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Prélogo

Los recursos fitogenéticos son la base de la subsistencia de la humanidad.
Suplen las necesidades basicas y ayudan a resolver problemas como el
hambre y la pobreza. Sin embargo, se han ido perdiendo principalmente
por el uso inadecuado que hacemos de ellos, asi como por la destruccion
de sus habitat. Dada su vital importancia es necesario conservarlos para
beneficio de las generaciones presentes y futuras.

Los recursos fitogenéticos se pueden conservar dentro o fuera de su habitat
natural, o combinando ambas alternativas. Fuera de su habitat natural,
los recursos fitogenéticos se conservan en bancos y colecciones de
germoplasma, pasando por diferentes etapas y procedimientos que
requieren personal capacitado. Con el fin de facilitar la capacitacion de
personal para el manejo de los bancos, el IPGRI ha desarrollado este
material didactico como parte de un proyecto colaborativo con Espafa
para fomentar la capacitacion y la investigacion en recursos fitogenéticos
en América Latina.

El material capacita al usuario en los aspectos fundamentales de la
conservacion ex situ de recursos fitogenéticos, desde la etapa de colecta
hasta la utilizacion del germoplasma. Explica los principios y describe los
procedimientos necesarios para una conservacion ex situ efectiva. Incluye
referencias bibliogréaficas y ejemplos que ilustran como pasar de la teoria
a la practica.

Con el desarrollo y puesta a disposicion de los usuarios de este material,
el IPGRI espera hacer un aporte significativo a la capacitacion de técnicos
en recursos fitogenéticos que redunde en una mayor eficiencia en la
conservacion ex situ y la utilizacion del germoplasma.

Ramon Lastra
Director Regional, Grupo Américas
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l. Objetivos

Estudiar las alternativas y métodos para
conservar recursos fitogenéticos ex situ
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I. Objetivos

Al completar este modulo, el alumno:

estara familiarizado con los propdsitos, métodos y estrategias utilizados para
conservar recursos fitogenéticos ex situ

conocera las diversas alternativas para conservar recursos fitogenéticos
ex situ (qué conservar, en qué tipo de muestras y en qué condiciones)
conocera los procedimientos para manejar el germoplasma conservado y
las responsabilidades inherentes al manejo de una coleccion de germoplasma
conocerd los diferentes tipos de coleccién y el propdésito con el cual se
establecen
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Il. Introduccion

Los recursos fitogenéticos % %

* son el conjunto de combinaciones de %
genes resultante de la evolucion de
las especies

* constituyen la base de la seguridad
alimentaria mundial

* tienen potencial de uso agricola
actual o futuro
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[I. Introduccién

A. Los recursos fitogenéticos

La especie humana depende de las plantas. Estas constituyen la base de la
alimentacion, suplen la mayoria de necesidades (incluyendo el vestido y el refugio)
y se utilizan en la industria para fabricar combustibles, medicinas, fibras, caucho
y otros productos. Sin embargo, el nimero de plantas que el hombre utiliza en su
alimentacion es minimo comparado con el numero de especies existente en la
naturaleza. Tan solo treinta cultivos entre los cuales se destacan el arroz, el trigo
y el maiz, proporcionan el 95% de las calorias presentes en la dieta humana
(FAO 1998). La dependencia de un numero tan limitado de cultivos amenaza la
seguridad alimentaria® de la humanidad (Valois 1996).

Los recursos fitogenéticos son de gran interés en la actualidad por cuanto se
relacionan con la satisfacciéon de necesidades béasicas del hombre y con la
solucion de problemas severos como el hambre y la pobreza. Existen 800 millones
de personas desnutridas, de las cuales 200 millones son nifios menores de 5
afios. Se estima que en los préximos 30 afos la poblacién mundial aumentara
en mas de 2500 millones de habitantes hasta llegar a los 8500 millones. Satisfacer
la demanda de alimentos de toda esa poblacion requerird mejorar el rendimiento
de los cultivos de manera eficiente y sostenible (FAO 1996).

»

1 Los términos subrayados forman parte del glosario. Para ver la definicion, presionar una vez el

término subrayado.




El hombre necesita agregar a su dieta cultivos de alto rendimiento y calidad que
se adapten a las condiciones ambientales y resistan las plagas y las
enfermedades. Puede aprovechar las especies nativas, exéticas, con potencial
nutricional o industrial o crear nuevas variedades para lo cual necesitara reservas
de material genético cuya conservacién, manejo y utilizacion apenas empiezan a
recibir la atenciéon que merecen.

Los recursos fitogenéticos son la suma de todas las combinaciones de genes
resultantes de la evolucién de una especie. Comprenden desde especies
silvestres con potencial agricola hasta genes clonados (Hidalgo 1991). Eltérmino
recursos genéticos implica que el material (el germoplasma) tiene o puede tener
valor econémico o utilitario, actual o futuro, siendo especialmente importante el
que contribuye a la seguridad alimentaria (IBPGR 1991). En tanto le son Utiles, el
hombre aprovecha los recursos fitogenéticos y para ello debe conocerlos,
manejarlos, mantenerlos y utilizarlos racionalmente.




Los recursos fitogenéticos

ayudan a incrementar la productividad
agricola pero se pueden erodar
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Los recursos fitogenéticos permiten desarrollar cultivos productivos, resistentes
y de calidad. Ayudan a las naciones a incrementar la productividad y sostenibilidad
de su agricultura e incluso a desarrollarse. Sin embargo, a pesar de contribuir al
sustento de la poblacién y al alivio de la pobreza, son vulnerables; se pueden
erodar y hasta desaparecer, poniendo en peligro la continuidad de nuestra especie.
La pérdida de los recursos fitogenéticos se denomina erosion genética.

Paradojicamente, tanto el aprovechamiento como la pérdida de los recursos
fitogenéticos dependen de la intervencion humana. El aumento de la poblacion,
la industrializacion y la extension de la frontera agricola contribuyen a la erosion
genética. A ello se suman la adopcion de germoplasma élite y la modificacion y/
o destruccion de los centros de variabilidad genética. Esta pérdida de recursos
fitogenéticos pone en evidencia la urgente necesidad de conservarlos y usarlos
de manera sostenible.




Los recursos fitogenéticos se conservan

* por su utilidad actual o futura
* dentro o fuera de su habitat natural

* idealmente de manera complementaria
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B. Conservacion de los recursos fitogenéticos

Las plantas se conservan dependiendo de su necesidad y/o utilidad actuales y
futuras. Los recursos fitogenéticos se pueden conservar en sus habitat naturales
(in situ), en condiciones diferentes a las de su habitat natural (ex situ), o
combinando los métodos in situ'y ex situ, es decir, de manera complementaria.
La seleccion de uno o varios métodos depende de las necesidades, las
posibilidades y la especie objetivo.




S
/&/ﬂﬁﬁ‘ La conservacion requiere
VL L

* planificacion y continuidad
* conocer las especies objetivo y
como conservarlas

* recursos suficientes y constantes

* apoyo institucional continuo
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La conservaciéon: Un proceso continuo y estratégico

La conservacion de los recursos fitogenéticos es una labor continua, de largo
plazo, que implica inversiones importantes en tiempo, personal, instalaciones y
operacion, justificables en funcién de las necesidades no del deseo o conveniencia
de conservar un material. Las razones para conservar y las especies objetivo
se deben definir con base en criterios ldgicos, cientificos y econémicos como la
necesidad, el valor y uso de las especies, y la factibilidad de conservarlas (Maxted
etal 1997).

La conservacion reporta el maximo beneficio cuando las actividades que la
componen se articulan estrechamente. El éxito de la labor se medira en términos
de producir el resultado deseado al menor costo.

Requerimientos de la conservacion

Como cualquier proceso estratégico, la conservacion de los recursos fitogenéticos
implica planificar y tomar decisiones con base en informacion previa. La
conservacion requiere establecer prioridades en cuanto a: a) el tipo de material
gue se va a conservar (especies en peligro o de interés para la alimentacion y la
agricultura), b) las actividades que se van a realizar con él posteriormente, y c)
los recursos disponibles para realizar esas actividades. Las prioridades pueden
variar pero hay que tener presente que la conservacion y el uso del germoplasma
son los objetivos méas importantes.

La conservacion debe disminuir al maximo posible los efectos del nuevo ambiente
en las especies objetivo. Quienes conservan germoplasma deben conocer la
taxonomia de las especies y las técnicas para representar su variabilidad genética
y conservar estable el genotipo original. También se debe obtener informacion
como datos de pasaporte, caracterizacion y evaluacion (Cuevas 1988).

»




Las instalaciones en donde se va a conservar el material deben garantizar el
aislamiento tanto de factores ambientales como contra plagas y enfermedades.
Las instalaciones pueden variar en disefio y dimensiones dependiendo del nimero
y el tamafio de las muestras que van a conservar pero deben contar con un
suministro constante de energia eléctrica y equipos que permitan acondicionar,
conservar y regenerar los materiales. Deben ser seguras para que protejan el
material de incendios, inundaciones, robo, saqueo y disturbios de orden publico.

El manejo de las colecciones de recursos fitogenéticos debe estar a cargo de
personal calificado, en lo posible de diversas disciplinas (fisidlogos, botanicos,
mejoradores y agrénomos), que conozca los aspectos técnicos y los
procedimientos de seguridad inherentes a sus labores. Conviene que la coleccion
dependa de un grupo de personas laboralmente estables —no exclusivamente
del curador— que puedan darle continuidad al trabajo de conservacion, sin
presiones politicas o de orden publico.

La sola creacion de un banco de germoplasma no garantiza la conservacion de
los recursos genéticos de interés para un pais. La conservacion requiere apoyo
institucional, es decir, proveer de manera sostenida los recursos econémicos,
humanos y técnicos necesarios para mantener las colecciones y realizar las
actividades de conservacion.
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lll. Conservacion ex situ
de los recursos fitogenéticos

Conservacion de genes
0 genotipos de plantas
fuera de su habitat natural
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Ill. La conservacion ex situ de los recursos fitogenéticos

Como dijimos anteriormente, es la conservacién de genes o genotipos de plantas
fuera de su ambiente de ocurrencia natural, para uso actual o futuro (Hoyt 1988
citado por Engle 1992). La conservacidn ex situ pertenece al importante conjunto
de actividades que componen el manejo de los recursos fitogenéticos. Se
considera complementaria de la in situ por cuanto no es posible conservar ex
situ todas las especies.

La conservacion ex situ abarca un amplio espectro taxonémico. Sirve para
proteger desde especies silvestres y formas regresivas hasta especies cultivadas.
Aplicada a especies domesticadas, la conservacién ex situ busca conservar
fuera de su centro de origen o diversidad tanto las especies como la variabilidad
producida durante el proceso evolutivo de domesticacién. Este tipo de
conservacion se ha utilizado ampliamente durante las Ultimas décadas (Hidalgo
1991).




Qué se puede conservar ex situ?

Cualquier especie que podamos
multiplicar

Principalmente materiales de uso
agricola, incluyendo v %

* especies silvestres y formas regresivas yﬂ
* variedades tradicionales y mejoradas

* productos de biotecnologia e } (&
ingenieria genética
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Qué se puede conservar ex situ ?

En teoria, todas las especies se pueden conservar ex situ, siempre que podamos
multiplicarlas. Fuera de la naturaleza podemos conservar genotipos individuales
pero no las relaciones entre ellas y su entorno ecolégico. Tradicionalmente se
han conservado ex situ recursos importantes para el hombre como las especies
utiles en la alimentacién y la agricultura, cuya conservacion exige seguridad y
disponibilidad inmediatas y futuras.

Dentro de las especies de uso agricola interesantes para la investigacién y base
del sustento humano, existe un amplio rango de materiales que se pueden
conservar ex situ, que incluye:

* Especies silvestres y formas regresivas  pertenecientes a algunos géneros
cultivados, que constituyen un amplio y variado rango de materiales importantes
para lainvestigacion y el mejoramiento de los cultivos (Harlan 1976; Stalker 1980;
Prescott-Allen 1988 citados por Frankel ef al. 1995). Los parientes silvestres y
las forma regresivas, comunmente utilizados como fuentes de genes para el
mejoramiento de caracteres de interés, pueden también proporcionar resistencia
a enfermedadesy plagas. Entre los muchos cultivos favorecidos por las especies
silvestres emparentadas, un buen ejemplo es la cafia de azucar. La cafia de
azucar moderna es un complejo derivado de hibridos artificiales, cuyo pedigri
incluye la especie silvestre S. spontaneum, que aporta al rendimiento, vigor y
resistencia a enfermedades del cultivo. Otros ejemplos son el maiz, el arroz y el
tomate.

« Variedades de agricultura tradicional:  razas nativas, cultivares primitivos y
especies de importancia cultural (e.g., uso en ceremonias religiosas).

»




e Productos de los programas cientificos de mejoramiento: cultivares
modernos y obsoletos, lineas avanzadas, mutantes, materiales sintéticos, etc.

* Productos de biotecnologia e ingenieria genética que incluyen, entre otros,
plantas transgénicas, fragmentos de ADN, genes clonados, genes marcadores,
nuevas combinaciones genéticas, genes silenciosos, genoma de cloroplastos y
otros. Esto es posible gracias a que la biotecnologia y la ingenieria genética
permiten aislar y transferir genes de plantas con caracteres de interés agronémico
al igual que genes de casi cualquier especie vegetal, animal o bacteriana a los
que antes no se tenia acceso (Frankel et al. 1995; FAO 1996; Rao y Riley 1994).
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IV. Etapas de la conservacion ex situ
de recursos fitogenéticos

¢ Adquisicion del germoplasma

e Multiplicacién preliminar

* Almacenamiento de muestras

* Manejo del germoplasma conservado
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IV. Etapas de la conservacién ex situ de recursos fitogenéticos

La conservacion ex situ de germoplasma comprende una serie de actividades
gue inician con la adquisicion del material y pueden llegar a incluir la utilizacién
del mismo o el aprestamiento para la utilizaciéon. Estas actividades o etapas
incluyen:
» la adquisicién del germoplasma
e lamultiplicacion previa al almacenamiento
» elalmacenamiento propiamente dichoy
» el manejo del germoplasma conservado, que comprende

- la caracterizacion y la evaluacion

- laregeneracion y la multiplicacion para distribucién y uso

- la documentaciony

- lautilizacion o el aprestamiento para la utilizacién.

Estas etapas se describiran en detalle en lo que resta del presente médulo.




IV. Etapas de la conservacion ex situ
de recursos fitogenéticos

» Adquisicion del germoplasma 4
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Adquisicion del germoplasma

El germoplasma se adquiere
] por colecta, intercambio
o donacion
*  para protegerlo, utilizarlo
0 completar colecciones
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A. Adquisicion del germoplasma

El germoplasma se puede adquirir por multiples razones como protegerlo,
estudiarlo, mejorarlo, distribuirlo y/o completar una coleccion existente (Engels
etal. 1995).

