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La conservacién “ex situ” de plantas silvestres es reconocida como un complemento impor-
tantisimo de las acciones sobre el terreno, ya que su uso contribuye a proteger y custodiar las
especies para evitar su desaparicion. En este campo, en los ultimos tiempos, se estd impulsan-
do el desarrollo de bancos de germoplasma dedicados a la conservacién de semillas de plantas
silvestres (imprescindibles para la conservacion ex situ).

Creemos que esta publicacion, sin duda necesaria, llena un importante hueco en la literatu-
ra en espanol relacionada con los bancos de germoplasma y serd de gran interés para quienes
trabajan dentro del panorama de la conservacion de plantas, “ex situ”, en Espaila, pero tam-
bién para un amplio espectro de técnicos que lo hacen en el mundo hispano-americano.

La publicacién, corolario del apoyo del Gobierno del Principado de Asturias al banco de
germoplasma del Jardin Botanico Atldntico de Gijon ha sido promovida por el equipo cienti-
fico del mismo, dependiente de la Universidad de Oviedo, y posible gracias a la colaboracién
con los centros italianos ISPRA (Istituto Superiore per la Protezione e la Ricerca Ambientale)
y CCB (Centro Conservazione Biodiversita e Banca del Germoplasma della Sardegna -Univer-
sitd degli Studi di Cagliari). Para el desarrollo de la misma ha sido imprescindible ademas el
trabajo entusiasta de 33 investigadores de cuatro paises (Italia, Espaia, Francia y Portugal), lo
que convierte a la obra en todo un reto arriesgado, de larga gestacién y de nada facil coordi-
nacion. Llevada a buen puerto, finalmente se ha convertido en un ejemplo singular, de cémo
coordinando esfuerzos y con buena voluntad, se puede avanzar y trabajar mas rapido en aras
de la conservacion.

La edicién de esta publicacion se enmarca en el Convenio de Colaboracion entre el Gobier-
no del Principado de Asturias y la Obra Social ”la Caixa” firmado el doce de mayo de dos mil
seis, dentro de la serie sobre vida silvestre; es un paso mas en el compromiso de Asturias con
la biodiversidad, y una pequeia, pero interesante, aportacion a los objetivos que establecio la
Conferencia de las Partes de la Convencién sobre Diversidad Bioldgica, celebrada en La Haya
en 2002, y que sento las bases para la Estrategia Global de la Conservacion Vegetal (a la que
estd adherida Espaiia). Pretende ser también un granito de arena para la consecuciéon harto
dificil de ese objetivo que hoy une a todos los conservacionistas del mundo: detener la pérdida
de biodiversidad antes de 2010.
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Los origenes de la conservacion de la biodiversidad vegetal contemporanea estan en gran parte
vinculados a la practica de la recoleccion, almacenamiento y uso de las semillas en bancos de
germoplasma. Asi, la constatacion en la década de los sesenta de que el mundo estaba sufrien-
do una importante crisis de diversidad genética en sus cultivos a consecuencia de la sustitu-
cion de las variedades tradicionales por cultivares modernos, puso de manifiesto la necesidad
de tomar medidas decididas para la conservacion de la biodiversidad vegetal y constituy¢ el
catalizador para el establecimiento de los primeros bancos de germoplasma. En el Medite-
rraneo Occidental el desarrollo de esta practica se debe en gran parte a la labor pionera del
Prof. César Gémez Campo. Mientras se creaban los primeros grandes bancos de germoplasma
dedicados a la conservacién de especies cultivadas, el establecimiento del Banco de Semillas
de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agrénomos de Madrid a finales de la década de
los sesenta, supuso el punto de partida para la conservacion de semillas de especies silvestres.
Desde entonces hasta nuestros dias, el Prof. César Gémez Campo impuls6 de forma incan-
sable la creacién de nuevos bancos de germoplasma, tanto dentro de Espafia como por toda
la region Mediterrdnea. Con el advenimiento del nuevo milenio, los bancos de germoplasma
mediterraneos han madurado y se han consolidado, pasando a formar parte de redes de ban-
cos de germoplasma organizadas tanto en el nivel nacional (e.g., REDBAG en Espaiia, RIBES
en Italia) como en el internacional (e.g., GENMEDA, BANSEMAC, ENSCONET). Todo esto
ha contribuido a que en la actualidad nos encontremos en una de las regiones del mundo con
mayor densidad de bancos de germoplasma de plantas silvestres.

Desde su concepcion inicial la labor de los bancos de semillas se ha desarrollado dentro de
un marco conservacionista comun pero de forma bastante independiente, de manera que cada
uno ha perseguido sus propios fines. No obstante, el desarrollo de las redes de bancos de ger-
moplasma anteriormente citadas, potenciadas en su mayor parte por fuentes de financiacién
externa, ha permitido conjugar esfuerzos, coordinar objetivos y compartir conocimientos so-
bre el tema. Este notable avance en materia de integracion y coordinacion llega en un momento
clave en el que la sociedad advierte mas que nunca la necesidad de tomar acciones para frenar
la pérdida de la biodiversidad en el planeta. En este sentido el alto grado de coordinacién que
se esta logrando entre bancos de germoplasma esta permitiendo presentar una respuesta eficaz
a los retos derivados de la pérdida de biodiversidad y una contribucién notable a los objetivos
contemplados para el afio 2010 en el marco del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica.

El libro «Conservacion ex situ de plantas silvestres», que aqui se presenta, constituye un
importante producto fruto de la colaboracién y coordinacién entre bancos de germoplasma
anteriormente seflalada. Merece la pena destacar en primer lugar el cardcter multiparticipa-
tivo del mismo, contando con nada menos que la contribucién de 33 autores procedentes de



Espafia, Francia, Italia y Portugal. También es digna de mencién la génesis de la presente edi-
cién, puesto que constituye el resultado de un proceso de revisién y mejora continuada de una
version inicial al que se le han ido incorporando nuevas aportaciones. Este sistema muestra un
claro paralelismo con los desarrollos multiparticipativos de cddigo abierto que estamos pre-
senciando en la actualidad en torno a las nuevas tecnologias de la informacién y el desarrollo
de software libre y que tan buenos resultados estan dando. En esta nueva manera de desarro-
llar y mejorar sucesivamente un producto mediante pequeifias aportaciones de muchas perso-
nas, debemos apreciar una nueva forma de hacer las cosas y considerar que tal vez la presente
edicion de este libro no sea mds que una etapa en el camino hacia nuevos resultados cada vez
mds completos y perfeccionados.

