La duplicación de seguridad requerirá de un acuerdo legal firmado entre el banco 
depositante y el banco de almacenamiento o receptor. Este último no tendrá derecho al 
uso y distribución 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 colección 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 deberán enviarse en embalajes 
de tipo termo de NL con aislamiento (“dry shipper”), y el transporte deberá ser lo más 
rápido 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 introducción involuntaria de plagas y enfermedades. 

Es frecuente que los contenedores de NL estén contaminados con hongos o 
bacterias. Si las muestras se almacenan en la fase líquida del nitrógeno, puede ocurrir la 
contaminación de la muestra. 

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

AADB  Acuerdo de acceso y distribución de beneficios

AAM  Acuerdo de adquisición de material

ANTM  Acuerdo normalizado de transferencia de material

ATM  Acuerdo de transferencia de material

BRAHMS   Botanical Research and Herbarium Management System   
 (Sistema de Gestión de la Investigación Botánica y Herbario)

CDB  Convenio sobre la Diversidad Biológica

CGIAR  Grupo Consultivo para la Investigación Agrícola Internacional

CIPF  Convención Internacional de Protección Fitosanitaria

CRGAA  Comisión de Recursos Genéticos para la Alimentación  
 y la Agricultura

DMSO  dimetil sulfóxido

ELISA  ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas

ENSCONET  European Native Seed Conservation Network

ERO  especies reactivas del oxígeno

EST-SSR  Expressed Sequence Tags - Simple Sequence Repeats

FAO  Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación   
 y la Agricultura
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GBS  Genotyping-By-Sequencing

GPS  Sistema de posicionamiento mundial

GRIN  Red de Información de Recursos de Germoplasma

GWS  Genome-Wide Selection

HR  Humedad relativa

ICIS  Sistema internacional de información sobre cultivos

ICT  Tecnología de la información y la comunicación

ISTA  Asociación Internacional de Análisis de Semillas

MS Murashige and Skoog’s nutrient medium

Ne  Effective Population Size

NL  nitrógeno líquido

NPGS Sistema nacional de germoplasma vegetal

OIV  Organización Internacional de la Viña y el Vino

PVS  vitrificación de plantas

RAPD  Random Amplified Polymorphic DNA

RFAA Recursos fitogenéticos para la alimentación y la agricultura

RFLP  Restriction Fragment Length Polymorphism

SID  Base de datos de información sobre semillas

SMTA  Standard Material Transfer Agreement

SNP  Single Nucleotide Polymorphism

SSR  repetición de secuencia única

TIRFAA  Tratado Internacional sobre los Recursos Fitogenéticos para  
 la Alimentación y la Agricultura

UPOV  Unión Internacional para la Protección de las  
 Obtenciones Vegetales

USDA  Departamento de Agricultura de los Estados Unidos



NORMAS PARA BANCOS DE GERMOPLASMA DE RECURSOS FITOGENÉTICOS PARA LA ALIMENTACIÓN Y LA AGRICULTURA 

162

Accesión: Una muestra distinta, singularmente identificable de semillas que 
representa un cultivar, una línea de cría o una población y que se mantiene 
almacenada para su conservación y uso. 

Almacenamiento en crecimiento lento in vitro: El mantenimiento de órganos 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 acompañadas 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 
reducción de la temperatura, manteniendo una temperatura adecuada dependiente 
del taxón. Al final de una fase de subcultivo es necesaria la transferencia a un 
medio nuevo, con o sin una etapa de multiplicación y algunas veces períodos de 
cultivo caliente para su restablecimiento. 

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

Base de datos: Conjunto organizado de datos interrelacionados reunidos para un 
propósito específico y que se conserva en uno o más medios de almacenamiento. 

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

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

Certificado fitosanitario: Certificado expedido por los servicios fitosanitarios 
públicos para atestar que el material de semillas está prácticamente exento de 
plagas y enfermedades. 

Anexo 2: Glosario 
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Código de barras: Sistema informático de codificación que utiliza un patrón impreso 
o una serie de barras en las etiquetas para identificar accesiones de germoplasma. 
Los códigos de barras son leídos por medio de un barrido óptico del patrón 
impreso y se descodifican usando un programa de ordenador. 

Colección: Grupo de accesiones de germoplasma mantenido para un propósito 
específico en condiciones definidas. 

Colección activa: Accesión de germoplasma que se utiliza para la regeneración, 
multiplicación, distribución, caracterización y evaluación. Las colecciones activas 
se mantienen almacenadas de corto a medio plazo y por lo general se duplican en 
una colección base que se mantiene almacenada de medio a largo plazo. 

Conservación a largo plazo: Almacenamiento de germoplasma durante un largo 
período, como el que se hace en las colecciones base y en las colecciones 
duplicadas. El período de almacenamiento antes de que las semillas necesiten 
ser regeneradas varía, pero es como mínimo de varias décadas y posiblemente de 
un siglo o más. La conservación a largo plazo tiene lugar a temperaturas bajo cero. 

Conservación 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 producirá poca pérdida de viabilidad durante 
aproximadamente diez años. La conservación a plazo medio se lleva a cabo a 
temperaturas entre 0 °C y 10 °C. 

Conservación ex situ: Conservación de la diversidad biológica fuera de su hábitat 
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 húmedo): Peso de humedad libre dividido 
por el peso de agua más materia seca, expresado en porcentaje. 