Alternativas para adquirir germoplasma

El germoplasma de interés se puede obtener mediante la colecta, el intercambio
o la donacion. Por razones préacticas, conviene intentar conseguir el material
deseado sin recurrir a los sitios de origen, valiéndose de la donacion o el
intercambio con instituciones que puedan tenerlo. Si no es posible y hay que
optar por la colecta, el material se buscara en sitios donde existen poblaciones
de la(s) especie(s) de interés.




Requisitos del material adquirido

Las muestras deben ser
representativas, estar sanasy
documentadas, y haber cumplido
la legislacion pertinente
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Las muestras adquiridas deben ser sanas, representativas de la diversidad objetivo
y estar bien documentadas para que ingresen sin problemas al sistema de
conservacion del pais que las va a recibir y se puedan utilizar posteriormente. El
pais de origen y especialmente el que recibe el germoplasma deben asegurarse
de que la muestra transferida esté sana. Por tanto, el germoplasma que ingresa
a un pais debera ser sometido a inspeccion sanitaria y cuarentena.

La transferencia de germoplasma entre paises esté reglamentada por convenios
internacionales de los que se hablara mas adelante en esta secciéon. A
continuacion describiremos cémo adquirir germoplasma mediante colecta,
intercambio y donacion.




Adquisicion por intercambio o donacion

El germoplasma adquirido
por intercambio o donacion
* se obtiene de instituciones
yl/o investigadores
* esta sujeto a legislacion
nacional e internacional

Copyright IPGRI 2000 Conservacion Ex Situ de Recursos Fitogenéticos 21

Adquisicién por intercambio o donacion

El intercambio de germoplasma es una practica tradicional entre investigadores.
Muchas accesiones que hoy forman parte de grandes colecciones se han obtenido
mediante el intercambio o la donacién. De la misma manera se han recuperado
otras pérdidas en guerras, desastres naturales o por negligencia.

Para intercambiar o recibir germoplasma por donacion, la persona o institucion
interesada lo solicita a quien lo posea. La transferencia del germoplasma se
hace efectiva mediante la firma de un convenio entre las partes, en el cual se
estipulan tanto los términos de la transferencia como la utilizacion del material
(e.g., conservacion, investigacion o produccién de variedades comerciales).
Estos convenios se denominan acuerdos para la transferencia de recursos
genéticos? (Barton y Siebeck 1994).

Los convenios para la transferencia de germoplasma deben respetar los tratados
sobre acceso a los recursos genéticos que tengan los paises involucrados. Como
la transferencia de germoplasma implica riesgos fitosanitarios, el intercambio o la
donacién se deben hacer a través de instituciones autorizadas y dentro de lo
estipulado en la Convencion Internacional de Proteccion Fitosanitaria (FAO 1997).

2 En inglés se conocen como “material transfer agreements in genetic resources exchange (MTA)"




Adquisicion mediante exploracion y colecta

El germoplasma adquirido

por exploracion y colecta

* se busca en los sitios
de distribucion

* debe responder a un

objetivo de conservacion
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Adquisicion mediante exploracién y colecta

La exploracion y la colecta consisten en salir al campo a buscar y recolectar
variabilidad genética de especies cultivadas y silvestres que no es posible obtener
de bancos de germoplasma, jardines boténicos u otras colecciones (Querol 1988).
Las razones para colectar pueden ser diversas pero las prioridades se establecen
con base en la(s) especie(s) de interés y/o en las regiones con una amplia
diversidad genética del material deseado. Una colecta se justifica, por ejemplo,
cuando en determinada &rea hay especies de interés en peligro de extincion,
cuando son inminentes la investigacién o el uso del material, o cuando la
variabilidad de la especie objetivo en las colecciones ex situ se ha perdido o es
insuficiente. A veces la oportunidad de colectar el material puede justificar la
colecta. Otras veces, como parte de una expedicién se puede colectar
germoplasma que no es objetivo de la misién pero que podria resultar Gtil por sus
caracteristicas (Engels et al. 1995; Querol 1988; IPGRI 1996). De todos modos
no debe perderse de vista el objetivo de conservacion.




Planificacion de la colecta

* Definir especies objetivo y sitios
de recoleccion

* Recopilar informacién sobre
especies y sitios

* Determinar estrategia de muestreo

e Cumplir requisitos legales

* Preparar logistica
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Como adquirir germoplasma mediante la colecta

La exploracién y la colecta son actividades complejas que ponen en juego muchos
recursos (biologicos, fisicos, econdmicos y humanos) y requieren planificacion.
En esta seccion explicaremos qué hacer antes y durante la colecta para garantizar
que se adquiera el material de interés, que llegue al sitio de conservacion en las
mejores condiciones y que cumpla lo estipulado en el Codigo Internacional de
Conducta para la Recoleccion y Transferencia de Germoplasma Vegetal (FAO
1994, Anexo 1).

Planificacion de la colecta

Antes de colectar, es necesario definir las especies objetivo, recopilar informacion
sobre ellas y los sitios donde se encuentran, y verificar Si Se cuenta con recursos
financieros para la expedicion. También hay que determinar una estrategia para
tomar las muestras, prever como se las manejaréa en el campo para que sobrevivan
hasta llegar al sitio de conservacion y como se documentaran a medida que se
vayan colectando. Asimismo, es necesario solicitar permisos ante las autoridades
competentes y respetar los reglamentos establecidos por el pais donde se hara
la colecta. Obtenidos los permisos, se preparan los aspectos logisticos del viaje.
En el Anexo 2 se incluye una lista de aspectos logisticos importantes a la hora
de planificar y desarrollar una colecta exitosa.




Seleccion de especies objetivo

Se basa en el valor de uso ,
determinado por una gama
de variables. Las especies

seleccionadas deben
responder a un objetivo
de conservacion

Copyright IPGRI 2000 Conservacion Ex Situ de Recursos Fitogenéticos 24

Qué se va a colectar: Seleccion de las especies objetivo o prioritarias

Para determinar si conservamos un material tenemos que pensar en lo que
haremos con él (valor de uso), es decir, su beneficio real o potencial para la
alimentacion, la agricultura, la industria, la investigacion o el mejoramiento de
cultivos. Elvalor de uso de una especie determina el interés, el compromiso y la
prioridad de conservarla (Maxted et al. 1997). Una especie con un valor reconocido
tendra prioridad de conservacion sobre otra cuyos usos ni siquiera se conocen.
El valor de uso se determina analizando los siguientes aspectos de la especie:

a) el estado de conservacion: Si la especie esta o no suficientemente
representada en colecciones de manera que las actividades de conservacion no
dupliquen las existentes. Por ejemplo, el maiz, el arroz y el trigo se han colectado
durante décadas no asi las raices y tubérculos andinos (ulluco (Ullucus
tuberosus), camote (Ipomoea batatas), isafio ( Tropaeolum tuberosum) y arracacha
(arracacha xanthorhiza)) o los frutales neotropicales promisorios (chirimoya
(Annona cherimola), papaya (Carica papaya), guayaba (Psidium guajaba),
jaboticaba (Myrciaria cauliflora), marafidbn (Anacardium occidentale) y borojo
(Borojoa patinoi)).

b) la urgencia de conservarla:  Larelevancia de una especie para conservacion
depende de qué tan amenazada esté, teniendo prioridad aquellas en peligro de
extincion. El nivel de amenaza se puede averiguar buscandola en la lista roja de
especies en peligro de extincién (Red List Categories) de la IUCN o ubicandola
en una de las categorias de amenaza segun el estado en que se encuentren las
poblaciones (Anexo 3) o consultando las entidades del pais encargadas de
monitorear especies en peligro.

»




¢) laimportancia biolégica de la especie con respecto a otras especies Utiles:
Aunque aparentemente algunas especies no tienen utilidad para el hombre,
interactan con otras que si la tienen. Tal es el caso de la interdependencia entre
especies de una sucesion vegetal de un bosque o selva, en donde la desaparicion
de unas podria poner en peligro la existencia de otras.

d) la contribucion en términos de variabilidad genética: Las especies
seleccionadas deben ser genéticamente diferentes a otras ya conservadas para
mostrar lo que obtendremos conservandolas que ya no hayamos conservado.

e) la utilidad potencial de la especie: Especies que aporten a la satisfaccion
de necesidades basicas (alimento, medicinas, vivienda) tendran mayor prioridad
de conservacion que otras como las ornamentales o las consideradas indeseables
(arvenses comparieras).

f) el costo relativo de conservarla:  Frente a dos especies igualmente prioritarias
y un presupuesto limitado, el costo determinara cudl de ellas conservar. El criterio
también se aplica al costo de conservar una especie en comparacion con otra(s)
y a la posibilidad de conservar la especie objetivo sola o en conjunto con otras de
intereés.

g) la importancia cultural para la comunidad: El valor estético, simbdlico o
cultural de una especie para una comunidad (e.g., el papel que cumple en
actividades culturales o religiosas) puede determinar que se la conserve. Un
ejemplo lo constituyen las plantas consideradas emblemas nacionales, como la
palma de cera del Quindio (Ceroxylon quindiuense), arbol nacional de Colombia,
o0 los bosques y selvas conservados por su belleza.

La seleccion de especies objetivo se basa en interpretaciones que de hecho dan
lugar a valoraciones subjetivas. Para evitar esto, quienes seleccionan las especies
prioritarias deben sustentar sus decisiones y verificar que las especies elegidas
realmente respondan al objetivo de conservacion.




Documentacion previa a la colecta

Reunir y analizar informacion
sobre las especies objetivo
y los sitios donde habitan
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Recopilacién y andlisis de informacion sobre las especies objetivo de la
colecta

Una vez definidas las especies que se van a colectar, necesitamos ubicar los
ecosistemas donde habitan (sus sitios de origen o distribucion) y reunir informacion
sobre ambos.




Informacion sobre los habitat

. Ubicacion geografica

. Topografia

. Clima

. Tipo de vegetacion

. Vias de acceso

. Asentamientos humanos

. Ambiente social y politico
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Informacion sobre los sitios de origen y distribucion de las especies objetivo

La ubicacion geogréfica de los hébitat se puede precisar tomando datos de
inventarios y estudios floristicos y ecogeograficos. Sila informacién no aparece
compilada en estudios, sera conveniente buscarla en bancos de germoplasma,
herbarios, jardines botanicos, bases de datos agricolas y fuentes de informacién
etnolégica (Jenkins 1988 citado por Debouck 1995) o consultar a otros
investigadores y colectores. La buUsqueda y recopilacién de informacién deben
resultar en una lista de zonas donde se pueden encontrar poblaciones
representativas de las especies de interés. Localizadas geograficamente estas
zonas, sera preciso recopilar informacion basica sobre sus condiciones
topogréficas, clima, tipo de vegetacioén, vias de acceso, poblaciones humanas y
ambiente social y politico pues son determinantes para la organizacion de la
colecta.




Informacion sobre las especies objetivo

e Distribucién
e Taxonomia

* Morfologia
* Anatomia

% 11
!

* Fisiologia

* Composicion genética
* Estrategia reproductiva
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Informacion sobre la(s) especie(s) objetivo

Una colecta exitosa requiere un conocimiento profundo de las especies objetivo.
Ademas de la distribucién, debemos conocer la taxonomia, las caracteristicas
morfolégicas, especialmente las relacionadas con la composicion genética y la
estrategia reproductiva (genética y dinamica de poblaciones). La morfologia de
la especie nos ayudaré a reconocerla en el campo. La dinamicay la genética de
poblaciones nos indicardn coémo tomar una muestra representativa de la especie,
mientras que la fisiologia y la anatomia las pautas para manejar la muestra. Con
estos elementos podemos definir la estrategia de muestreo.




Estrategia de muestreo

—3 Planificar como conseguir
. J la maxima variabilidad
en el menor tiempo
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Como colectar las especies objetivo? Definicion de la estrategia de
muestreo

Habiendo seleccionado las especies objetivo, el colector define la estrategia de
muestreo, que consiste en planificar la forma en que conseguira la maxima
variabilidad en el menor tiempo posible. Definir una estrategia de muestreo
consiste en a) ubicar el sitio (uno o varios) de colecta, b) definir la frecuencia con
que va a tomar las muestras (cada cuanto se detendra a colectar, c) definir la
metodologia mediante la cual tomara las muestras y d) definir el tamafio 6ptimo
de la muestra (el nUmero de propagulos que representa la variabilidad genética
disponible). La estrategia de muestreo se define con base en procedimientos
estadisticos, por lo cual serd conveniente que el colector se asesore de
especialistas en la materia. EI Anexo 4 contiene los pasos para definir la estrategia
de muestreo.




Toma de muestras

 Muestras sanas, viables
y frescas

* Igual numero de
propagulos por planta

£

MEX-8216
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Coémo tomar las muestras durante la colecta

Independientemente del tipo de propagulo que se colecte, es conveniente tomar
el mismo namero de cada planta y en buenas condiciones fisicas y sanitarias al
igual que controlar el contenido de humedad de las muestras y la temperatura a
la cual se van a mantener. Hay que evitar que las muestras se sequen demasiado
0 se pudran, pues tanto lo uno como lo otro afecta la viabilidad.

Si el objetivo es colectar semillas, conviene cosechar los frutos puesto que éstos
mantienen las semillas viables por mas tiempo, y extraer las semillas manualmente.
Las semillas colectadas deben estar maduras para que toleren la desecacién
sin perder viabilidad. En el caso de material vegetativo, se deben colectar
propagulos y yemas frescos para que se puedan reproducir posteriormente. Se
pueden tomar muestras como plantas completas, tubérculos, rizomas y estacas.
Las plantas se pueden colectar en cualquier recipiente siempre y cuando sea
seguro y facil de transportar; los tubérculos, rizomas y estacas en bolsas
plasticas. También es posible colectar in vitro otro tipo de muestra, como veremos
posteriormente.




Acondicionamiento durante la colecta

*  Mantener las muestras viables
hasta llegar al sitio de conservacion

* Incluye limpieza, desecacion/humidificacion,
almacenamiento temporal

Copyright IPGRI 2000 Conservacion Ex Situ de Recursos Fitogenéticos 31

Cdémo acondicionar y almacenar las muestras durante la colecta

Las muestras colectadas se deben mantener viables hasta que lleguen al sitio
de conservacion. Hay que acondicionarlas para evitar que se dafien o contaminen.
El acondicionamiento incluye limpiar las muestras, desecarlas si son semillas
ortodoxas 0 mantenerlas humedas si se trata de material vegetativo o de semillas
recalcitrantes o intermedias.

La limpieza consiste en retirar todos los contaminantes ajenos a la muestra como
piedras, tierra, insectos, semillas infectadas, dafiadas o de otras especies y
residuos vegetales. La desecacidn consiste en reducir el nivel de humedad de
las semillas para almacenarlas. Se puede realizar con gel de silice, aparatos de
circulacion de aire seco o extendiéndolas en capas delgadas, a la sombra, en
sitios frescos y aireados.