La concepcion de esta obra posee un claro caracter enciclopédico abarcando todo el rango
del espectro de temas técnicos, cientificos y hasta de caracter politico-legal vinculados a la
conservacion ex situ de la Flora Silvestre. Dada la escasez o incluso la practica ausencia de tex-
tos en castellano en materia de conservacion ex situ de plantas, este libro cubre una laguna edi-
torial muy patente y no cabe duda de que cumplird un papel muy importante en la formacioén
de especialistas en esta area. Este tratado aborda con gran detalle numerosos temas vinculados
a la recoleccion, gestion y preservacion de semillas, pero incluye ademas informacion relativa
a la conservacién de otros propagulos vegetales menos conocidos como es el caso de las es-
poras de helechos y el polen. Igualmente, presenta técnicas alternativas a las convencionales
como la crioconservacién y la conservacién in vitro que ademas de preservar semillas u otros
propagulos antes citados, abren la puerta a la preservacion de drganos y tejidos vegetativos. La
gama de posibilidades que encierra la conservacién ex situ es inmensa y este libro ofrece una
buena panoramica de todas ellas. Sin embargo, no debemos olvidar que la conservacion ex situ
no constituye un fin en si mismo y que todas las actuaciones que se lleven a cabo en su nombre
han de realizarse como parte de una estrategia integral de conservacién y con absoluto respeto
a la integridad de las poblaciones naturales que al fin y al cabo se pretenden conservar. Por
ello, estas actividades se deben realizar con un buen conocimiento del marco normativo inter-
nacional, abordado en el libro, y el cumplimiento de la legislacién nacional y autondémica, en
coordinacion estrecha con las medidas de gestién y conservacion que se estén implementando
en el medio natural por parte de las autoridades competentes.



Son muchos los bancos de germoplasma dedicados a la conservacidn ex situ de plantas sil-
vestres, tanto los de nueva creacion, como los que han adaptado su actividad hacia ello en los
ultimos afios. Todos ellos requieren, cada vez mas, de informacién bésica sobre los procesos
elementales de conservacion de germoplasma, desde los mas generalizados como la preserva-
cién de semillas en frio y en seco, hasta los modernos sistemas de crioconservacion, conser-
vacion in vitro o la aplicacion de las técnicas moleculares para las actividades de recoleccion.
La creciente demanda de investigadores y técnicos relacionados con la conservacién ex situ de
plantas silvestres en los ultimos afos se ha visto reflejada, ademds, en el desarrollo de nuevos
proyectos y publicaciones (principalmente en lengua inglesa) sobre conservacion ex situ a es-
cala nacional o internacional.

En este libro se pretende resumir los procesos basicos relacionados con la conservacién de
germoplasma de plantas silvestres, enfocados principalmente a la actividad de bancos de ger-
moplasma, jardines botanicos y otras instituciones relacionadas con la conservacion vegetal.
El trabajo surgié inicialmente como adaptacién del manual italiano editado por la Agenzia
per la Protezione dellAmbiente e per i Servizi Tecnici (APAT) y por el Centro Conservazione
Biodiversita (CCB) de la Universidad de Cagliari, bajo el titulo Manuale per la raccolta, studio,
conservazione e gestione ex situ del germoplasma (BACCHETTA & al., 2006). La incorporacion
de nuevos autores y la preparacion de una edicién revisada y ampliada en lengua castellana
permitieron definir un volumen con un enfoque mas amplio respecto al original, si bien man-
teniendo el caracter practico de su antecesor.

El objetivo principal es ofrecer un compendio de informacion sobre las principales técnicas
de conservacion de germoplasma vegetal de plantas silvestres. La informacién incluida consti-
tuye la respuesta adaptativa de un colectivo de profesionales de la conservacion de plantas (en
su mayor parte ligados a centros de investigacion y jardines botanicos del ambito europeo y
mediterraneo), ante la necesidad de establecer metodologias comunes y eficaces para afrontar
la conservacion ex situ en el contexto de la preservacion de la diversidad vegetal. Dichas meto-
dologias incluyen algunas de las principales técnicas que todo banco de germoplasma deberia
tener en cuenta para el desarrollo de su actividad, si bien enfocadas a partir de la experiencia
de trabajo de los autores en sus respectivos centros de trabajo, intentando ofrecer un acceso
directo y actualizado a la informacién mas relevante en este campo.

Todo ello ha sido posible gracias a la colaboracién e implicacién de un gran numero de
instituciones y personas colaboradoras de nuestros centros de trabajo, asi como a otros profe-
sionales de la conservacion de plantas y la botanica, sin las cuales este volumen no existiria. A
todos ellos les agradecemos su implicacion en este trabajo, y de un modo especial a Rosanna
Augello, Edoardo Biondi, Carlo Blasi, Frangois Boillot, Monica Casanovas, Massimo Cason,
Donato Chiatante, Rosaria Congiu, Roberto Crosti, Tomas Emilio Diaz Gonzélez, Eduardo



Fernandez Pascual, José Antonio Fernandez Prieto, red GENMEDA, Pep Luis Gradaille, An-
na Guglielmo, Raquel Herreros, Jose Maria Iriondo, Simon Linington, Antoni Marzo, Nuria
Membrives, Carlo Murgia, Pietro Perrino, Francesco Maria Raimondo, Alicia Roca, Marco
Rossetto, Ivan Sanzo Rodriguez, Mathilde Steffann, Costas Thanos, Pilar Ventimilla y Blas
Vilches.

Los autores



Gianluigi BACCHETTA (bacchet@unica.it), profesor de botanica ambiental y aplicada en la Uni-
versidad de Cagliari (Cerdefia, Italia) y director del Centro Conservazione Biodiversitd (CCB)
dedicado a la investigacién y conservacion de especies silvestres. Su actividad se centra princi-
palmente en la taxonomia y ecologia de la flora silvestre y de la vegetacién de Cerdefia y otras
islas mediterraneas.

Daniel BALLESTEROS (daniel.ballesteros@uv.es), investigador de la Universidad de Valencia,
realizé su formacion doctoral en el Banco de Germoplasma del Jardi Botanic de la Universitat
de Valéncia-ICBiBE (Comunidad Valenciana, Espafa). Su actividad cientifica se centra en la
conservacion ex situ y a largo plazo de esporas de pteridéfitos.