Criopreservación o Crioconservación: El almacenamiento de los órganos de la 
planta en nitrógeno líquido (-196 °C o por encima), en su fase vapor (máximo de 
-140 °C). En el contexto de los bancos de germoplasma, se utiliza para los brotes, 
las puntas de los brotes y otros tejidos meristemáticos y embriogénicos, explantos 
de recalcitrantes y (en casos especiales) semillas ortodoxas enteras, polen y 
embriones somáticos. En la mayoría de los casos la fase de almacenamiento 
propiamente dicha va precedida o seguida de una fase in vitro. 

Criopreservación 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 deshidratación 
del polen puede ser necesaria antes de la criopreservación, pero el polen de 
algunas especies es fácilmente almacenable sin ningún tratamiento previo. Para 
la regeneración de las muestras de polen almacenadas debe disponerse de un 
individuo para el cruzamiento para así obtener el material de la planta finalmente 
deseado a través de la muestra de semillas y de la germinación. 
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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 país importador. 

Cultivo in vitro: Cultivo de órganos de la planta o plantas enteras utilizando un 
medio artificial de nutrientes almacenados en recipientes de vidrio o de plástico. 
El cultivo in vitro de cultivos de propagación vegetativa incluye varias opciones, 
como la micropropagación, la eliminación 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 crioconservación así como para 
las fases de recuperación después de la crioconservación (véase también el 
almacenamiento en crecimiento lento). 

Datos de pasaporte: Información básica sobre el origen de una accesión, como los 
detalles registrados en el lugar de recolección, la información pertinente sobre el 
pedigrí o de otro tipo que ayude a la identificación de una accesión. 

Deriva genética: Cambios en la composición genética de una población cuando 
el número de individuos se reduce por debajo de la frecuencia de ciertos alelos 
dentro de ella. 

Descriptor: Rasgo, característica o atributo identificable y medible observado en 
una accesión que se utiliza para facilitar la clasificación, el almacenamiento, la 
recuperación y el uso de datos. 

Distribución: 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 
características. 

Documentación: Colección organizada de registros que describen la estructura, el 
propósito, los procedimientos, el mantenimiento y las necesidades de datos. 

Donante: Institución o persona responsable de la donación de germoplasma. 

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

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

Estándar de regeneración: Porcentaje de viabilidad de la semilla por debajo del cual 
la accesión debe regenerarse para producir semillas frescas. 

Evaluación: Registro de aquellas características en cuya expresión influyen a menudo 
factores ambientales. 

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

Gel de sílice: Substancia química inerte que absorbe el agua de su entorno y la pierde 
por evaporación cuando se calienta. 

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

Germinación: Proceso biológico que conduce al desarrollo de una plántula a partir 
de una semilla. El crecimiento de la radícula es el primer signo visible de la 
germinación, pero a veces el crecimiento puede detenerse o puede ir seguido por 
un desarrollo anormal. De acuerdo con las normas de la Asociación Internacional 
de Análisis de Semillas (ISTA), se considera que han germinado solamente las 
plántulas que muestran una morfología normal. 

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

Humedad relativa: Medida de la cantidad de agua presente en el aire en comparación 
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 cúbico. 

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

Isoterma: Gráfico que muestra la relación entre el contenido de humedad y el 
porcentaje de humedad relativa de la semilla. 

Isoterma de adsorción: Véase isoterma. 

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

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

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

Muestra: Parte de una población que se utiliza para estimar las características del 
conjunto. 

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

Muestra más similar a la original: Muestra de semillas que se han sometido al 
menor número de ciclos de regeneración 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 regeneración si el lote de semillas 
original requería regeneración antes de almacenarse. 

ANEXO 2
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Multiplicación: Muestra representativa de una accesión cultivada para multiplicar 
la cantidad de material conservado para su distribución. 

Número de accesión: Identificador único asignado por el curador cuando la accesión 
se incorpora a una colección. Este número no debe ser asignado a otra accesión. 

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

Pedigrí: Registro de la ascendencia de una línea genética o variedad. 

Población: Grupo de plantas o animales que comparten una misma área geográfica 
o región y que tienen rasgos comunes. 

Polinización: 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. 

Propágulo: Cualquier estructura capaz de dar lugar a una planta nueva, ya sea a través 
de la reproducción 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 húmedas se 
sumergen en una solución de cloruro de trifenil tetrazolio. 

Prueba de viabilidad: Análisis de una muestra de semillas de una accesión con la 
finalidad de estimar la viabilidad de la accesión completa. 

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

Rasgo: Cualidad o atributo reconocible resultante de la interacción 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 años 
de selección dirigida por el agricultor y que está específicamente adaptada a las 
condiciones locales. Las razas nativas suelen ser genéticamente heterogéneas. 

Regeneración: Proceso por el que se hace crecer una accesión 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 daños, para 
aumentar su longevidad. 

Semillas recalcitrantes: Semillas que no son tolerantes a la desecación, que no se 
secan durante las últimas etapas de desarrollo y que se deshacen en un contenido 
de agua que varía entre 0,3 y 4 g g-1. La pérdida de agua resulta en una pérdida 
de vigor y una disminución de la viabilidad rápidas y la muerte de las semillas 
en contenidos de agua relativamente altos. 
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Tiempo de almacenamiento: Número de años que una semilla puede almacenarse 
antes de morir. 

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

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

ANEXO 2
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