Las muestras acondicionadas se deben almacenar hasta que sean llevadas al
sitio de conservacion. Las semillas ortodoxas se almacenan en bolsas de tela,
alejadas de la luz o en recipientes que permitan la circulacion de aire seco. Las
semillas recalcitrantes e intermedias y las muestras vegetativas se deben
mantener en recipientes humedecidos como papel periédico o toallas de papel,
aserrin, arena y bolsas plasticas humedas e infladas, cambiando el aire
frecuentemente. También se pueden almacenar en neveras de icopor 0 en
refrigeradores adaptados al vehiculo.

Para evitar que el material pierda viabilidad durante la colecta conviene, si es
posible, hacer envios parciales de las muestras al sitio de conservacion. El
material enviado debera estar claramente identificado y acompafiado de
instrucciones de manejo y de la documentacién que indique el Cédigo Internacional
de Conducta para la Recoleccion y Transferencia de Germoplasma Vegetal (FAO
1994).




La colecta in vitro

(\ * Extraccion, siembray

transporte in vitro de
tejidos vegetales

* Se indica para conservar
especies dificiles de manejar
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La colecta in vitro

La colecta in vitro consiste en tomar y transportar in vitro hasta el laboratorio
tejidos vegetales viables denominados explantes (e.g., yemas, meristemas,
embriones). El explante se extrae, se esteriliza y se siembra en un medio de
cultivo. La colecta in vitro se practica con especies cuyas muestras son dificiles
de manejar como las de reproduccion vegetativa o de semilla no ortodoxa. Se la
ha usado para colectar coco (Cocos nucifera), algodon (Gossypium spp.), cacao
(Theobroma cacao), Prunus, Vitis, pastos y forrajes (Withers 1995).




Documentacion durante la colecta

* Tomar datos de pasaporte, de
recoleccion y otros relevantes

* Etiquetar el material

¢ Tomar muestras de herbario

f VEN-8596 /

BOL-6632 __~~
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Documentacion de muestras durante la colecta

Documentar las muestras a medida que se van colectando es fundamental para
identificarlas, caracterizarlas y utilizarlas posteriormente. Los datos de pasaporte
y de recoleccion se toman durante la colecta y se registran en las fichas de
colecta (Anexo 5). Los datos de pasaporte incluyen a) el nimero de orden de la
ficha de colecta; b) el género; ) la especie, subespecie y/o variedad del material
botanico; d) el lugar, provinciay pais de recoleccion de la muestra; e) el nombre
del recolector o recolectores y f) la fecha de recoleccién. Estos datos deben
aparecer en todas las fichas de colecta. Las fichas, que incluso pueden tener
formatos preestablecidos, facilitan registrar los datos ordenada y
sistematicamente, evitan las inconsistencias y omisiones propias de las
anotaciones libres, y se pueden adaptar a las necesidades del recolector.

Identificar las muestras en el campo es tan importante como documentarlas.
Colocarles etiquetas adhesivas con el numero de la muestra, el lugar de origen,
las iniciales del recolector y el nimero de identificacion de la respectiva ficha de
colecta facilita la identificacion posterior. También es Gtil tomar muestras para
herbarios, fotografias del material colectado, y datos etnoboténicos, ecolégicos
y geogréficos (altitud, latitud, altura sobre el nivel del mar, pendiente, etc.). Estos
datos se pueden registrar en una libreta de campo (Querol 1988).




Cuidados durante la colecta

* Proteger las poblaciones vege-
tales, los habitat, el personal
y el equipo de colecta

* Respetar las comunidades
gue habitan la zona
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Cuidados durante la colecta

Descuidos o negligencia en el desarrollo de las colectas pueden causar dafios a
las poblaciones de plantas y a sus habitat. Esto ocurre, por ejemplo, cuando se
toman muestras grandes en poblaciones pequefas, se transporta germoplasma
contaminado o se introducen especies que pueden desplazar a las nativas por
competencia y/o hibridacion.

Respetar las costumbres, conocimientos y creencias de las comunidades que
habitan en el sitio de colecta garantiza su colaboracién durante la expedicién y
en el futuro. Deben tomarse medidas de seguridad con respecto al personal que
realiza la colecta, especialmente prever el acceso a asistencia médica en caso
de urgencia. Los equipos se deben manipular con cuidado y prestarles el debido
mantenimiento.




Movimiento de germoplasma

* Sujeto a legislacion para
evitar riesgos fitosanitarios

* Por convenio entre las
partes interesadas
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Requisitos para el movimiento de germoplasma

Mover germoplasma de un pais a otro involucra riesgos fitosanitarios, por lo cual
esta sujeto a legislacion. Las partes interesadas en mover germoplasma acuerdan
los términos de la trasferencia, asegurandose de que ésta sea legal y de que el
germoplasma transportado esté sano. Los acuerdos deberan ajustarse a la
reglamentacion internacional vigente en instrumentos como el Convenio sobre
Diversidad Biologica (Glowka et al. 1994), el Codigo Internacional de Conducta
para la Recoleccién y Transferencia de Germoplasma Vegetal (Anexo 1) y la
Convencidn Internacional de Proteccién Fitosanitaria (Anexo 6). Estos convenios
regulan el acceso, la transferencia segura, y los derechos y responsabilidades
de las partes con respecto a la utilizacion del germoplasma transferido.

El principal riesgo del movimiento de germoplasma es la transferencia de plagas
y patdégenos, que se deben detectar en la inspeccion sanitaria del material cuando
ingresa a un pais. La inspeccién sanitaria tiene en la cuarentena la medida de
control mas efectiva y de mayor aplicacién a nivel mundial.




La Cuarentena

Certificado
fitosanitario

APROBADO

||!|!|||||l{l||“|}

i

:

Medida gubernamental de
inspeccion fitosanitaria

Incluye inspeccion, tratamiento,
certificacion, liberacion o
destruccion del material
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Cuarentena

La cuarentena es una medida gubernamental que controla el ingreso a un pais
de plantas, material vegetativo o cualquier producto vegetal, muestras de suelos
y organismos Vivos, con el fin de evitar que se introduzcan o diseminen plagas,
patégenos y malezas (Nath 1993). Incluye la inspeccién para detectar plagas y
patégenos, el tratamiento o limpieza de las muestras, y su certificacion y liberacion
si no hay peligro o la destruccion del material si esta muy contaminado o no se
dispone de tecnologia para limpiarlo.




IV. Etapas de la conservacion ex situ
de recursos fitogenéticos
» Multiplicacion preliminar 4
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Multiplicacion preliminar

Incremento inicial de la muestra
O%%Q para alcanzar tamafio y viabilidad 6ptimos
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B. Multiplicacion preliminar

Cumplidos los tramites fitosanitarios, el germoplasma se lleva al sitio de
conservacion en donde se verifica si las muestras son suficientes y viables para
conservarlas. Si la muestra es viable y suficiente se puede almacenar
inmediatamente; si no, debera someterse a multiplicacion preliminar.

La multiplicacién preliminar es el incremento inicial del germoplasma en
condiciones 6ptimas de cultivo para garantizar muestras suficientes, viables y
gue mantengan la identidad genética original. El material multiplicado permitira
almacenar, conservar y distribuir las especies objetivo, y establecer poblaciones
representativas para caracterizacion y evaluacion. Casi siempre es necesaria
debido a que las muestras obtenidas por donacién/intercambio o colecta
generalmente son pequefias 0 poco viables.




Material vegetativo y semillas no ortodoxas

Se multiplican en campo
en invernaderos o in vitro
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El material vegetativo se multiplica en el campo o en invernaderos utilizando
propagulos (e.g., estacas, bulbos) esterilizados previamente o in vitro mediante
yemas o meristemas tomados de las muestras originales. Las semillas
recalcitrantes e intermedias se siembran en campo o en invernadero para obtener
plantas completas de las cuales se tomaran yemas o meristemas que se
multiplicaran in vitro. Otra alternativa es esperar a que las nuevas plantas
produzcan semillas y multiplicar en campo a través de ellas.

Las semillas ortodoxas se pueden multiplicar en campo aunque conviene hacerlo
en invernaderos para evitar recombinacion genética y la presencia de plagas y
enfermedades. Antes de multiplicar las muestras se deben verificar el tamafio y
la viabilidad. La viabilidad inicial de la muestra servira de base para monitoreos
posteriores.




Viabilidad inicial

Se basa en pruebas

Z s
‘?7? de germinacion
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Coémo determinar la viabilidad inicial de las muestras

Tedricamente, las semillas ortodoxas se pueden almacenar después de
acondicionarlas. Sin embargo, antes de conservar las muestras conviene verificar
su tamario y viabilidad. Los estandares minimos para tamafio y viabilidad son
1000 semillas (preferiblemente 2000) y 85% de germinacion, respectivamente.

La viabilidad inicial de las muestras se determina sometiendo las semillas a
pruebas de germinacion, cuyos estdndares en cuanto a duracién, nimero de
semillas, niveles de desecacion y temperatura de incubacion han sido establecidos
por la International Seed Testing Association (ISTA 1993a; 1993b citado por Hong
y Ellis 1996). En ocasiones hay que realizar procedimientos adicionales para
determinar el porcentaje de germinacion como cuando se trabaja con semillas
durmientes. Informacién detallada sobre los diversos métodos para determinar
la viabilidad de semillas se puede encontrar en las reglas internacionales para el
andlisis de semillas (ISTA 1993), en el manual sobre tecnologia de semilla para
bancos de germoplasma (Ellis ef al. 1985) y en el protocolo para determinar el
comportamiento de las semillas en almacenamiento (Hong y Ellis 1996).

Terminada la multiplicacion preliminar, el material esta en condiciones 6ptimas
para pasar a la etapa de almacenamiento y conservacion.




IV. Etapas de la conservacion ex situ
de recursos fitogenéticos
» Almacenamiento de muestras 4
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Almacenamiento y conservacion
del germoplasma

* Objetivo: Materiales viables y
genéticamente integros

* Medio: Control de condiciones
de almacenamiento
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C. Almacenamiento y conservacion del germoplasma

La conservacién de los recursos fitogenéticos no se limita a la consecucion y
posesion fisica de los materiales (recoleccién y almacenamiento) sino que requiere
asegurar la existencia de estos en condiciones viables y con sus caracteristicas
genéticas originales. Esto se logra, en el caso de semillas o material conservado
in vitro, controlando las condiciones de almacenamiento para que inhiban o
reduzcan el metabolismo de las muestras y, en el de material vegetativo,
manteniéndolo en condiciones 6ptimas de cultivo.




Alternativas para almacenar
y conservar el germoplasma

El germoplasma conservado se almacena

como semilla, en campo e in vitro
a’
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Alternativas para almacenar y conservar el germoplasma

El germoplasma se puede almacenar en forma de semilla, en campo o in vitro,
dependiendo de como la especie se reproduce y reacciona al almacenamiento.
Estas caracteristicas determinan a su vez las condiciones en que permanecera
viable.

El material vegetativo se podra almacenar como plantas completas en el campo
o como tejido cultivado in vitro. Sila especie se reproduce por semilla, habré que
determinar su reaccion almacenamiento para saber si es ortodoxa, recalcitrante
o intermedia, puesto que esta caracteristica determinara la forma, el tiempo y las
condiciones en que se deberan almacenar las muestras. Si la especie es de
semilla ortodoxa, lo mas conveniente sera conservarla en forma de semillas. Si
es recalcitrante o intermedia, resultard mas conveniente conservarla en campo o
in vitro porque las especies con estas caracteristicas sélo se pueden conservar
como semillas por periodos muy cortos y en condiciones especiales.

La reaccion de la especie al almacenamiento se puede averiguar revisando
literatura como el compendio sobre el comportamiento de semillas en
almacenamiento (Hong et al. 1996), que contiene informacién sobre mas de 2000
géneros de unas 250 familias. Sino se encuentra lainformacion sobre la especie
de interés, serd preciso hacer pruebas para clasificar sus semillas. Informacion
sobre las condiciones adecuadas para almacenar semillas se puede obtener en
el protocolo para determinar el comportamiento de las semillas en almacenamiento
(Hong y Ellis 1996). Ambos documentos se encuentran disponibles en Internet
(véase lista de referencias).

A continuacion nos referiremos a las actividades previas al almacenamiento de
germoplasma dependiendo de si éste se va a conservar como semilla, en campo
0 in vitro.




Almacenamiento como semilla

Incluye

* acondicionamiento

BOL-1255

* empaque

* almacenamiento
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Almacenamiento en forma de semilla

El almacenamiento de semillas ortodoxas se realiza en tres etapas: a)
acondicionamiento, b) empaque y c) almacenamiento de las muestras en camaras
con ambiente controlado. El acondicionamiento, cuyo objetivo es producir una
muestra limpia y con un contenido de humedad que garantice su longevidad en
almacenamiento, consta de limpieza fisica y sanitaria, y desecacion.

La limpieza fisica y sanitaria, similar a la realizada durante la colecta pero mas
rigurosa, consiste en eliminar cualquier contaminante de la muestra como
impurezas fisicas, semillas infectadas o extrafias a la muestra e insectos. La
desecacion consiste en reducir el contenido de humedad de las semillas a un
nivel minimo de actividad metabdlica, sin que pierdan viabilidad. Antes de desecar,
es necesario determinar el contenido de humedad inicial de la muestra. El Anexo
7 contiene los parametros para almacenar muestras de semillas.




Acondicionamiento de semilla

Contenido de humedad
determinado directa
o indirectamente o
mediante humidimetros
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Determinacion del contenido de humedad de las semillas previo al
almacenamiento

El contenido de humedad de las semillas se puede determinar cuantificando directa
o indirectamente el agua que contienen. Las determinaciones directas se pueden
hacer mediante métodos gravimétricos, de cromatografia y de espectrofotometria,
y las indirectas mediante métodos higrométricos, de espectroscopia infrarroja,
resonancia magnética nuclear y reacciones quimicas de las semillas (Grabe
1989).

En la actualidad existen en el mercado analizadores electronicos (humidimetros)
que permiten cuantificar con rapidez y exactitud el contenido de humedad de la
semilla. Si no se dispone de esa tecnologia, se puede recurrir a los métodos
mencionados en el parrafo anterior, descritos en el manual sobre tecnologia de
semillas para bancos de germoplasma (Ellis et al. 1985) y en el protocolo para
determinar el comportamiento de las semillas en almacenamiento (Hong vy Ellis
1996).




Acondicionamiento de semillas - Desecacion

o * |nicia en la colecta
()

* Requiere precision

@% > €y

Copyright IPGRI 2000 Conservacion Ex Situ de Recursos Fitogenéticos 46

Desecacion de las semillas

La desecacion debe iniciarse en el campo, inmediatamente después de la colecta
y/o de la extraccion de las semillas. Las semillas se pueden secar con ayuda de
equipos que permiten la circulacion de aire a diferentes temperaturas o con gel
de silice, un método féacil y efectivo (Hong vy Ellis, 1996). Existen secadores
electrénicos que permiten programar los ciclos de secado, la temperatura, el flujo
y la velocidad del aire de secado.