Piero BELLETTI (piero.belletti@unito.it), profesor de genética vegetal en la Universidad de Tori-
no (Italia), donde se ocupa principalmente de la conservacion de especies forestales y el analisis
de su variabilidad genética.

Salvatore Brurro (brullo@mbox.dipbot.unict.it), profesor de botanica en la Universidad de
Catania, Sicilia. Su actividad personal se centra principalmente en la taxonomia y ecologia de la
flora silvestre del mediterraneo.

Alvaro BUENO (abueno@uniovi.es), investigador de la Universidad de Oviedo y conservador del
Jardin Botanico Atlantico (Espaiia), donde coordina proyectos botanicos relacionados con la
diversidad y conservacion de plantas silvestres en el norte peninsular. Su actividad investigado-
ra se centra en el estudio de la flora y vegetacion cantdbrica, principalmente habitats costeros y
de montaia.

Luisa CAGELLI (LuisA_CAGELLI@REGIONE.LOMBARDIA.IT), se ocupa del control de la comer-
cializacién y de la calidad del material forestal de multiplicacion en la Regién de Lombardia
(Italia). Ha trabajado en el mejoramiento genético y la conservacion ex situ de recursos genéti-
cos de Populus nigra en el Ente Nazionale Cellulosa e Carta (Casale Monferrato, Italia).

Miriam CaNo CASTILLO (miriam.cano@ua.es), investigadora en el Instituto de Investigacion
CIBIO de la Universidad de Alicante. Su linea de trabajo se centra en la conservacion de espe-
cies vegetales raras o amenazadas mediante técnicas de cultivo in vitro.

Valentina CaRrAssoO (valentina.carasso@virgilio.it), colaboradora del Banco de Germoplasma
Vegetal de los Alpes sudoccidentales (Chiusa Pesio, Piemonte, Italia). En colaboracion con la
Universidad de Torino, el Millenium Seed Bank (UK) y la Universidad de Virginia (USA), traba-
jaen la conservacion de especies de Fritillaria de los Alpes.

Elena CARRIO (elena.carrio@uv.es), investigadora del Jardi Botanic de la Universitat de Valén-
cia-ICBiBE (Comunidad Valenciana, Espana). Su actividad investigadora se centra en la biolo-
gia reproductiva y las estrategias de conservacion de flora amenazada, asi como en la sistemati-
cay los procesos evolutivos del género Antirrhinum.



José Luis Casas (jl.casas@ua.es), Profesor Titular de Fisiologia Vegetal en la Univeridad de Ali-
cante. Ha trabajado en diversos aspectos de la senescencia de érganos vegetales, particular-
mente frutos y flores climatéricas y recientemente se ha especializado en el cultivo in vitro de
células y tejidos vegetales aplicados a la conservacion de la diversidad vegetal, terreno en el que
ha desarrollado diversos proyectos y contratos de investigacion para disefiar bancos de tejidos
de especies silvestres amenazadas.

Juli CaujaPE (julicaujape@gmail.com), responsable cientifico del Departamento de Biodiver-
sidad Molecular y del Banco de ADN de la Flora Canaria del Jardin Botdnico Canario “Viera
y Clavijo” (Islas Canarias, Espafia). Sus investigaciones utilizan la informacién contenida en la
molécula de ADN para ayudar a resolver problemas sobre origenes filogeograficos, microevolu-
cién, conservacion e identificacion de la flora canaria y macaronésica.

Claudio CERVELLI (c.cervelli@istflori.it), investigador del Consiglio per la Ricerca e la Sperimen-
tazione in Agricoltura (Sanremo, Italia), donde participa en el desarrollo del uso ornamental de
especies espontdneas o introducidas en el ambiente mediterraneo, en relacién con la propaga-
cién y técnicas de cultivo, asi como en actividades de divulgacion de especies mediterraneas.

David DRAPER (david.draper@upm.es), conservador del Banco de Germoplasma Vegetal de la
Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos (Universidad Politécnica de Madrid, Es-
pafia) y responsable del rescate de la flora afectada por el mayor embalse construido en Europa
(Alqueva, Portugal). Su linea de investigacion se centra en la conservacion de especies de redu-
cida drea de distribucién utilizando tanto técnicas de conservacion in situ como ex situ.

M. Carmen EscriBA (singular_cief@gva.es), técnico del Centre de Investigacio i Experiéncies
Foretals (CIEF) de la Comunidad Valenciana, Espafia. Su linea de trabajo se centra en la con-
servacion ex situ de flora rara, endémica y amenazada de la Comunidad Valenciana, en relaciéon
con la caracterizacién de germoplasma (viabilidad y protocolos de germinacién) y el desarrollo
en vivero de planta para la creacién de rocallas de flora endémica destinada a la educacién
ambiental.

Giuseppe FENU (gfenu@unica.it), investigador colaborador del Centro Conservazione Biodiver-
sita (CCB) de la Universidad de Cagliari (Cerdeiia, Italia). Su linea de trabajo se desarrolla en
el ambito de la conservacion in situ, especialmente en la ecologia y dindmica de poblaciones de
plantas endémicas o de interés para la conservacién en la isla de Cerdeiia.

César GOMEzZ-CAMPO (gomezcampo@terra.es, cesar.gomez@upm.es), profesor emérito de la
Universidad Politécnica de Madrid (Espafia), donde fundo, en 1966, el primer banco de germo-
plasma vegetal de semillas silvestres del mundo. En los tltimos afios ha desarrollado una intensa
actividad como asesor del personal cientifico y técnico de bancos de germoplasma de los cinco
continentes, especialmente en los aspectos relacionados con la conservacion eficaz de semillas.

Fabio GorIAN (f.gorian@corpoforestale.it), responsable del Centro Nazionale per lo Studio e
la Conservazione della Biodiversita Forestale (Verona, Italia), donde se estudian, producen y
conservan semillas y plantas forestales de procedencias italianas. Responsable de la red italiana
“RENGER” y vicepresidente del grupo técnico de ISTA sobre las semillas de arboles y arbustos
(Forest tree and shrub seed committee-FTS). Representante ISTA en la OECD (Organization for
economic co-operation and development).



Oscar GrILLO (biologia@granicoltura.it), investigador del laboratorio de Biologia de la Stazione
Sperimentale di Granicoltura per la Sicilia (Italia). Aplica la técnica de analisis de imagen en
diferentes campos bioldgicos vegetales, incluyendo la identificacion de semillas de plantas cul-
tivadas y silvestres mediante morfo-colorimetria.

Jaime GUEMES (jaime.guemes@uv.es), conservador del Jardin Botdnico de la Universidad de Va-
lencia y presidente de la Sociedad Espaiiola de Biologia de la Conservacion de Plantas. Su linea
de trabajo esta relacionada con la sistemdtica (taxonomia, morfologia, nomenclatura, filogenia)
y con la conservacion de flora amenazada (biologia reproductiva, diversidad genética, dinamica
de poblaciones).

Borja JIMENEZ-ALFARO (jimenezalfaro@uniovi.es), investigador de la Universidad de Oviedo y
coordinador cientifico del programa de conservacion vegetal en el Jardin Botanico Atlantico
(Espaiia), incluyendo el desarrollo del Banco de Germoplasma Vegetal del Principado de Astu-
rias. Su linea de trabajo se centra en la biologia de la conservacion de plantas de montaia, asi
como en el estudio de la diversidad y conservacién de la flora cantabrica.

Efisio MATTANA (mattana.efisio@tiscali.it), estudiante de doctorado de la Universidad de Ca-
gliari (Botanica ambiental y aplicada), ha colaborado en el desarrollo y organizacion del banco
de germoplasma de Cerdefia (BG-SAR). Su linea de trabajo incluye la conservacion ex situ y la
ecofisiologia de la germinacion de las plantas endémicas de Cerdenia.

Isabel MARQUES (icmarques@fc.ul.pt), ha participado en diversos proyectos relacionados con la
caracterizacion y rescate de la flora afectada por el embalse de Alqueva (Portugal). Durante los
ultimos 5 afios ha sido responsable de la caracterizacién del germoplasma del banco de semillas
del Jardim Botdnico de la Universidade de Lisboa. Actualmente su trabajo se centra en la evolu-
cion del género Narcissus.

Paolo MuLE (metecol@hotmail.com), colaborador del Centro Conservazione Biodiversitd (CCB)
de la Universidad de Cagliari (Cerdefia, Italia), en donde se desarrollan actividades de investi-
gacion y conservacion de plantas silvestres. Su actividad personal se centra principalmente en
la germinacién y crecimiento de plantas de la flora silvestre y de la vegetaciéon de Cerdena y las
islas mediterraneas.

Massimo NEPI (nepi@unisi.it), investigador del Departamento de Ciencias Ambientales de la
Universidad de Siena (Italia). Su linea de trabajo abarca la biologia reproductiva de plantas su-
periores, en particular la ecofisiologia de la polinizacién y su implicacion para la conservacion,
asi como los mecanismos de polinizacion de las gimnospermas y la longevidad y conservacion
del polen.

Ettore PACINI (pacini@unisi.it), profesor de Botanica en la Universidad de Siena (Italia). Su
linea de trabajo abarca, desde el punto de vista citoldgico, varios aspectos de la biologia de la
reproduccion de las angiospermas, asi como los aspectos ecofisiologicos de la polinizacion de
gimnospermas y angiospermas y la citofisiologia y dispersion de semillas con elaiosomas.

Pietro PAVONE (pietropavone@yahoo.it), profesor de botanica de la Universidad de Catania (Si-
cilia, Italia) y responsable cientifico del Jardin Botanico (Orto Botanico) y el Banco de Germo-
plasma de dicha institucion. Su linea de investigacion se ha centrado en el ambito de la geobo-
tanica y la sistemadtica vegetal. Ha desarrollado estudios sobre el patrimonio histérico y natural



de los parques y jardines de Sicilia oriental, asi como analisis etnobotdnicos sobre el uso de
plantas medicinales en el sur de Sicilia y sobre plantas silvestres comestibles mediterrdneas.

Beti ProrTO (beti.piotto@apat.it), responsable de la proteccion de la biodiversidad de los eco-
sistemas en el Departamento Defensa de la Naturaleza del Istituto Superiore per la Protezio-
ne e la Ricerca Ambientale (ISPRA). Ha trabajado tambien en Argentina, Honduras y Libano,
ocupéandose (casi!) siempre de propagacion de arboles y arbustos, asi como de la recoleccion,
conservacion y pretratamiento de las semillas. Miembro del grupo técnico sobre semillas de
arboles y arbustos del International Seed Testing Association.

Cristiano PONTECORVO (cristiano.pontecorvo@gmail.com), investigador del Centro Conserva-
zione Biodiversitd (CCB) de la Universidad de Cagliari (Cerdeiia, Italia) y responsable de las ro-
callas de Biodiversidad del Orto Botanico di Cagliari, asi como de las actividades de divulgacion
relacionadas con la botanica de conservacion. Su linea de trabajo se centra principalmente en la
flora de Cerdeiia, y de un modo especial en su componente endémico.

Aranxta PrRaDA (gis_banco@gva.com), técnico del Banc de Llavors Forestals de la Generalitat
Valenciana (Comunidad Valenciana, Espaia). Trabaja en diferentes aspectos relacionados con
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Los ultimos 50 afos han sido testigos de una evolucion sin precedentes en nuestro conocimiento
sobre la conservacion y sus interrelaciones con el objetivo de alcanzar un desarrollo sostenible.
La conservacion es, desde luego, mas que un concepto. A ella se ha dedicado mucho esfuerzo
para resolver las bases cientificas, técnicas, socioldgicas y econdmicas implicadas en la
implementacion eficaz de las acciones de conservacion. Esto se ha manifestado principalmente
en el surgimiento de una disciplina conocida como biologia de la conservacién, como una
respuesta de la comunidad cientifica a la ola de cambio global que amenaza una gran fraccién
de la diversidad biologica mundial. El desarrollo del concepto de la biologia de la conservacién
estd estrechamente relacionado con el de biodiversidad. Como aquélla, la nocion de diversidad
bioldgica, término posteriormente contraido como biodiversidad, fue desarrollada en los afos
80, aunque sus origenes se remontan a tiempo atrds (HEYwoobD & IRIONDO, 2003).