Terminado el secado se vuelve a medir el contenido de humedad para verificar si
se ha alcanzado el nivel requerido (8-12%) y determinar si hay que someter las
muestras a un nuevo ciclo de desecacion o rehidratacion. Es importante
establecer con exactitud las temperaturas y tiempos de desecacion para no poner
en peligro las muestras puesto que repetir los procedimientos puede reducir la
viabilidad.




Empaque

Envases que garanticen la
supervivencia de las muestras

4\

Conservacion Ex Situ de Recursos Fitogenéticos a7

Copyright IPGRI 2000

Empaque

Terminado el acondicionamiento, el material esta listo para empacar y llevar al
sitio de almacenamiento. Tanto el envase en el que se empaque como el sitio en
que se almacene deben responder a los requerimientos de la especie y garantizar

la supervivencia de las muestras.




Envases — Semillas ortodoxas

* Variedad de formas, materiales
y tamafios

* Deben ser herméticos y acordes con
las caracteristicas de las semillas

-
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Envases

Existe una amplia gama de recipientes para empacar semillas, de variadas formas
y materiales, desde sobres de papel y de aluminio hasta frascos de vidrio y latas
de diferentes metales. Mas que la forma o el material, lo que importa del envase
es la hermeticidad, es decir, que aisle el germoplasma para evitar que absorba
humedad y/o se contamine. La eleccion el envase dependera de las caracteristicas
de las semillas y del término al cual se espera conservarlas. En la practica
también esta determinada por los recursos del banco, puesto que asi como los
envases varian en forma y materiales, también varian en costos. Los envases
herméticos, por ejemplo, son Optimos pero costosos. La inversion dependera de
lo gue se desee hacer con el material. A manera de ilustracion, el Anexo 8 describe
una serie de envases comunmente utilizados en los bancos de germoplasma.




Condiciones de almacenamiento —
Semillas ortodoxas

Controladas y acordes con la especie,
el objetivo de conservacion y el plazo

Temperatura Humedad
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Condiciones para almacenar semillas ortodoxas

Las semillas se pueden almacenar en camaras durante diferentes periodos —
largo, mediano y corto plazos. Las condiciones de almacenamiento para mantener
las muestras viables se determinan de acuerdo con la especie, el objetivo de
conservarla y el tiempo de almacenamiento proyectado. La camara de
almacenamiento debera mantener constantes la temperatura, la humedad relativa
y la intensidad de la luz mediante equipos de refrigeracion, deshumidificacion y
control de horas luz.

La mayoria de especies de semilla ortodoxa se pueden conservar por tiempo
indefinido a temperaturas entre =10 y —20°C, con un contenido de humedad de 3-
7% Yy una viabilidad no inferior al 85%. Las semillas conservadas en estas
condiciones se mantienen durante 70-100 afios aproximadamente.

Si el objetivo es conservar las semillas a mediano plazo (10-20 afios, maximo
30), se las puede mantener a temperaturas entre 0 y 15°C (generalmente 1-4°C),
con contenidos de humedad entre 3y 7% y una viabilidad no inferior al 65%. Si el
material se va a utilizar a corto plazo, la semilla se puede almacenar en cuartos
con aire acondicionado (Towil y Roos 1989; Engle 1992; Cromarty ef al. 1985).

La camara de almacenamiento debe ser hermética y disefiada para las muestras
que almacenara, el periodo durante el cual permaneceran en ellay el clima de la
zona donde se establecera. En general, se recomienda construirlas con paneles
prefabricados de acero galvanizado, unidos con espuma de poliuretano y aislantes
que protejan el germoplasma de las condiciones externas. Cada caAmara debera
tener dos sistemas de refrigeracion independientes, un suministro de energia
constante y estable, e instrumentos de verificacibn como termdémetros de mercurio
y de bulbo humedo y seco. Informacién sobre la infraestructura y equipos
requeridos se puede encontrar en el manual para disefiar instalaciones de
almacenamiento de semilla (Cromarty et al. 1985).




Conservacion en campo — Material vegetativo

* Especies que no se pueden
conservar como semilla

* Incluye acondicionar, multiplicar
y sembrar los materiales

%@‘\W
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Conservacion de material vegetativo en el campo

No todas las especies se pueden conservar como semilla aunque se reproduzcan
como tales y menos si son de propagacion vegetativa. Las semillas recalcitrantes
e intermedias, aun en condiciones 6ptimas, duran unas cuantas semanas por lo

cual resulta mas facil conservarlas en campo o in vitro.

La conservacion en el campo se indica en especies perennes, arbdéreas,
silvestres, semidomesticadas, heterocigotas y aquellas con reproduccién
Implica
acondicionar el material (si se requiere), multiplicarlo, elegir un sitio y prepararlo
parala siembra, sembrar los materiales y registrar informacién sobre la ubicacién

vegetativa o con semillas de vida corta o sensibles a la desecacion.

de las accesiones.




Acondicionamiento y propagacion
de material vegetativo

Propagacion inmediata, lavado o
desinfeccion, dependiendo
del material
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Acondicionamiento y propagacion de material vegetativo

El material vegetativo colectado se lava y desinfecta antes de propagarlo y llevarlo
al sitio de conservacion. La desinfeccién se puede hacer con bactericidas,
fungicidas (bulbos y rizomas) o termoterapia (estacas). Una vez desinfectado,
el material vegetativo se propaga en campo, en invernadero o in vitro. En campo
y en invernaderos, las muestras se siembran en semilleros o en potes y se dejan
crecer hasta obtener plantas de las que se puedan tomar nuevas muestras,
repitiendo el procedimiento hasta llegar al nUmero de plantas necesario para
establecer la coleccion en el sitio definitivo.

Si se desea propagar in vitro, las muestras se siembran en invernaderos, en
suelos de optima calidad nutricional, y de las plantas resultantes —preferiblemente
de las més jovenes— se extraen explantes que se micropropagan in vitro hasta
obtener plantas completas que se llevan de nuevo a invernaderos, se siembran
en suelo estéril y 2 6 3 semanas después se trasladan al sitio definitivo en el
campo. La micropropagacion consiste en a) desinfectar el explante en una
solucion de hipoclorito de sodio o de calcio, cloruro de mercurio o etanol, b)
sembrarlo en un medio de cultivo in vitro hasta que se produzcan nuevos brotes
y €) enraizair los brotes hasta obtener plantas completas (George y Sherrington
1984; Roca y Mroginski 1991; George 1996; IPGRI/CIAT 1994; Frison 1994).

La propagacion en campo e invernaderos es sencilla pero requiere tiempo y
espacio y no garantiza que las plantas obtenidas sean sanas y genéticamente
idénticas a las originales. La propagacion in vitro resuelve estos problemas y
permite propagar muchas especies, incluso las que se reproducen por semilla,
resultando mas conveniente.




Conservacion en campo —
Seleccion y preparacion del sitio

El sitio de conservacion en campo
debe favorecer el desarrollo
de las plantas
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Seleccion y preparacion del sitio

El sitio seleccionado para conservar el material en campo debe ser seguro y
favorecer el desarrollo de las plantas. Debe estar aislado para evitar ataques de
plagas y enfermedades pero ser de facil acceso para las labores de manejo. La
preparacion fisica y quimica del sitio de siembra depende de los requerimientos
de la especie y del nUmero de accesiones que se espera tener en el campo.




Siembra de material en el campo

* Evitar que las plantas intercambien polen

* Registrar en mapas e identificar las plantas en el campo

Copyright IPGRI 2000 Conservacion Ex Situ de Recursos Fitogenéticos 53

Siembra del material en el campo

Llevar al campo plantas vigorosas en un nimero representativo de la variabilidad
genética de las accesiones asegurara la continuidad de los materiales
conservados. Las plantas se dispondran en el campo de manera que no
intercambien polen para evitar que las poblaciones pierdan el genotipo original.
El sitio exacto donde se sembr6d cada accesion debe quedar registrado en un
mapa,; las accesiones se deben identificar tanto en el campo como en las plantas.




Conservacion in vitro

Controlar el crecimiento de explantes
viables manipulando el medio y/o
las condiciones de almacenamiento

Copyright IPGRI 2000 Conservacion Ex Situ de Recursos Fitogenéticos 54

Almacenamiento y conservacion  in vitro

El cultivo de tejidos permite conservar in vitro un amplio rango de especies en
diversos tipos de muestra como plantas completas, semillas, retofios, yemas,
apices caulinares, meristemas, évulos, embriones, células en suspension,
protoplastos, anteras, polen y ADN. La conservacion in vitro de germoplasma
se centra en controlar el crecimiento normal de explantes viables —reduciéndolo
o deteniéndolo— manipulando ya sea la constitucién del medio de cultivo y/o las
condiciones de almacenamiento.




Conservacion in vitro

e Crecimiento lento o crioconservacion

* Incluye acondicionamiento, siembra
in vitro y almacenamiento
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Al igual que en la conservacion en campo, el material se acondiciona, se siembra
—in vitro en este caso—y se lleva al sitio de conservacion. El acondicionamiento
consiste en desinfectar las muestras y lavarlas posteriormente con agua destilada
para eliminar los residuos de desinfectante. Las soluciones desinfectantes mas
utilizadas son la de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 1-3%, la de hipoclorito de
calcio (Ca(OCl),) al 6-12%, la de cloruro de mercurio (HgClL) al 0.1-1.5% y la de
etanol al 70%. De la muestra limpia se extraen los explantes (cuanto mas
pequefios, mejor), se siembran en medios de cultivo y en recipientes de vidrio, y
se someten a una de dos formas de conservacion in vitro: crecimiento lento o
crioconservacién. En ambos casos el medio y el ambiente de conservacion
deberan ser estériles y las condiciones de almacenamiento controladas. A
continuacion describiremos las dos formas de almacenar germoplasma in vitro
(Rocay Mroginski 1991; George 1996).




Crecimiento lento

Inhibidores
Reducir el crecimiento del explante Tadtl
modificando

* el medio de cultivo
- potencial osmético, inhibidores
de crecimiento, nutrientes

. . . 0
* |as condiciones de almacenamiento RS

- envase, presion parcial de
oxigeno, luz y temperatura
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Crecimiento lento

El crecimiento lento consiste en reducir el desarrollo del explante modificando el
medio de cultivo y/o las condiciones en que se lo mantiene. A través del medio de
cultivo, el crecimiento se puede reducir aumentando el potencial osmaotico
(agregando manitol, prolina, glicerol o sacarosa), adicionando inhibidores de
crecimiento (acido abcisico) y reduciendo o suprimiendo los nutrientes que el
explante necesita para crecer (carbono y nitrégeno). EIl crecimiento también se
limita controlando las condiciones en que se almacenan las muestras, ya sea
utilizando envases pequefios o reduciendo la temperatura, la ilumincacién y la
presion parcial de oxigeno. Reducir la temperatura es la forma mas efectiva para
controlar el crecimiento de los explantes en tanto reduce la actividad metabolica,
pero como es igualmente importante asegurar y mantener una baja tasa de
crecimiento que permita conservar los explantes viables durante el mayor tiempo
posible, conviene utilizar una combinacion de métodos.

Las muestras en crecimiento lento se mantienen en camaras con baja temperatura
durante periodos que pueden variar de unos meses a varios afios (generalmente
dos). La temperatura dependera de la especie y la variedad aunque la mayoria de
cultivos in vitro se mantiene a temperaturas entre 20 y 30°C; temperaturas menores
pueden reducir aln méas el crecimiento de algunas especies pero afectar
negativamente otras. Algunas especies del género Prunus, por ejemplo, se
conservan bien a —3°C mientras que temperaturas inferiores a 15°C destruyen
rapidamente explantes de Musa spp. (Pérez-Ruiz 1997), y aquellas inferiores a
18°C deterioran variedades de yuca (Withers 1984 citada por Roca et al. 1991).

El material conservado en crecimiento lento necesita renovarse cada cierto tiempo
en tanto ha continuado creciendo asi sea lentamente. Las muestras se
micropropagan y se transfieren a un medio de recuperacion y fortalecimiento.
Cuando los nuevos explantes se han establecido, se propagan nuevamente y se
llevan de nuevo al medio de conservacion. Un ejemplo de la aplicacion exitosa de
esta metodologia lo constituye el caso de la yuca en CIAT, Colombia, donde se
conservan alrededor de 6017 accesiones (Roca et al. 1991; IPGRI/CIAT 1994).




Crioconservacion

e Detener crecimiento mediante
inmersion en nitrégeno liquido

* Depende de la reaccion
de la especie al congelamiento

Copyright IPGRI 2000 Conservacion Ex Situ de Recursos Fitogenéticos 57

Crioconservacion

La crioconservacion consiste en colocar los explantes en nitrégeno liquido
(-196°C) para detener su crecimiento pero conservando la viabilidad y la
estabilidad genética y fisiolégica. Es una técnica reciente y con buenas
perspectivas, pues permite almacenar por periodos indefinidos cualquier especie
gue tolere y sobreviva al congelamiento. Por esta razén, resulta particularmente
Gtil para conservar especies de semilla no ortodoxa o de reproduccion vegetativa,
dificiles de conservar en cdmaras o en campo (Ashmore 1997; Benson 1999;
Engelmann 2000).

La crioconservacion consiste en a) cultivar el explante in vitro (precrecimiento),
b) desecarlo al minimo permisible segun la especie, c) tratarlo con crioprotectores
(glicerol, sacarosa, manitol, prolina, polietilenglicol) para evitar la cristalizacion
de liquidos intracelulares, d) congelarlo en nitrogeno liquido, e) almacenarlo, f)
descongelarlo y g) tratarlo para recuperar plantas viables (Wang ef al. 1993; Rao
y Riley 1994; Pérez-Ruiz 1997).

El éxito de la crioconservacion depende de la reaccion de la especie al
congelamiento por lo que requiere protocolos especificos. Existen diversas
técnicas como la deshidratacién-encapsulacion, la vitrificacion, la encapsulacién-
vitrificacion, la desecacion, el precrecimiento, el precrecimiento-desecacion y el
goteo-congelamiento (Ashmore 1997) pero las investigaciones en este campo,
como las que realiza el CIP (Peru) con papas tolerantes al congelamiento y el
CIAT con yuca, todavia se basan en el ensayo y el error (Rao y Riley 1994). La
metodologia tiene limitantes siendo las principales la dificultad y el tiempo
requeridos para regenerar plantas completas a partir de las estructuras
conservadas.