La biodiversidad mundial estd disminuyendo a una velocidad sin precedentes. Durante el
periodo 1996-2004, un total de 8321 especies vegetales fueron incorporadas a la Lista Roja de
Especies Amenazadas de la Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN).
El principal propésito de esta Lista Roja es catalogar los taxones que se enfrentan a un mayor
riesgo de extincion global (ej. aquellos considerados de en peligro critico, en peligro'y vulnerables).
Durante ese periodo ha habido también un aumento de mas del 60% en el niumero de plantas
consideradas en peligro critico. Estos datos resultan sin duda alarmantes y requieren medidas
inmediatas de conservacidn para salvaguardar muchas de estas especies.

Aunque la conservacion de especies se aborda de un modo mucho mas eficaz a través del
manejo de las poblaciones silvestres y sus habitat naturales (conservacion in situ), las técnicas ex situ
constituyen herramientas esenciales de conservacién, cuya relevancia ha ganado reconocimiento
internacional con su inclusion en el articulo 9 del Convenio sobre Diversidad Bioldgica y en el
objetivo 8 de la Estrategia Global para la Conservacién Vegetal (SARASAN & al., 2006).

De manera sintética, el germoplasma puede ser definido como cualquier material capaz de
transmitir los caracteres hereditarios de una generacién a otra (WITT, 1985). Se puede afirmar
que el germoplasma representa la base fisica de la transmisién genética, o bien la suma de los
genes y de los factores citoplasmaticos que rigen la herencia.

Al hablar de germoplasma vegetal, puede aludirse a distintas estructuras vegetales (esporas,
tejidos o partes de plantas), incluyendo sus células y compuestos con informacidon genética
(ADN, ARN, etc.) y, de especial modo, las semillas. Estas constituyen la estructura mas
representativa y evolucionada de las plantas superiores para su perpetuacion, siendo ademas
el agente de dispersién mas frecuente, eficaz y con mayor capacidad de regenerar una planta
vascular completa a largo plazo.



El término germoplasma esta formado por la raiz germen (“inicio” u “origen”) y plasma
(“formacién”), definiéndose como todo “material genético capaz de regenerar otra materia viva
igual o similar a la original” (PERRINO & TERzI, 2003). El término germoplasma hace referencia
a cualquier forma de vida, pudiendo referirse, en virtud de diferentes rangos taxonémicos, a un
género (ej. germoplasma de Olea), a una especie (ej. germoplasma de Olea europaea L.) o a alguna
categoria taxonomica de rango inferior, como subespecie o variedad (ej. O. europaea L. var. sylvestris
Brot.). La expresion recursos genéticos sustituye a menudo el concepto de germoplasma, refiriéndose
contextualmente a un conjunto de especies o géneros (recursos genéticos vegetales, recursos
genéticos microbianos, etc.) que ofrecen una utilidad econdmica, ambiental o de otro tipo.

Desde el momento en que las sociedades humanas desarrollaron la agricultura, la
conservacion de semillas se convirtié en una actividad necesaria para mantener los ciclos de
recoleccién y siembra. La idea de preservar semillas de diferentes especies de todo el mundo
en infraestructuras capaces de garantizar su viabilidad a largo plazo surgié en los afios 20 y 30
del siglo XX, destacando la propuesta del cientifico ruso Nicolai Ivanovitch Vavilov (Koo & al.,
2004). Una nacién tan grande y en aquel momento tan pobre como Rusia, solicité de Vavilov
aumentar los suministros de germoplasma de las especies de uso alimenticio e industrial, y a
la par proceder a su mejoramiento genético. Para lograr este objetivo, en casi treinta afos se
crearon y ordenaron enormes colecciones bioldgicas, conservado de este modo germoplasma
vegetal ex situ (fuera de su lugar de origen) de forma sistematica, y definiendo algunos de los
procedimientos bésicos para la preservacion de semillas.

Los centros encargados de la conservacion de la biodiversidad contenida en el germoplasma
suelen denominarse bancos de germoplasma o bien bancos de semillas, si el material conservado se
basa principalmente en semillas. En la literatura anglosajona suele utilizarse el término seedbanks
(bancos de semillas) o también en sentido amplio genebanks (bancos de genes), pudiendo incluir
colecciones vivas, cultivos in vitro o bancos de ADN. Las muestras de material recolectado que
se introducen en los bancos de germoplasma para su conservacion suelen recibir el nombre de
accesiones (también, aunque menos generalizado, muestras o entradas). Cada accesion representa
la entrada en el banco de un lote de germoplasma relativo a una tnica recoleccién, para una
unidad taxondmica determinada y una poblacion bioldgica definida, identificada asi de modo
inequivoco.

Es importante subrayar que hasta hace pocos aflos los bancos de germoplasma centraban
su interés casi exclusivamente en la conservacién de las variedades agrondmicas y de sus
antecesores silvestres. De hecho, el 90% de todas las accesiones actualmente presentes en bancos
de semillas estd representado por especies de interés alimentario, muchas de ellas variedades de
alimentos basicos (trigo, maiz, arroz, alubias, sorgo, etc.), que a una escala mundial se cultivan de
forma intensiva, y que en conjunto tienen gran importancia econdémica. La actual profusién de
bancos de semillas con vocacion de preservar plantas silvestres raras o en riesgo de extincion es
consecuencia de los acuerdos y obligaciones adoptados tras la Cumbre de la Tierra, celebrada en
Rio de Janeiro en 1992 para evitar la perdida de diversidad bioldgica, y que quedé materializado
en el Convenio de Diversidad Bioldgica (CDB).

Mucho antes del CDB, la primera iniciativa para la creaciéon de un banco de semillas dedicado
a plantas silvestres se desarroll en 1966 en la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos
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(Foto D. Draper).

Edificio de la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agronomos de la Universidad Politécnica de Ma-
drid (UPM), donde se ubica el mas antiguo banco de semillas dedicado a plantas silvestres del mundo.

de la Universidad Politécnica de Madrid (UPM)'. Como primer banco de germoplasma del
mundo especializado en la conservacion de plantas silvestres, este banco se centrd primeramente
en la conservacion de especies de cruciferas silvestres, iniciando, a comienzos de los setenta,
proyectos de conservacion ex situ de plantas endémicas de la Peninsula Ibérica y de la region
Macaronésica.

Nadie discute hoy en dia la importancia de conservar la diversidad. Basta considerar que
la vida de todos depende, de forma directa o indirecta, de la diversidad bioldgica, ya que ésta
garantiza la existencia y persistencia de condiciones idéneas para el ambiente y la evolucion
de la propia vida (PERRINO & TERZI, 2003). Gracias a las iniciativas de la Organizacién de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (www.fao.org), hoy en dia existen
millones de accesiones vegetales conservadas gracias a la actividad de 1.300 bancos de semillas.
Ello representa, sin embargo, tan solo una pequena fraccion de la biodiversidad mundial, ya que
numerosas regiones del planeta no han desarrollado atin acciones de este tipo, o se han dedicado
principalmente a especies cultivadas. Los bancos dedicados a plantas silvestres utilizan los
conceptos de rareza, amenaza, vulnerabilidad o endemicidad como criterios orientativos para la
seleccion de material a ser conservado (ver capitulo 1), sin por ello dejar de lado otras especies,
cultivares o variedades igualmente importantes por su contribucion a la biodiversidad.
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Desde hace 10.000 afios, el germoplasma, y de manera especifica las semillas, han sido
conservadas de formas muy dispares, a través de su propagacioén continua o almacenamiento
a corto plazo, con objeto de poder renovar los cultivos, obtener nuevas cosechas afo tras afio y
trasladar nuevos cultivos a las tierras ganadas para la agricultura.

El primer banco de semillas del mundo moderno fue fundado en Rusia (San Petersburgo)
en el afio 1894, en el ambito del Ministerio de Agricultura ruso, constituido en un inicio como
una coleccion de semillas de plantas cultivadas. De 1921 a 1940 fue dirigido por Nicolai Ivano-
vitch Vavilov, quien enriquecié la coleccion gracias a las numerosas expediciones que realizd
por todo el mundo, y que le sirvieron para desarrollar su teoria sobre los centros de origen de
plantas cultivadas. Tras sufrir muchas vicisitudes y salvarse del cerco al que fue sometida la
ciudad (entonces Leningrado) durante la Segunda Guerra Mundial, el banco de semillas con-
tinua hoy funcionando bajo el nombre de Instituto Vavilov de Plantas Industriales. Terminada
la guerra, los afios 50 vieron la creacién de nuevos centros en Europa del Este y en los Esta-
dos Unidos, en el marco de universidades y centros de investigacion, con el objetivo principal
de conservar germoplasma de plantas cultivadas de interés para la alimentacién. Una de las
primeras instituciones de este tipo fue constituida en Alemania del Este (Gasterleben) donde
el Instituto Leibniz de Investigaciéon de Recursos Genéticos de Plantas Cultivadas funciona
desde hace mas de 60 afios. En Estados Unidos surgié también, en 1958, uno de los centros de
conservacion mas ambiciosos del mundo, en el Campus de la Universidad estatal del Colorado
(Fort Collins), a través del laboratorio nacional de conservacion de semillas (HARTMANN &
KESTER, 1990), dependiente del USDA (United States Department of Agriculture).

Algunos afios después comienzan a aparecer bancos dedicados a conservar semillas de
plantas silvestres, siguiendo el ejemplo pionero del de la UPM de Madrid, citado con anterio-
ridad. En los afios 80 del siglo XX, y tras ser consciente la comunidad cientifica internacional
del problema creciente de pérdida de biodiversidad de las plantas silvestres, comienzan a gene-
ralizarse las instalaciones especializadas en conservar semillas de plantas amenazadas, princi-
palmente en los paises mas desarrollados de Europa y América del Norte. Gran parte de estas
instalaciones nacen en el seno de los jardines botdnicos, cuya actividad también se reorienta,
principalmente a partir de la década de los 70, a jugar un papel destacado en la conservacién
de las plantas, y de un modo especial a la conservacion ex situ.

Hasta hace algunos afos, la actividad de los bancos de germoplasma con accesiones de
plantas silvestres se organizaba con base a la regeneracion y conservacién del mayor numero
de muestras de flora rara o amenazada, generalmente en el ambito de los territorios de origen.
El aumento del niimero de accesiones de estas colecciones derivd en problemas de gestion de
espacio y de planificacién de la actividad, prestando poca atencién a la representatividad gené-
tica (intrapoblacional e interpoblacional) de cada taxén conservado. En los ultimos afios se ha
demostrado la importancia de los controles genéticos y la necesidad de conservar poblaciones
representativas, por lo que las actividades de recoleccién modernas se basan en una planifi-
cacién rigurosa que permita conservar el mayor nimero de representatividad genética en el
menor nimero posible de accesiones (ver capitulo 2).



En los ultimos afios también ha sido necesario corregir los mecanismos de conservacién
para los grupos taxondmicos que presentan dificultades derivadas de sus caracteristicas bio-
légicas (ej. Orchidaceae). En ocasiones algunos de los bancos nacidos en el seno de los jardines
botdnicos se preocuparon mas en la conservacion de especies exdticas u ornamentales, a me-
nudo resultado de los tradicionales intercambios de Index seminum u otras colaboraciones,
descuidando la conservacion de especies autdctonas. En la actualidad, la situaciéon ha dado un
giro de 180 grados, y la funcién principal de los bancos de germoplasma nacidos y sustentados
en los jardines botanicos se centra en la conservacion de las plantas silvestres endémicas, raras
y amenazadas, tomando como area primordial de trabajo las regiones geograficas en donde
estan ubicados.

Los bancos de germoplasma, en su concepcidn actual, constituyen sistemas esenciales para
prevenir la pérdida de biodiversidad genética y garantizar asi un futuro a las especies en peli-
gro de extincion. Gran parte de las infraestructuras para la conservacion de la biodiversidad
nacen con el objetivo de contrarrestar la pérdida exponencial de especies, debida en parte a
fenémenos naturales, y principalmente a las actividades antrdpicas sobre los ambientes natu-
rales (destruccion, contaminacién, etc.). Su funcién no es sélo salvaguardar las semillas de las
especies en peligro, sino también conservar, mediante técnicas de preservacion a largo plazo,
esporas, esquejes, tejidos o cualquier otro material que constituya parte de la biodiversidad
genética del planeta (ver capitulos 6 y 7). En muchos centros de conservacién de germoplasma
especializados en flora silvestre se estudian ademds estrategias de actuacion adecuadas para
la conservacion in situ de especies en peligro, disponiendo de la informacién necesaria sobre
biologia reproductiva (ver capitulo 3), germinacién (ver capitulo 8) o métodos de produccién
vegetal (ver capitulo 9) que permitan desarrollar con éxito proyectos de recuperacién. De es-
te modo, la filosofia de la conservacién converge, especialmente para los taxones con mayor
riesgo de extincion, hacia las actividades de conservacion in situ, con el fin de preservar las
plantas directamente en su ambiente natural. Por este motivo, los centros de conservacion de
plantas han intensificado, junto a la conservacion ex situ, los estudios sobre biologia de la con-
servacion, colaborando también en acciones administrativas para la conservacién (ej. redes
de espacios protegidos, redes ecologicas de conectividad territorial, etc.). En este sentido, la
conservacion ex situ debe considerarse como un instrumento de gran utilidad, indispensable
para las intervenciones in situ, y de modo especial en casos extremos de extincién inminente
de poblaciones naturales, como tnica via posible para su preservacion.