Conservacion in vitro
>
l
* Permite mantener muchas especies en I
diversidad de muestras y en poco espacio
* Facilita el intercambio de germoplasma
* Depende aun del desarrollo de
la tecnologia
* Requiere recursos considerables “ “
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El cultivo in vitro cobra cada vez mayor importancia como herramienta de
conservacion e intercambio de germoplasma porque permite mantener un amplio
rango de especies, en diversidad de muestras sanas y en poco espacio, e
intercambiarlas facilmente. Sin embargo, requiere tecnologia y conocimientos
aun en desarrollo, protocolos para cada especie y recursos considerables por lo
que conviene evaluar la alternativa de conservar germoplasma in vitro frente a
otras opciones de conservacion, y aplicarla principalmente en aquellas especies
dificiles de conservar como semilla 0 en campo.




IV. Etapas de la conservacion ex situ
de recursos fitogenéticos

» Manejo del germoplasma conservado <
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Manejo del germoplasma conservado

» Caracterizacion y evaluacion 4
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D. Manejo del germoplasma conservado

Una vez que el material se acondiciona y almacena en el sitio de conservacion,
en condiciones Optimas para asegurar su supervivencia, se realizan las
actividades de manejo del mismo, iniciando con las de caracterizacion y

evaluacion.




Caracterizacion y evaluacion

* Describen los atributos que permiten diferenciar
las accesiones y determinar su utilidad potencial

* Son complementarias y se basan en el registro
de datos
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Caracterizacion y evaluacion del germoplasma

Los recursos fitogenéticos se conservan para utilizarlos, y ello sélo es posible si
Se conocen sus caracteristicas y posibles usos. La informacion que nos permite
conocer el germoplasmay determinar su utilidad proviene de tomar y analizar un
conjunto de datos sobre el germoplasma, en diversas etapas de la conservacion
pero principalmente durante la caracterizacion y la evaluacion.

La caracterizacion y la evaluacion son actividades complementarias que consisten
en describir los atributos cualitativos y cuantitativos de las accesiones de una
misma especie para diferenciarlas, determinar su utilidad, estructura, variabilidad
genética y relaciones entre ellas, y localizar genes que estimulen su uso en la
produccion o en el mejoramiento de cultivos. Las dos actividades requieren
exactitud, cuidado y constancia, e incluyen un componente importante de registro
de datos.




Caracterizacion

Descripcidn sistematica a partir
de un conjunto de caracteres
cualitativos (descriptores)
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Caracterizacion del germoplasma

Caracterizar germoplasma consiste en describir sisteméticamente las accesiones
de una especie a partir de caracteristicas cualitativas como el habito de
crecimiento, la altura de la planta y el color de las flores. Estas caracteristicas
son de alta heredabilidad y no varian con el ambiente.

La caracterizacion se realiza en una poblacion representativa de la accesion y
mediante una lista de descriptores (caracteristicas) y los instrumentos para
registrarlos. El material que se va a caracterizar se siembra en el campo o en
invernaderos, en parcelas debidamente identificadas, y en condiciones de manejo
uniformes. Establecidas las poblaciones objetivo, se observan las caracteristicas
de la especie en las diversas etapas de desarrollo y se registra la expresion a
partir de un conjunto seleccionado de descriptores. Los datos se tomany registran
de forma sistemética, ordenada y consistente para facilitar su posterior analisis
estadistico, y para que la informacién que se obtenga en diferentes regiones a
partir de los mismos descriptores sea comparable y compatible.

Veamos ahora como establecer y manejar los componentes de la caracterizacion:




Componentes de la caracterizacion

* poblacién representativa

* lista de descriptores
* instrumentos de medicién/registro
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La poblacion representativa de la especie

La poblacion que se caracteriza debe representar la variabilidad genética total de
la accesion de manera que permita observar y registrar las caracteristicas que
posee. En cuanto a variabilidad, una poblacion representativa contiene por lo
menos 95% de los alelos de la accesion. El tamafio lo determinaré el tipo de
reproduccion de la especie, pues si es aldgama (muy variable), la poblacion
debera ser mayor que si es autdgama (poco variable). En general, se recomienda
establecer poblaciones grandes para que la descripcion sea confiable, dividiendo
la poblacién en repeticiones que permitan tomar el dato de una misma
caracteristica varias veces y usar el promedio como el valor real.

Los descriptores

Los descriptores son las caracteristicas mediante las cuales podremos conocer
el germoplasma y determinar su utilidad potencial. Deben ser especificos para
cada especie, diferenciar los genotipos y expresar el atributo de manera precisa
y uniforme. Muchos atributos pueden describir un material pero los caracteres
realmente Utiles son aquellos que se pueden detectar a simple vista, registrar
facilmente, que tienen alta heredabilidad, alto valor taxonémico y agronémico,
que se pueden aplicar a muestras pequefias, y permiten diferenciar una accesion
de otra. Ese conjunto debe constituir la lista de descriptores de la especie.

»




En la caracterizacion se registra la expresion de caracteres cualitativos constantes
en los diversos estados fisiologicos de la planta (fenotipo). Los datos se toman
en el estado de plantula, antes de y durante la floracién, y en la etapa de
produccién, y se suman a los datos de pasaporte, previamente registrados durante
la colecta o adquisicion del material. En la etapa de plantula podremos utilizar
descriptores como el color y pubescencia del hipocétilo, la longitud de la hoja
primariay el grosor del peciolo. En la etapa de planta registraremos datos como
la altura y el tipo de crecimiento, la posicion de las hojas, el color de la flor y los
dias hasta la floracién. En la etapa productiva se registran datos como nimero,
tamano y forma de los frutos y el rendimiento.

No todas las caracteristicas de una planta se expresan con la misma intensidad.
Algunas, especialmente las cuantitativas, pueden presentar diferentes grados
de expresion, que se registran mediante escalas de valor (generalmente entre 1
y 9) denominadas estados del descriptor (IPGRI 1996). Tal es el caso de la
resistencia o susceptibilidad a diferentes tipos de estrés biotico (plagas y
enfermedades) y abiotico (sequia, salinidad, acidez o baja fertilidad del suelo).

Los instrumentos de medicion

Las caracteristicas también se expresan de maneras diferentes, requiriendo
variados instrumentos para registrarlas. Mientras que algunas veces bastara
con observar y registrar la presencia o ausencia de una caracteristica (espinas,
tricomas), en otras (numero de frutos, altura de la planta, nimero de estambres)
sera necesario contar y/o medir estructuras utilizando cintas métricas, reglas de
varios tamafios y graduaciones. El registro de datos muy precisos necesitara
herramientas como cartas de colores (como la Royal Horticultural Society Colour
Chart, el Methuen Handbook of Colour o las Munsell Colour Charts for Plant
Tissues), calibradores Vernier, microscopios o estereoscopios, balanzas,
medidores de pH, durometros (para medir la resistencia o dureza de céscara y
pulpa), estufas (para calcular cantidad de agua y materia seca), y reactivos
quimicos e instrumental de laboratorio (para caracterizacién y evaluacion
enzimética y molecular).

El trabajo de caracterizacion se facilita cuando se utilizan listas de descriptores
existentes, preparadas por expertos y publicadas por organismos reconocidos
internacionalmente. El IPGRI, por ejemplo, ha publicado hasta la fecha listas de
descriptores para algo mas de 80 especies y una lista multiespecies para datos
de pasaporte (Anexo 9) disponible también en Internet (véase lista de
referencias). También se puede recurrir a los descriptores del Informationzentrum
fur Genetische Ressourcen (IGR), a la adaptacion de trabajos previos sobre la
especie 0 especies afines, o a la consulta con expertos. Sin embargo, si se
trabaja con cultivos poco estudiados y/o no se dispone de una lista de
descriptores, es preciso identificar los caracteres relevantes expresados
anteriormente. Esta labor requiere el concurso de expertos en la especie en
cuestion.

De la caracterizacién debemos obtener un conjunto de datos que nos muestre
las caracteristicas de las accesiones con que contamos. Sin embargo, como
necesitamos determinar el beneficio que esas caracteristicas nos ofrecen
(posibles usos), lo averiguamos evaluando el germoplasma.




Evaluacion

Descripcion de caracteristicas
agronémicas en el maximo
posible de ambientes

Localidad 1 Localidad 2
MEX-1248 MEX-1248
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Evaluacién del germoplasma

Una vez conocidas las caracteristicas morfolégicas y anatémicas del
germoplasma a través de la caracterizacion, la informacién para determinar su
potencial de uso se amplia con los datos de la evaluacion. La evaluacion consiste
en describir las caracteristicas agrondmicas de las accesiones (rendimiento o
resistencia a estrés bidtico o abiodtico) —generalmente cuantitativas (variables
con el ambiente) y de baja heredabilidad— en el maximo posible de ambientes,
con el fin de identificar materiales adaptables y con genes Utiles para la produccion
de alimentos y/o el mejoramiento de cultivos. En la mayoria de los casos es

realizada por mejoradores.




[1]2[3]4]516]

‘ Componentes de la evaluacion

* Poblacion representativa
* Descriptores

* Repeticiones en el tiempo
* Manejo homogéneo de parcelas
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La evaluacion es complementaria a la caracterizacion y también se realiza sobre
una poblacion representativa de la especie y mediante descriptores. Se puede
realizar en campo, en invernadero o en laboratorio dependiendo de la caracteristica
gue se desee evaluar, y siguiendo el mismo procedimiento. A diferencia de la
caracterizacion, donde las plantas se siembran una sola vez, para evaluar es
necesario sembrar el germoplasma simultdneamente en diferentes ambientes y
durante varios afios. De ahi que no resulte econémicamente factible evaluar
todas las accesiones y haya que optar por una evaluacion preliminar para
observar la adaptacion de las accesiones al nuevo ambiente. Las que muestren
buen comportamiento frente a un testigo se evaltian con un objetivo especifico.
Los ensayos de evaluacion deben tener en cuenta la especie, el objetivo de
evaluacion, los sitios, y obedecer a un disefio experimental (varias localidades y
repeticiones).

La evaluacion de germoplasma también requiere un manejo homogéneo de las
parcelas, y tomar y registrar los datos observados sistematicamente para facilitar
el analisis estadistico y poder concluir sobre la utilidad del material.




Manejo de datos
de caracterizacion y evaluacion

* Registro, analisis, conclusiones
e informacion a los usuarios

* Variedad de métodos

Copyright IPGRI 2000 Conservacion Ex Situ de Recursos Fitogenéticos 67

Andlisis de la informacién para concluir sobre la utilidad del germoplasma

En la caracterizacion y evaluacion del germoplasma no es suficiente registrar,
organizar y almacenar los datos; es preciso analizarlos y ponerlos a disposicion
de los usuarios. Sin andlisis, no habra conclusiones sobre la utilidad potencial
del germoplasma. Los datos obtenidos y analizados deben representar fielmente
las caracteristicas y el comportamiento de las accesiones, de manera que
permitan diferenciarlas y seleccionar aquellas con potencial para el mejoramiento
de cultivos. De ahi la importancia de que el germoplasma esté debidamente
caracterizado y evaluado.

El analisis de los datos se puede hacer mediante métodos simples o complejos
gue van desde la utilizacion de gréficas hasta los andlisis estadisticos como los
de variancia, de comparacion de medias, multivariados, de conglomerados, de
correspondencia multiple y de similitud.

En ocasiones, los datos de caracterizacion y evaluacion morfoagronémicas no
son suficientes para establecer diferencias entre especies o0 entre accesiones.
En estos casos se puede recurrir a estudios del genoma, como el cariotipo, el
namero de cromosomas Yy el nivel de ploidia. También es posible estudiar
directamente el genoma utilizando marcadores bioquimicos (isoenzimas) y
moleculares (microsatélites, polimorfismo en la longitud de los fragmentos de
restriccion (RFLP), ADN polimoérfico amplificado aleatoriamente (RAPD)
caracteres de loci cuantitativos (QTL)). Estas metodologias permiten localizar
los genes de interés con mayor exactitud pero no evaltan el efecto del ambiente
en la expresién de esos genes. En consecuencia, no sustituyen —sino que
complementan— la caracterizacion y la evaluacion morfoagronémicas.




Manejo del germoplasma conservado

» Multiplicacion y regeneracion 4

Copyright IPGRI 2000 Conservacion Ex Situ de Recursos Fitogenéticos 68




Multiplicacién y regeneracion

Recuperar cantidad y viabilidad del germoplasma
perdidas en almacenamiento

* Multiplicacion para recuperar tamafo
* Regeneracion para optimizar viabilidad
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Multiplicacion y regeneracion

Durante el tiempo que se mantiene conservado, el germoplasma puede disminuir
en cantidad y calidad (viabilidad). El tamafio de las muestras disminuye con el
uso y la distribucion mientras la viabilidad se reduce con el tiempo, incluso si el
germoplasma se ha almacenado en condiciones Optimas (FAO 1996 citado por
Sackville Hamilton y Chorlton 1997). Cuando esto sucede, hay que multiplicar o
regenerar. Si el objetivo es recuperar viabilidad hablamos de regeneracién o
rejuvenecimiento; si es llevar las muestras a un tamafo 6ptimo, hablamos de
multiplicacién. De todos modos, las muestras obtenidas de la multiplicacién/
regeneracion deben ser viables, sanas, de tamafio 6ptimo para el almacenamiento
y genéticamente idénticas a la original.

Al igual que otras actividades de conservacion, la multiplicacion/regeneracion
parte de monitorear las muestras y se rige por normas y procedimientos que
precisan la calidad y cantidad del material requerido, el nimero de plantas y el
ambiente (véase Anexo 7) (Sackville Hamilton y Chorlton 1997). A continuacion
describiremos los procedimientos para multiplicar/regenerar.




[1[2]3[4]5[6] , .
&, Cuando multiplicar o regenerar?

Monitoreo de tamafio y viabilidad por
* conteo de muestras
* pruebas de germinacion
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Monitoreo para determinar la necesidad de multiplicar/regenerar

Una muestra esté en 6ptimas condiciones cuando es viable y suficiente. Sila
muestra no satisface alguno de estos requisitos debe ser multiplicada/regenerada,
decision que proviene de monitorear tanto el tamafio como la viabilidad de las
accesiones. El tamafio se monitorea contando la cantidad de propagulos
disponibles por accesion. Si la muestra es de semillas, el tamafio minimo
permisible indicado en las Normas para Bancos de Genes (Anexo 7) es de 1500
a 2000 semillas. No existen estandares para el tamafio de muestras de propagulos
vegetativos conservados en campo o in vitro pero generalmente se mantienen
entre 3 y 20 repeticiones por accesion. La viabilidad se monitorea mediante
observaciones o pruebas, dependiendo del tipo de muestra.

La viabilidad del material vegetativo (plantas en campo o in vitro en crecimiento
lento) se monitorea observando sisteméticamente la sanidad, el desarrollo y las
condiciones en que se ha conservado. Si no satisface alguno de los criterios
anteriores, debe ser regenerado. Siel material conservado es semilla, la viabilidad
se monitorea practicando pruebas de germinacion que consisten en poner a
germinar una muestra de semillas para averiguar a) cuantas (%) germinany b) si
las que no germinan han muerto o estdn durmientes. Estas determinaciones se
comparan con la viabilidad inicial -tomada durante la multiplicacién preliminar—y;,
si se ha reducido a un nivel igual o0 menor a 85%, es tiempo de regenerar la
muestra.