La actividad de conservacion ex situ, tal y como se entiende actualmente, se dirige hacia
la creacion de colecciones ordenadas y organizadas en funcién de los habitats presentes en un
territorio, siendo imprescindible adquirir a la vez conocimiento de como cultivar las plantas
amenazadas (ver capitulo 9) y cudles son sus requerimientos ecoldgicos, con objeto de aplicar-
los a la restauracion de las poblaciones naturales. La conciencia de la necesidad de colaborar en
la conservacion del patrimonio vegetal ha crecido de tal modo que, en algunos casos, existen
ejemplos en que los propietarios de los terrenos donde viven plantas silvestres raras o ame-
nazadas colaboran directamente con las administraciones locales para la conservacion de las
mismas, involucrados directamente en los trabajos de campo, seguimiento y difusion de cono-
cimientos adquiridos. Un ejemplo revelador lo representa el éxito de la experiencia desarrolla-



da en la Comunidad Valenciana (Espaiia), con el programa de microreservas de flora, y que se
estd exportando como modelo a otras regiones de Europa (LAGUNA & al., 2004).

Los bancos de germoplasma actian también como importantes centros de estudio en re-
lacién con los taxones representativos de hébitats de interés, o de especial importancia para
la reconstruccion de areas degradadas o amenazadas. En este contexto, las especies pioneras,
estructurales o mas adaptables pueden ser también analizadas, conservadas y regeneradas (ver
capitulo 1). La pretensién no es, por lo tanto, conservar Gnicamente en el banco un gran nu-
mero de semillas de plantas raras, sino también conocer y caracterizar el germoplasma bajo
diferentes aspectos, con el fin de garantizar la conservaciéon de la biodiversidad y posibilitar
usos futuros.

El material vegetal conservado ex situ debe utilizarse para incrementar el conocimiento
sobre la biologia y ecologia de plantas y, de modo particular, su ciclo reproductivo, con el fin
de individualizar las etapas mas sensibles, activando estrategias de tipo ex situ para la experi-
mentacion sucesiva en el terreno donde se pretende reconstruir o reforzar las poblaciones in
situ. Resulta también fundamental la elaboracién de técnicas de propagacion, por via sexual
o vegetativa, con el fin de asegurar la efectiva conservacion ex situ y la sucesiva regeneracion.
Con especial cuidado debe considerarse la utilizacién de semillas para la realizacion de los
ensayos de germinacion o de viabilidad, asi como para las tipologias de estudios y andlisis que
contemplen la destruccién de semillas u otro germoplasma.

En resumen, conservar germoplasma en los bancos de semillas no es como conservar libros
en los estantes de una biblioteca. Es algo vivo y dindmico, quizds mds préximo a la gestiéon de
animales en un parque zooldgico o al cuidado de las colecciones de plantas vivas en un jardin
botanico (actividad que por otro lado contribuye a la conservacion ex situ), ya que las semillas
son también entidades vivas que requieren, para conservarse bien y a largo plazo, cuidados y
técnicas especificas de mantenimiento o verificacion (Koo & al., 2004).

Los bancos de germoplasma especializados en la conservacion de plantas silvestres juegan un
papel clave y fundamental en las politicas de conservacion de la biodiversidad. En funcién de las
necesidades de conservacion, cada vez es mas frecuente que los técnicos e investigadores de los
centros de conservacion ex situ participen activamente en el disefio, desarrollo y ejecucion de
programas de conservacion in situ, destinados a que todas las acciones de conservacion permitan
la preservacion de plantas silvestres en sus biotopos y habitats naturales.

En un mundo globalizado como el actual, en el que las desigualdades entre paises son cada
vez mayores, y los paises pobres son los que mayor biodiversidad poseen y menos recursos dis-
ponen para conservarla, es imprescindible establecer acciones conjuntas de cooperacién. Los
modelos decimondnicos de almacenamiento de especies en museos metropolitanos de historia
natural o en grandiosos jardines botanicos han quedado obsoletos, por lo que la conserva-
cién de la diversidad bioldgica mundial es una responsabilidad de todos. En la actualidad, y



especialmente tras la Segunda Guerra Mundial, los centros de conservacién de biodiversidad
deben ser escrupulosamente respetuosos con la propiedad de los recursos genéticos, y crear
sistemas de participacion y corresponsabilidad con terceros paises (ver capitulo II). La tenden-
cia actual va dirigida a la creacién de pequefios centros que funcionan coordinados en redes
nacionales o plurinacionales (ver capitulo III), y que se dedican a trabajar en la conservacion
de las plantas que viven en su ambito geografico mas cercano. De manera complementaria, los
centros con mayores recursos colaboran en la conservacion de la diversidad de los territorios
lejanos con necesidades urgentes, intentando siempre que la propiedad de la biodiversidad y su
riqueza no abandonen los paises de origen de la misma (ver cuadro II).

La delimitacién del area geografica de competencia constituye un aspecto fundamental
para la determinacién de los programas y las politicas de intervencion de los bancos de ger-
moplasma actuales. Para una correcta gestion del territorio y una coherente labor de conser-
vacién y defensa de la biodiversidad, es necesario delimitar el darea geografica de origen de
las accesiones, activaindose una red de contactos y un intercambio de informacion bidirec-
cional con otros organismos involucrados en la proteccién de la naturaleza y su valoracién
(administraciones locales, espacios protegidos, universidades, jardines o estaciones botanicas,
laboratorios de investigacion, asociaciones, aficionados privados, etc.). Es en este contexto en
el que se hace posible la colaboracion y el intercambio de germoplasma, recursos econémicos
y conocimientos. Siguiendo este objetivo, cada banco de germoplasma debe estructurarse en
modo tal que pueda garantizar que la recoleccién de material se realice con total respeto a las
normativas vigentes en el ambito local, nacional, y regional, cumpliendo de igual modo los
convenios internacionales que regulan estas actividades, principalmente derivados del Conve-
nio de Diversidad Bioldgica (CDB). Con ese fin, cada banco de germoplasma debe cuidar con
especial atencion la obtencién y actualizacion de permisos y autorizaciones correspondientes,
evaluando la preparacién cientifica y técnica de sus colaboradores, y garantizando practicas
respetuosas frente a terceros.