Pruebas de germinacion

* Determinan el porcentaje de viabilidad

* Estan sujetas a normas ISTA
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Las pruebas de germinacién se realizan sobre una muestra minima de 200 semillas
tomadas al azar (FAO/IPGRI 1994). Las semillas se colocan sobre papel (toallas
y rollos) o en sustratos (arena o suelo) y, dependiendo de la especie, se incuban
a diferentes temperaturas hasta que germinan. Las pruebas deben seguir las
normas indicadas en las Reglas Internacionales para la Evaluacion de Semillas
(ISTA 1993). Cuando las pruebas de germinacion no dan resultados satisfactorios,
se puede recurrir a pruebas complementarias para determinar si el embrion esta
muerto o durmiente, como la del tetrazolio y la de rayos X. Estas pruebas no
permiten utilizar el material posteriormente por lo cual se recomienda aplicarlas
s6lo cuando se dispone de suficiente semilla.

Para decidir regenerar/multiplicar no se debe esperar hasta que la muestra llegue
a los niveles minimos de tamafio y viabilidad, pero tampoco debe hacerse
frecuentemente pues es costoso y pone en peligro la integridad genética del
germoplasma. También conviene tener en cuenta que la viabilidad es prioritaria
sobre el tamafio; asi, sera mas urgente regenerar/multiplicar una muestra grande
cuya viabilidad es baja que una pequefia cuya viabilidad es 6ptima.




Como multiplicar/regenerar

MEX-2154

* Las plantas se establecen
en condiciones Optimas
para la especie

* Puede hacerse en campo,
invernaderos, casas de
malla o in vitro
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Cdémo multiplicar/regenerar

Una vez se ha determinado que la muestra debe ser regenerada/multiplicada, las
plantas se establecen en el sitio de regeneracién/multiplicacion, en condiciones
Optimas de desarrollo de manera que la muestra de germoplasma que se obtenga
sea viable, sana, suficiente para almacenar y genéticamente igual a la original. El
tipo de reproduccién de la especie determinara esas condiciones.

Las especies que no requieren control de la polinizacion, como las de reproduccion
asexual y las autégamas, se multiplican/regeneran en el campo o en casas de
malla. Si se las multiplica/regenera en el campo, el germoplasma se siembra en
parcelas relativamente pequefias y con poblaciones grandes. Las de reproduccion
vegetativa se multiplican a partir de muestras estériles como estacas, acodos e
injertos. Las especies de reproduccion sexual, que si necesitan control de la
polinizacion (alégamas), se multiplican/regeneran preferiblemente en invernaderos
y casas de malla; se pueden multiplicar/regenerar en el campo, siempre y cuando
el terreno esté aislado y la polinizacion se controle estrictamente. Silas accesiones
son especies silvestres, se pueden multiplicar/regenerar en surcos o parcelas en
el campo, en casas de malla o invernaderos dependiendo de la cantidad de semilla
disponible y de los requerimientos de la especie. Ciertas especies silvestres (e.g.,
Lycopersicon peruvianum) necesitaran condiciones ambientales especiales para
reproducirse.

La multiplicacion/regeneracion de germoplasma en campo o en casas de malla
requiere espacio, tiempo y gran cantidad de material y recursos. El cultivo in vitro
de tejidos, que requiere poco tiempo y espacio y permite trabajar con diversos
tipos de muestra, ofrece también la posibilidad de multiplicar/regenerar una variedad
de especies, asegurando muestras sanas y genéticamente idénticas a la original.
Consiste en micropropagar apices de yemas axilares y meristemas hasta obtener
plantas completas. Sin embargo, se indica preferiblemente para germoplasma
conservado in vitro o en campo.




Control del ambiente en colecciones de campo

)
)

. Para evitar

* intercambio de polen
°* mezclas mecanicas

* ataques de plagas
y patbégenos
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Control del ambiente en colecciones de campo

Obtener una muestra de buena calidad fisiolégica (propagulos vegetativos o
semillas viables, vigorosos y sanos) e idéntica al genotipo original requiere un
control estricto del ambiente. La calidad fisiolégica del germoplasma depende de
sus caracteristicas genéticas y del ambiente en que se desarrolla pero puede
verse afectada durante el ciclo de cultivo por factores ambientales adversos por
lo que es preciso evitar cualquier estrés bidtico o abidtico. El sitio seleccionado
debe tener un suelo fértil y con fuentes de agua para suplir los requerimientos de
la especie, estar preferiblemente aislado para evitar ataques de plagas y patégenos
u ofrecer facilidades para controlarlos si se presentan. También habra que
establecer condiciones uniformes de distancia entre surcos y entre plantas y
realizar las labores agronémicas que la especie requiera. Las semillas y
propéagulos se deben cosechar cuando estén fisioldgicamente maduros y sanos,
evitando ocasionar dafios mecanicos.

El control del ambiente para mantener el genotipo original consiste en evitar que
las accesiones se contaminen por intercambio de polen (aldgamas) o se mezclen
mecénicamente (autégamas y de reproduccion asexual). Las poblaciones se
pueden aislar en el campo o en casas de malla. Si se siembran en el campo,
conviene utilizar terrenos aislados, separar las accesiones por distancias amplias,
y someterlas a raleos y podas para evitar traslapes entre plantas y mezclas de
frutos y semillas. Ademas, las especies alégamas exigen un control estricto de
la polinizacion que se logra embolsando estructuras reproductivas y manejando
las poblaciones de insectos polinizadores. Usar casas de malla individuales
para cada accesion elimina el riesgo de contaminacion pero incrementa los costos.




Identificacion de las muestras

Ubicacion de plantas, surcos y parcelas
en el sitio y en un mapa

[ coL-1247 | | BOL-2364 | [ VEN-8974]
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Identificacion de las muestras

En la multiplicacion/regeneracion, como en todas las actividades de conservacion
de germoplasma, hay que identificar las muestras con precision para evitar
mezclas que den lugar a confusiones y/o pérdidas. La ubicacion de parcelas,
surcos y plantas en regeneracion/multiplicacion se debe consignar en un mapay
en el sitio con su numero de accesion, utilizando elementos resistentes a la
intemperie. En caso de presentarse alguna duda, la identificacion del material se
puede verificar comparando las plantas sembradas con muestras de herbario o
con los datos disponibles sobre ellas (datos de pasaporte, caracterizacion y
evaluacion).




Viabilidad para monitoreo y acondicionamiento

Las muestras regeneradas se someten
a pruebas de viabilidad y se acondicionan
para almacenamiento

COL-5296
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Finalmente, una vez el material esté multiplicado/regenerado, se somete a pruebas
de viabilidad y se acondiciona para almacenarlo. Los resultados de estas pruebas
serviran de punto de referencia para monitoreo posteriores.




Manejo del germoplasma conservado

» Informacion y documentacion 4
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Informacion y documentacion

Registro y manejo de datos
sobre el germoplasma conservado
gue incrementa su valor de uso
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Informacion y documentacion

La conservacién de germoplasma, en sus diversas etapas, comprende una gama
de actividades para las cuales se requiere informacion o de las cuales se deriva
informacion. Esta puede referirse a las especies, sus sitios de origen y las
actividades o etapas de la conservacion. La actividad de registrar, organizar y
analizar datos de conservacion se denomina documentacion y es fundamental
para conocer el germoplasma y tomar decisiones sobre su manejo. El valor del
germoplasma aumenta a medida que se le conoce; de ahi la importancia de que
esté bien documentado.




Datos que se documentan

Datos de pasaporte,
sitio de colecta, caracterizacion,
evaluacion y manejo
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Categorias de datos sobre el germoplasma

Debido al gran volumen de informacién que genera la conservacion, conviene
establecer categorias de datos que permitan manejarlos. Estas categorias
incluyen los datos pasaporte y recoleccion, del sitio y medio ambiente, de
caracterizacion, de evaluacion y de manejo.




Datos de pasaporte y recoleccion

* |dentifican el material y el sitio de colecta

¢ Pueden incluir conocimiento tradicional
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Los datos de pasaporte (identificacién del material) y de recoleccion
(caracteristicas del sitio y ambiente donde se colecto la muestra) se toman en el
momento de la colecta; ayudan a determinar como manejar la muestra e interpretar
los datos de caracterizacion y evaluacion que se tomen posteriormente. Durante
la colecta también se registra informacién sobre el conocimiento que la comunidad
local tiene del germoplasma (conocimiento autéctono o tradicional, o informacién
etnobotanica), resultante del uso en el tiempo. Esta informacién puede incluir
caracteristicas de las especies, cdmo se cultivan, conservan y usan, y se utiliza
posteriormente para caracterizar, evaluar, conservar y utilizar el germoplasma.
La importancia que esta informacion ha ido ganando se refleja actualmente en el
establecimiento de centros compiladores de conocimiento autéctono de nivel
mundial (Holanda y Estados Unidos), regional (Nigeria y Filipinas) y nacional
(Alemania, Filipinas, Indonesia, Burkina Faso, Sri Lanka, Africa del Sur, Nigeria,
Ghana, Kenia, México, Venezuela, Brasil), cuyo objetivo es estudiar, comprender
y difundir este conocimiento para mejorar la conservacion y la utilizacion de los
recursos fitogenéticos (Warren 1991; Warren y Rajasekaran 1993).




Datos de caracterizacion y evaluacion

* Atributos fisicos y agronémicos del germoplasma

* Permiten diferenciar accesiones y determinar
utilidad potencial

COL-1256 VEN-1321
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Los datos de caracterizacion describen los atributos fisicos del germoplasma.
Varian dependiendo de la especie pero en general describen la planta en todas
sus etapas de desarrollo. Son necesarios para conocer y diferenciar facil y
rapidamente las accesiones. Los datos de evaluacion describen la planta en
funcién de sus caracteristicas agronémicas. Permiten determinar la utilidad
potencial del germoplasma y seleccionar aquellos genotipos Utiles para la
produccién y el mejoramiento de los cultivos.




Datos de manejo

Resultan de las actividades
de conservacion y permiten
evaluar la efectividad de ésta
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Los datos de manejo surgen de las diferentes actividades propias de la
conservacioén, es decir, las que se realizan con el germoplasma como la
multiplicacion preliminar, la determinacién y monitoreo de la viabilidad, los ciclos
de multiplicacién y regeneracién, las condiciones de almacenamiento y la
distribucién. Esta informacion sirve de base para evaluar la eficiencia y efectividad
de la conservacion.




Registro y almacenamiento de la informacion

Sistemas de documentacion en
medios funcionales y seguros
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Como almacenar la informacioén: los sistemas de documentacion

Como ya dijimos, son muchos y variados los datos que se van tomando y
registrando sobre los recursos fitogenéticos conservados y, por su volumen, se
deben organizar, registrar, analizar y almacenar en sistemas que faciliten el trabajo.
La informacion se puede almacenar en diferentes medios —papel, microficha,
bases de datos, disquetes— pero el que se elija debe ser funcional y seguro. Los
medios para manejar la informacion sobre el germoplasma se denominan sistemas
de documentacion.




Sistemas de documentacion — Caracteristicas

* Exactitud
« Organizacién y funcionalidad
» Flexibilidad

* Facilidad de manejo
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Un sistema de documentacion debe contener informacién de valor tanto para los
que conservan el material como para los usuarios. En consecuencia, debe a)
incluir informacion exacta, veraz, confiable y actualizada; b) facilitarle al usuario
acceder a la informacién y recuperarla; c) ser de facil manejo y requerir una
capacitacion minima para usarlo; d) ser flexible para que se adapte a cambios
futuros, y d) organizar los datos en categorias de uso que faciliten el registro,
almacenamiento, actualizacion, procesamiento y recuperacion de la informacion
(Painting et al. 1993).

Los sistemas de documentacion pueden ser manuales o computarizados. Los
manuales almacenan la informacién en libros de campo, formatos impresos o
microfichas. Se han utilizado durante décadas pero han ido perdiendo vigencia
pues la informacién queda registrada pero dispersa, y ubicarla, recuperarla y
manejarla se dificulta cuanto mayor sea el nimero de accesiones. Los sistemas
computarizados registran la informacién en bases de datos, a partir de aplicaciones
(software) comerciales o desarrolladas para fines de documentacion de
germoplasma. Estos sistemas estan siendo cada vez mas utilizados porque
permiten consignar y organizar minuciosa y sistematicamente la informacion,
agruparla e interrelacionarla y actualizarla regularmente. También permiten localizar
y recuperar rapidamente la informacion y almacenar un volumen considerable de
datos; ocupan poco espacio y son mas seguros pues se pueden duplicar.

En la actualidad, la mayoria de los bancos de germoplasma maneja la informacién
en bases de datos desarrolladas por ellos mismos o adaptadas de sistemas
desarrollados por otros como el Genebank Management Information System (GMS)
desarrollado por el IPGRI, el pcGRIN (Sistema de documentacién del Germplasm
Resources Information Network (GRIN)), desarrollado por el USDAy el IPGRI, y el
Caribbean Seed and Germplasm Resources Information Network (CSEGRIN)
desarrollado por la FAO. Estos sistemas pueden ser facilmente adoptados por los
bancos solicitando copias del software a las instituciones que los han desarrollado.




Manejo de datos sobre el germoplasma

* Registro

* Analisis

* Conclusiones

* Decisiones de manejo

* Divulgacion para
estimular uso
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Qué hacer con los datos almacenados en un sistema de documentacion

Una vez registrados y organizados en categorias, los datos se analizan para
tomar decisiones de manejo de las colecciones y elaborar productos de
divulgacion que fomenten la utilizacion del germoplasma conservado. Comparar
los diferentes grupos de datos a través del tiempo permite planificar las actividades
que se realizaran con el germoplasma (e.g., la necesidad de multiplicar/regenerar
las accesiones), detectar fallas como el deterioro y/o pérdida de accesiones y
evaluar la efectividad de la conservacion. El andlisis estadistico de los datos de
caracterizacion y evaluacion permite concluir sobre la cantidad y caracteristicas
de la diversidad que se conserva y sus posibles usos, informacién que dirigida a
los usuarios fomentara la utilizacion del germoplasma.

Estimular el uso de los recursos fitogenéticos también incluye dar a conocer a
los usuarios los servicios que presta el banco, los recursos fitogenéticos que
conserva y cdmo acceder a ellos. Catalogos de germoplasma (en papel o en
medio electrénico), bases de datos en linea y folletos son algunos ejemplos de
productos y servicios mediante los cuales se puede dar a conocer la informacién
a los usuarios. Actualmente se esta promoviendo el uso de paginas de Internet
para consultar bases de datos y catalogos virtuales de colecciones, que pueden
incluir hasta imagenes de las accesiones (Puzone y Hazekamp 1998). Ejemplos
de esta forma de divulgacién de los recursos genéticos son el catélogo virtual de
germoplasma de olivo y arboles frutales del Istituto sulla Propagazione delle Specie
Legnose CNR (Consiglio Nazionale delle Ricerche) en ltalia (Roselli et al. 1998),
la Red de Informacion sobre los Recursos Genéticos de los Centros del CGIAR
(SINGER), la base de datos sobre germoplasma del IPGRI y el Sistema Mundial
de Informacion y Alerta sobre Recursos Fitogenéticos, administrado por la FAO,
conocido como WIEWS (World Information and Early Warning System on Plant
Genetic Resources) (CGIAR 1997; IPGRI 1998; FAO 1999).

»




SINGER es una red de intercambio de informacién sobre las colecciones de
germoplasma en custodia de los Centros del CGIAR (mas de 500,000 muestras
de germoplasma de cultivos, forrajeras y arboles importantes para la alimentacion
y la agricultura. La base de datos sobre germoplasma del IPGRI contiene
informacion sobre la institucion que mantiene la coleccion, el tipo de germoplasma
gue conserva, el nombre de las especies, y el tipo y nimero de accesiones por
cada especie. Contiene datos para unos 5 millones de accesiones de colecciones
de germoplasma de todo el mundo y esta ligada al WIEWS. EIWIEWS contiene
varias bases de datos, entre ellas una de colecciones ex situ de germoplasma,
gue indica el nombre de la especie y el nUmero de accesiones para esta especie,
el tipo de material (desde silvestre hasta mutante), la distribucion geogréficay el
lugar donde se mantienen duplicados de seguridad.

Como hemos visto, un sistema de documentacion sélido constituye un apoyo
para quienes manejan el germoplasma puesto que les permite establecer
prioridades, planificar las actividades de manejo y optimizar recursos. También
fomenta la utilizacién pues facilita que los usuarios accedan a la informacién que
les permitira identificar accesiones de interés (Painting et al. 1993).




Manejo del germoplasma conservado

» Utilizacion del germoplasma 4
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Utilizacién del germoplasma

* El germoplasma se puede usar
en su forma original o mejorado

* El uso depende del conocimiento ¥/
y la disponibilidad

\‘.‘!'
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Utilizacion del germoplasma

El germoplasma se conserva para utilizarlo. El aprovechamiento depende de
saber donde esta, conocer sus caracteristicas y utilidad, y mantenerlo viable y
disponible. El germoplasma se puede utilizar directa (uso inmediato) e
indirectamente (mejora genética), como veremos a continuacion.




Utilizacion directa

* Introduccion o reintroduccion
de materiales

* Ofrece ventajas inmediatas
pero puede reducir base genética
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Utilizacién directa

La utilizacion directa consiste en identificar materiales con caracteristicas
deseables —generalmente razas nativas— e introducirlos en su forma original en
otras regiones. Elgermoplasma normalmente se introduce con fines de produccion
pero se puede utilizar para restaurar un habitat o reintroducir donde se ha perdido.
Esta antigua forma de utilizacidn es conveniente porque aprovecha materiales
con buenas caracteristicas pero implica riesgos como la introduccion de plagas,
enfermedades y malezas, la sustitucion y/o eliminacion de especies nativas, y el
empobrecimiento genético de las variedades locales. Ejemplos de utilizacion
directa son la adaptacion del maiz y el frijol a diversos sitios de América y la
introduccion de la papa y el tomate en Europa.




Utilizacion indirecta

Fitomejoramiento: Introduccién de genes de unos
materiales en otros para mejorar calidad o productividad

Gk 27

7
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Utilizacién indirecta

Consiste en buscar genes en especies silvestres, formas regresivas y variedades
tradicionales para introducirlos en otros cultivares con el fin de obtener materiales
atractivos y faciles de usar. Esta forma de utilizacion se conoce como
fitomejoramiento y busca incrementar la produccion y/o mejorar la calidad de los
cultivos. La produccion se incrementa mejorando el rendimiento, la eficiencia
fisiol6gica, la adaptacion y los caracteres agronémicos, e introduciendo resistencia
aplagasy enfermedades. La calidad se mejora elevando el contenido nutricional
y la palatabilidad, o refinando atributos como forma, color y duracién en
almacenamiento.




Como se mejora el germoplasma?

Modificando la frecuencia de alelos o el genotipo
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Como se mejora el germoplasma?

Los materiales mejorados se obtienen modificando la frecuencia de alelos o las
combinaciones de los genes (genotipo). Dependiendo del objetivo, la variabilidad
genética de la especie y la disponibilidad de recursos, el fitomejorador utilizara a)
la seleccién para modificar frecuencia de los genes o b) la hibridacion, el
retrocruzamiento o la transferencia de genes para modificar el genotipo. A
continuacion describiremos estas opciones:




Cambios en la frecuencia de los alelos

Seleccion sucesiva de genotipos
con base en caracteristicas deseadas

2
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Modificacion de las frecuencias de los alelos

Las frecuencias de los alelos o de los genotipos se modifican mediante la seleccién,
que consiste identificar —dentro de una poblacién genéticamente variable, cultivada
en ambientes escogidos y en condiciones uniformes— genotipos con una 0 mas
caracteristicas (genes) de interés y seleccionarlos repetidas veces hasta obtener
materiales agronémicamente sobresalientes. La expresion de la caracteristica
deseada en el material mejorado se observa indirectamente a través del fenotipo
pero debe ser una manifestacion del genotipo y no un efecto del ambiente. Los
métodos de seleccion mas utilizados son la seleccién masal, la de lineas puras
y la de plantas individuales con prueba de progenie en especies autbgamas (e.g.,
el arroz), la seleccion recurrente y la seleccion entre y dentro de familias de
medios hermanos y hermanos completos en alégamas (e.g., el maiz).




Modificacion del genotipo

Transferencia de genes de un material a otro
por hibridacion, retrocruzamiento y premejoramiento
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Transferencia de genes para modificar el genotipo

Los genes se pueden transferir cruzando plantas (hibridacion, retrocruzamiento
y premejoramiento) o insertando genes o fragmentos de ADN directamente en el
genoma, mediante biotecnologia e ingenieria genética. La hibridacion consiste
en cruzar dos cultivares genéticamente diferentes para reunir en uno (generaciéon
hibrida) genes o caracteristicas de interés que ellos poseen. Es el principal
método para mejorar especies albgamas como el maiz. La hibridacion aumenta
la variabilidad genética de la especie en tanto permite hacer nuevas
combinaciones de genes (Poehimany Sleper 1995). El retrocruzamiento consiste
en introducir —mediante hibridacién— un caracter de interés presente en un
progenitor donante en un cultivar con buenas caracteristicas agronémicas pero
cruzando el hibrido producido varias veces con el cultivar inicial (progenitor
recurrente) hasta recuperar las caracteristicas que se perdieron con la hibridacion.
Este método ha sido muy utilizado para mejorar el tomate.

El premejoramiento es la transferencia de genes o combinaciones de genes de
especies silvestres a materiales mejorados o cultivados para incrementar la
calidad y/o el rendimiento de los cultivos. Amplia la base genética de las especies
cultivadas y se realiza mediante la introgresion y la incorporacion (FAO 1998;
Duvick 1990). La primera opera sobre plantas individuales y la segunda sobre
poblaciones.

La introgresion consiste en cruzar un material donante (que contiene el gen de
interés) con el que se busca mejorar y retrocruzar el nuevo material hasta recuperar
en él todas las caracteristicas de interés. Se ha utilizado con éxito para transferir
resistencia a estrés biotico y abidtico, y para introducir caracteristicas de calidad.

»




Un ejemplo clasico es el del tomate (Lycopersicon esculentum), cuyas especies
silvestres han aportado genes de resistencia a enfermedades fungosas (L.
hirsutum, L. pimpinellifolium) y virales (L. chilense, L. peruvianum), y a nematodos
(L. peruvianum) e insectos (L. hirsutum). L. chmielewskiiy L. cheesmanii han
servido para mejorar la calidad del fruto y la adaptacién a diferentes ambientes,
respectivamente. A través de la introgresion también se han mejorado otros
cultivos como el trigo, el maiz, la alfalfa, el arroz, la yuca y el sorgo (FAO 1998).
La incorporacion consiste en mejorar poblaciones localmente adaptadas con genes
de especies silvestres. En tanto trabaja con poblaciones, amplia la base genética
de las especies. Ejemplos de mejoramiento por incorporacion son la adaptacion
de germoplasma tropical de maiz al clima templado del sur de los Estados Unidos,
y la ampliacién de la base genética de la especie europea Solanum tuberosum
con germoplasma suramericano de Solanum andigenum (FAO 1998).




Modificacion directa del genoma

Transferencia de genes o fragmentos de ADN
mediante biotecnologia e ingenieria genética

o
Microesferas
.o recubiertas de ADN
» Células vegetales
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Transferencia de genes o fragmentos de ADN al genoma

La biotecnologia y la ingenieria genética permiten pasar de trabajar con toda la
planta (mejoramiento clésico) a trabajar a nivel celular o molecular (transformacion
genética) manipulando directamente el ADN. EIl procedimiento consiste en a)
localizar el gen o el fragmento de ADN deseado, b) cortarlo utilizando enzimas
de restriccion, c) colocarlo dentro de un vector o plasmido, d) insertar el vector
con el ADN en el genoma del material objetivo y e) evaluar la expresion del gen o
fragmento insertado en la planta modificada. Estas nuevas metodologias, aun
en etapa de perfeccionamiento, facilitan la mejora de cultivos pues superan
[imitaciones de los métodos clasicos como la incompatibilidad, la
autoincompatibilidad y la esterilidad.

El mejoramiento clasico y las nuevas metodologias no son excluyentes; por el
contrario, utilizados de forma complementaria permiten obtener mejores y mas
contundentes resultados. Ejemplos de esta complementariedad son el
mejoramiento asistido por marcadores moleculares, la produccion de plantas
transgénicas con resistencia a plagas y enfermedades, y el mejoramiento de la
calidad nutricional de leguminosas y cereales.

Hasta aqui hemos visto como la conservacion ex situ es un proceso que va
desde determinar la necesidad de conservar una especie hasta dar a conocer
sus caracteristicas y utilidad potencial para fomentar su uso. Las diversas etapas
a través de las cuales el germoplasma se mantiene viable y disponible se
interrelacionan y se facilitan agrupando el germoplasma en colecciones y bancos
como veremos a continuacion.
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V. Manejo de bancos y colecciones

Colecciones y bancos de germoplasma

Las muestras se agrupan en colecciones
cuyo manejo, distribucion y promocion
para uso se realiza en los bancos
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V. Colecciones y bancos de germoplasma

A lo largo del presente modulo hemos estudiado cémo conservar muestras de
germoplasma ex situ, es decir, fuera de su habitat natural. Las muestras de una
especie se agrupan en una coleccion, cuyo manejo esta a cargo de una institucion.
Las colecciones, las actividades y los servicios que la institucion presta a partir
del germoplasma que conserva nos llevan a hablar de bancos de germoplasma.
A continuacion describiremos los tipos de coleccion y de banco de germoplasma
y daremos algunos ejemplos.




Las colecciones de germoplasma

SN RN

CoL-1121

[

son congregaciones de
accesiones que representan la
variabilidad genética objetivo

coL-1127 COL-1128
_—
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A. Las colecciones de germoplasma

Las colecciones son congregaciones de accesiones representativas de una
variacion genética objetivo de conservacion y/o utilizacion. Pueden contener
desde decenas hasta miles de muestras, mantenidas en los ambientes y
condiciones relevantes. Las colecciones de germoplasma se clasifican en
coleccién base, activa, nucleo y de trabajo. Veamos ahora qué materiales las
componen, en qué condiciones se conservan y durante cuanto tiempo.




Coleccion base

* Agrupa la variabilidad genética posible
de las especies de interés

* Se usa para conservar y recuperar accesiones

«
<l
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Coleccion base

La coleccién base agrupa la variabilidad genética posible de las especies de
interés, incluyendo parientes silvestres, formas intermedias, cultivares, variedades
tradicionales y germoplasma élite (Vilela-Morales y Valois 1996). Se establece
para conservar el germoplasma a largo plazo y recuperar accesiones perdidas,
no para distribuir o intercambiar (Hanson et al. 1984 citados por Plucknet et al.
1992; Towil y Roos 1989; Vilela-Morales y Valois 1996; National Research Council
1993). Puede contener muestras de semilla (ortodoxas Unicamente) o material
vegetativo. Si contiene semillas, éstas se llevan a un contenido de humedad del
3-7%, se empacan en recipientes sellados y se almacenan en camaras a
temperaturas entre —10 y —20°C (Towil y Roos 1989; Paroda y Arora 1991; FAO/
IPGRI 1994; Vilela-Morales y Valois 1996). Si conserva material vegetativo, lo
mantiene en el campo o crioconservado.

Por la variabilidad que contiene y la funcion que cumple, la coleccion base es
estratégica para un pais, debe estar duplicada y a cargo de una institucion que
pueda responder por la supervivencia del germoplasma. Normalmente esta a
cargo de un programa nacional o de un centro internacional de investigacion
agricola; algunos ejemplos son la coleccién base de Arachis spp.de CENARGEN
(Brasil), la de Phaseolus spp.y Manihot spp. en el CIAT (Colombia), la de Zeay
Triticum en el CIMMYT (México) y la de raices y tubérculos andinos en el CIP
(Perq).




Coleccion activa

* Duplicado de la coleccién base

* Se usa para manejary
distribuir accesiones

COL-1127 COL-1128
L
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Coleccioén activa

La coleccion activa es un duplicado de la coleccién base, establecida a corto y
mediano plazos para manejo y distribucién. Puede conservar germoplasma en
forma de semilla, en campo o in vitro. Si conserva semillas, éstas se almacenan
a un contenido de humedad de 3-7% y a temperaturas superiores a 0°C e inferiores
a 15°C (National Research Council 1993; Engle 1992). Si se establece in vitro, el
material se conserva en crecimiento lento. Las colecciones activas pueden estar
a cargo de una variedad de instituciones tanto publicas como privadas, incluyendo
centros internacionales de investigacion, programas nacionales, regionales,
provinciales y municipales, universidades y organizaciones no gubernamentales.
Dos ejemplos son las colecciones de maiz en el CIMMYT (México) y de yuca en
el CIAT (Colombia).




Coleccion nucleo

* Mayor variabilidad genética en el menor
namero de muestras de una especie

* Se establece para manejo y utilizacion
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Coleccién nucleo

Comunmente conocida como ‘core collection’, la coleccién nucleo retne la mayor
variabilidad genética de una especie en el menor nimero de muestras. Se forma
duplicando la coleccion base, separando las accesiones que constituirdn la
coleccion nuacleo (70-80% de variabilidad representada en 10-15% de las
accesiones) y llevando el resto a una coleccién de reserva. La coleccion nucleo
se establece para facilitar el manejo y fomentar la utilizacién del germoplasma.
Permite detectar duplicados en la coleccion base y establecer prioridades para
caracterizar y evaluar las muestras; ademas, ofrece facil acceso a los materiales
conservados (Pérez-Ruiz 1997; Frankel et al. 1995; Hodgkin et al. 1995). La
coleccion nudcleo conserva semilla o material vegetativo en las mismas
condiciones de una coleccion activa. Al igual que las dos anteriores, esta a
cargo de centros internacionales, programas nacionales o programas
colaborativos de cultivos especificos, entre otros. Algunos ejemplos son la
coleccién nucleo de papa en el INTA (Argentina) y en el IBTA (Bolivia), las de
yucay papa en el CENARGEN (Brasil), las de papay batata en el CNPH (Brasil),
y la de yuca en el CIAT (Colombia).

Los sistemas de informacion permiten crear una coleccién nucleo virtual. Si el
germoplasma esta bien documentado y el sistema de documentacion permite
busquedas especificas, la coleccion nucleo virtual se obtiene buscando y
marcando las accesiones que tienen las caracteristicas de interés (Valls y Engels,
comunicacion personal).

100



Coleccidén de trabajo

* Accesiones con caracteristicas -%T/- \
de interés para el mejoramiento

* Proveer germoplasma

:
a mejoradores
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Coleccion de trabajo

La coleccion de trabajo, o coleccion del mejorador, se establece para suministrar
germoplasma a investigadores, instituciones o programas de investigacion y/o
mejoramiento. Contiene accesiones con caracteristicas de interés para el
mejoramiento de un cultivo, aunque no representativas de la variabilidad genética
de la especie. Conserva semillas o plantas a corto plazo. Las semillas se
mantienen a temperatura ambiente pero, si el clima es caliente y himedo, en
habitaciones con aire acondicionado y deshumidificadores. Las plantas se
conservan en campo o en invernaderos. Las colecciones de trabajo normalmente

estan a cargo de programas de mejoramiento de cultivos.

101



Los bancos de germoplasma

Se establecen para cumplir objetivos de conservacion
de instituciones, paises o regiones
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B. Los bancos de germoplasma

Se establecen para cumplir los objetivos de conservacion de una institucion de
investigacion, un pais o una region. Realizan diferentes actividades que van
desde adquirir el germoplasma, conocer sus caracteristicas y utilidad potencial,
y asegurar su supervivencia, hasta mantenerlo disponible para los usuarios y
difundir informacién que estimule su utilizacion. Generalmente estan adscritos a
una institucion o a cargo de un grupo de personas (curadores) con la capacidad
y los recursos para mantener el germoplasma en condiciones Optimas por el
tiempo que se requiera.

102



Los bancos se clasifican por el

* tipo de muestra

* numero de especies
que conservan

* mandato institucional

Copyright IPGRI 2000 Conservacion Ex Situ de Recursos Fitogenéticos 103

Tipos de banco

Los bancos de germoplasma se clasifican segun el tipo de muestra y el nUmero
de especies que conservan, y por el mandato de la institucion a la cual estan
adscritos. Por el tipo de muestra, los bancos pueden ser de semilla, de campo
(incluyendo jardines boténicos y arboreta) e in vitro. Segun el nimero de especies
se clasifican en mono, oligo y poliespecificos. Por mandato institucional se
clasifican en bancos institucionales, nacionales, regionales e internacionales.
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Segun el tipo de muestra

hay bancos

* de semilla
* de campo

* in vitro

Copyright IPGRI 2000 Conservacion Ex Situ de Recursos Fitogenéticos 104

Los bancos segun el tipo de muestra

Los bancos de semilla conservan semillas ortodoxas a corto, mediano y largo
plazos, y en condiciones controladas de humedad y temperatura (Ellis y Roberts
1991; Withers 1995; Maxted et al. 1997). Son abundantes los ejemplos de bancos
de semilla siendo algunos el de frijol en el CIAT (Colombia), el de maiz y trigo en
el CIMMYT (México), los de Capsicum, Cucurbitay Solanum en el CATIE (Costa
Rica), los de arroz en el IITA (Nigeria) y en el IRRI (Filipinas) y el de sorgo en el
ICRISAT (India).

Los bancos de campo conservan especies cuyo almacenamiento en forma de
semilla es problematico o poco factible. Incluyen los jardines botanicosy arboreta,
tradicionalmente establecidos para estudiar las plantas (principalmente especies
medicinales) y cuyo objetivo actual es conservar especies raras, en peligro de
extincion y/o utiles para restaurar ecosistemas (Querol 1988; Frankel et al. 1995;
Heywood 1991). Ejemplos de bancos de campo son el de yuca en el CIAT
(Colombia), el de forrajeras en el INTA (Argentina), los de papa y raices y
tubérculos andinos en el CIP (Pert), y el de yuca y citricos en CENARGEN
(Brasil). Ejemplos de jardines boténicos son el José Celestino Mutis y el de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de Caldas en Colombia, el Arenal y el
Lankester en Costa Rica y el de Lancetilla en Honduras.

Los bancos in vitro son colecciones de germoplasma mantenidas en laboratorio
en condiciones que permitan reducir o suspender el crecimiento de las muestras.
Los bancos in vitro conservan especies que no se pueden conservar como semilla,
en diferentes tipos de muestra como plantas completas, tejidos (apices,
meristemas y callos) y fragmentos de ADN (Frankel et al. 1995). Dos ejemplos
son el banco de yuca ubicado en el CIAT (Colombia) y el de papa en el CIP
(Perq).
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Segun el numero de especies

los bancos son mono, oligo
y poliespecificos
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Los bancos segun el nimero de especies que conservan

Los bancos mono y oligoespecificos conservan, respectivamente, una o pocas
especies a corto y mediano plazos. Ejemplos de esta categoria son los bancos
de programas de investigacion en centros nacionales e internacionales como el
banco de germoplasma de soya del Programa de Oleaginosas de CORPOICA
(Colombia), y el de maiz del Programa de Mejoramiento para suelos acidos
tropicales en el CIMMYT (Colombia).

Los bancos poliespecificos se establecen a manera de centro nacional de
recursos fitogenéticos de un determinado pais, con fines de investigacién y
mejoramiento. Conservan a largo plazo y distribuyen una amplia gama de especies
de interés actual o potencial. Ejemplo de este tipo de banco es el del INTA en
Argentina, que mantiene, entre otras, colecciones de Arachis spp., Linum
usitatissimum, Triticum spp., Zea mays, Sorghum spp., Gossypium hirsutum,
Glycine max, Solanum spp.y Helianthus spp.
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Segun el mandato son

* institucionales
* regionales

* internacionales
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Los bancos segun el mandato institucional

Los bancos de germoplasma normalmente estan adscritos a una institucion cuyo
mandato, naturaleza o cobertura geografica se reflejan en sus objetivos. De ahi
gue se los pueda denominar bancos institucionales, nacionales, regionales o
internacionales. Los bancos institucionales Unicamente conservan germoplasma
utilizado para investigacion por el instituto al cual estan adscritos. Un ejemplo es
el de la Universidad Federal de Vicosa (Brasil), que conserva germoplasma de
los géneros Lycopersicony Solanum. Los bancos regionales se establecen como
empresa colaborativa entre varios paises para conservar el germoplasmay apoyar
la investigacion de una determinada region. En el caso de América Latina, un
ejemplo lo constituye el banco del CATIE en Costa Rica, que posee colecciones
de varios géneros como Capsicum spp., Cucurbita spp. y Solanum spp. Los
bancos ubicados en los centros internacionales de investigacién agricola,
establecidos inicialmente para apoyar programas de mejoramiento, conservan
germoplasma de cultivos bajo su mandato y de otros cultivos. Dos ejemplos son
el banco de germoplasma de Phaseolus spp., Manihot spp. y forrajeras tropicales
en el CIAT (Colombia) y el de Zea, Triticum, Hordeum 'y Secale en el CIMMYT
(México).
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VI. Consideraciones finales
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VI. Consideraciones finales sobre la conservacion ex situ

Segun hemos visto en el desarrollo de este modulo, la conservacion ex situ es
compleja y requiere multiples recursos, esfuerzos y compromiso por parte de
quienes la realizan y/o auspician. Ofrece muchos beneficios pero constituye
s6lo una alternativa para conservar la diversidad existente. Conservar la
diversidad a todos los niveles (genes, especies y ecosistemas) en continua
evolucion y disponible requiere utilizar o combinar otras alternativas y
herramientas de conservacion.
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La conservacion ex situ

° congrega variabilidad genética

* mantiene el germoplasma estable,
seguro y disponible

° interrumpe produccién de
nueva diversidad
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VI. Consideraciones finales sobre la conservacion ex situ

Los recursos fitogenéticos se pueden conservar dentro (in situ) y fuera (ex situ)
de sus ambientes de origen, dependiendo de lo que se pretenda hacer con ellos.
Escoger una u otra alternativa ofrece ventajas y desventajas.

Conservar ex situ congrega en un solo sitio la diversidad genética de una o
muchas especies de interés, sin que cambie o desaparezca como en la
naturaleza. Es una alternativa segura y confiable en tanto permite mantener
duplicados de las mismas accesiones durante diferentes periodos y en diversos
tipos de muestra, y facilita acceder al germoplasma para estudio o distribucion.
Sin embargo, conserva solamente las combinaciones genéticas existentes en
un momento dado e interrumpe la evolucion y coevolucién que generan nueva
diversidad. Ademas, puede afectar la expresion normal de las caracteristicas de
los recursos conservados. Por eso se indica cuando el objetivo es conservar la
diversidad de especies o0 genotipos mas no las interacciones entre ellos y con el
ambiente.

Dentro del esquema ex situ, el uso que se dara al germoplasma determinara el
tipo de coleccion y el tiempo durante el cual se mantendra. Si el objetivo es
disponer de la mayor variabilidad en el tiempo, el germoplasma se conservara a
largo plazo en una coleccion base, pero si es para utilizarlo en mejoramiento, se
mantendra a corto plazo en una coleccién de trabajo. Para facilitar el manejo se
lo mantendrd a mediano o corto plazos en una coleccién activa pero si el objetivo
es fomentar el uso, se lo tendré en una coleccién nicleo a corto o mediano plazos.
Las caracteristicas de la especie, por su parte, determinaran el tipo de muestra
en que conviene conservarla. Sila especie es ortodoxa se conservara en forma
de semilla y en cdmaras, y si es recalcitrante, intermedia o de reproduccion
vegetativa se mantendra en campo o se cultivara in vitro. De todos modos, el
resultado debe ser una coleccion representativa y viable con potencial de uso.

109



Conservacion complementaria

* Combina metodologia
ex situ e in situ

* Compensa desventajas
de una metodologia con
ventajas de otra

* Mas efectiva, segura,
duradera, flexible y sostenible
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Ahora, si el objetivo es conservar la diversidad en sentido amplio, conviene
conservar combinaciones genéticas especificas (ex situ) pero permitir que
contintien evolucionando (in situ) y generando nueva diversidad. Conservar las
plantas, sus habitat naturales y las interacciones entre ellos en un enfoque
combinado in situ-ex situ se denomina conservacion complementaria y consiste
en aprovechar las ventajas de una metodologia para compensar las desventajas
de la otra. Dentro de este enfoque, las especies de interés se mantienen
simultaneamente en su sitio de origen (in situ, especialmente en sistemas
tradicionales de cultivo) y en bancos de germoplasma, en los que ademas se
almacena informacién sobre el manejo que se les ha dado in situ. Esta alternativa
es mas efectiva, segura, duradera, flexible, y econémica y biolégicamente
sostenible que utilizar cualquiera de las dos alternativas individualmente (Maxted
etal. 1997).
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Conservar y utilizar la diversidad
sin lesionar ambientes naturales

Copyright IPGRI 2000 Conservacion Ex Situ de Recursos Fitogenéticos 111

Los recursos fitogenéticos son la base de la existencia de la humanidad y su
utilizacion futura depende del valor que se les de y de la racionalidad con la que
se los maneje. Conservar y utilizar los recursos genéticos no debe lesionar los
ambiente naturales. Asi como no olvidamos que la humanidad depende de las
plantas, también debemos tener presente que es la principal causante de la erosiéon
y pérdida de los recursos genéticos vegetales. Informary sensibilizar a la opinion
publica sobre estos aspectos redundara en apoyo a la conservacion y utilizacién
racionales de estos recursos.
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CATIE

CENARGEN

CGIAR

CSEGRIN

CIAT
CIMMYT

CNR
CIP
CORPOICA

CNPH-EMBRAPA

FAO

FONAIAP

GMS

GPS

GRIN

IBPGR
IBTA-PROINPA

ICRISAT

[ITA
IGR
INIAP

INTA
IPGRI

Acrénimos
Centro Agrondmico Tropical de Investigacion y
Ensefianza, Costa Rica

Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos
e Biotecnologia, Brasil

Grupo Consultivo sobre Investigacion Agricola
Internacional

Caribbean Seed and Germplasm Resources Information
Network

Centro Internacional de Agricultura Tropical, Colombia
Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo,
México

Consiglio Nazionale Ricerche, Italia

Centro Internacional de la Papa, Peru

Corporacion Colombiana para la Investigacion
Agropecuaria, Colombia

Centro Nacional de Investigaciones de Hortalizas -
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Brasil

Organizacioén de las Naciones Unidas para la Agricultura'y
la Alimentacion, Italia

Fondo Nacional de Investigacion y Promocion
Agropecuaria, Venezuela

Genebank Management Information System
Localizadores Satelitales por Coordenadas
Germplasm Resources Information Network
International Board for Plant Genetic Resources

Instituto Boliviano de Tecnologia Agropecuaria, Programa
de Investigacion de la Papa, Bolivia

International Crops Research Institute for the Semi-Arid
Tropics, India

International Institute of Tropical Agriculture, Nigeria
Informationzentrum fur Gentische Ressourcen, Alemania

Instituto Nacional Autbnomo de Investigaciones
Agropecuarias, Ecuador

Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Argentina

International Plant Genetic Resources Institute, Italia
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ISTA
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PcGRIN

PROINPA
QTL
RAPD
RFLP

SINGER
UPOV

USDA
WIEWS

International Rice Research Institute, Filipinas
International Seed Testing Association, Estados Unidos
The World Conservation Union, Suiza

Personal Computer Version of the Germplasm Resources
Information Network (Sistema de Documentacion del
GRIN)

Programa de Investigacion de la Papa, Bolivia
Loci de los Caracteres Cuantitativos
ADN Polimorfico Amplificado Aleatoriamente

Polimorfismo en la Longitud de los Fragmentos de
Restriccion

System-Wide Information Network for Genetic Resources

Union Internacional para la Proteccion de Nuevas
Obtenciones Vegetales, Suiza

United States Department of Agriculture, Estados Unidos

World Information and Early Warning System on Plant
Genetic Resources

122