El papel de los bancos de germoplasma incluye, ademads, tareas de divulgacion publica de
sus iniciativas, de concienciacion social del problema de crisis de extincidn, y de creacién y
colaboracion en las redes de conservacion, generando un continuo cambio de conocimientos y
actualizacion del desarrollo de los trabajos realizados. La participacién de los recolectores, en
muchas ocasiones voluntarios, implica una comunicacion periddica sobre los planes de gestién
desarrollados para el material recogido, haciéndoles participes de los objetivos del proyecto, y
motivindoles para la continuacion de su colaboracion.

El reto de intentar detener la perdida de biodiversidad vegetal es enorme, y si ya son costo-
sas e insuficientes las medidas que se estan adoptando en los paises ricos, hay que buscar me-
didas imaginativas y de cooperacion con los paises pobres y/o mega diversos, sometidos al tor-
bellino de destruccién y extincion de los recursos naturales del que todos somos responsables.



Los jardines botdnicos, como lugar de cultivo de plantas con una finalidad distinta de la
ornamental, son muy antiguos. Seguramente tan antiguos como el interés del hombre por
conocer las plantas y sus usos, por lo que algunos autores los identifican ya en las antiguas culturas
mesopotamica, egipcia, oriental o precolombina. Los jardines histdricos reunian plantas para su
estudio, aclimatacién o generacién de conocimiento, ya que tanto la ciencia (la ampliacién del
conocimiento) como la docencia (la transmisién del saber) fueron motivos fundamentales por
los que se instauraron jardines botanicos.

Sin embargo, interpretaciones mds restrictivas del concepto de jardin botdnico fijan su origen
en la Europa renacentista y siempre al amparo de las universidades, lugar dénde investigacion
y academia se reunian. Los jardines botanicos mas antiguos surgieron en Italia (Pisa -1544,
Padova y Florencia-1545-, Bolofia -1567-), Espaila (Valencia -1567-), Paises Bajos (Leiden -
1590-), Francia (Montpellier -1593-) y Alemania (Heidelberg -1597-) como consecuencia de
la necesidad de las facultades de medicina para poder explicar a sus alumnos qué plantas eran
medicinales y cuéles eran sus usos. Desde entonces los jardines botdnicos han ido cambiando
su orientacion y su finalidad, como consecuencia de los cambios producidos en el interés de la
sociedad (y con ellos de la universidad) por las plantas. Los siglos XVIII y XIX se caracterizan
por el cultivo de las plantas procedentes de expediciones cientificas a los lugares mas remotos.
En los jardines botanicos se cultivan las semillas colectadas por los expedicionarios, mientras
que las plantas vivas que surgen de ellas sirven para describir infinidad de especies nuevas.
Linneo (Jardin Botanico de Uppsala), Lamarck (Jardin del Rey de Paris) o Cavanilles (Real
Jardin Botanico de Madrid) son algunos protagonistas de esta relacion entre jardines botanicos y
ampliacion de los conocimientos boténicos. También se hacen ensayos de aclimatacion y, desde
los botanicos, numerosas especies se trasladan a la agricultura, por su capacidad productiva, o a
los jardines, por su interés ornamental.

El final del siglo XX trae consigo la crisis de la biodiversidad y la pérdida alarmante de
especies silvestres, muchas de las cuales son vegetales. Los jardines botanicos, lugares con gran
experiencia en el manejo de semillas y con personal capacitado para el cultivo de plantas, se
convierten en los centros apropiados para desarrollar estrategias de conservacion ex situ de las
especies amenazadas. Los jardines botdnicos son hoy lugares con una elevada concentracién
de especies de plantas vasculares procedentes de poblaciones naturales de origen conocido y
cultivadas o conservadas en condiciones controladas. Gran parte de estas especies se encuentran
amenazadas en sus habitats naturales y los jardines botanicos se convierten asi en centros clave
para el desarrollo de estrategias de conservacion ex situ desarrollada a escala mundial.

En la actualidad hay unos 2000 jardines botdnicos distribuidos por todos los paises del
mundo. En ellos se cultivan casi un tercio de las especies de plantas vasculares conocidas, lo
que supone unas 100.000 especies diferentes, representadas por unos 4.000.000 de accesiones.
También se cultivan en ellos decenas de miles de variedades de especies cultivadas de importancia
econémica (WYSE JACKSON ¢» SUTHERLAND, 2000). En algunos casos se ha podido documentar
la desaparicion de especies en la naturaleza a la vez que se mantenian en cultivo en algtn jardin
botanico. Algunos ejemplos clasicos son los de Encephalartos woodii Sander, Sophora toromiro



Conservacion ex situ y diversidad vegetal

El papel del Jardin
Botanico Atlantco
en la conservaciin

Entrada al Jardin Botéanico Atlantico (Gijon, Espafia), institucion creada en el afio 2003, y en cuyos

objetivos prioritarios figura el desarrollo de las estrategias de conservacion estipuladas en el CDB.

Skottsb. o Lysimachia minoricensis ].JRodr. (ver cuadro I). En algunos casos se han hecho
intentos por devolver a la naturaleza estas especies “refugiadas” en los jardines botanicos, en la
mayor parte de los casos infructuosos.

Por la labor desempefiada hasta ahora, y de manera especial por su capacidad actual
y potencial, el papel de los jardines botanicos en la conservacion de la biodiversidad vegetal
aparece en todos los documentos y tratados relacionados con el CDB. Desde el punto de vista del
manejo y produccién de plantas, la posibilidad de desarrollar estrategias de conservacion ex situ
en los jardines botdnicos pasa principalmente por el desarrollo de colecciones de plantas vivas
y por la creacién de bancos de germoplasma, entendiendo como tales aquellas instalaciones
donde se conservan a largo plazo semillas, esporas, granos de polen o tejidos con capacidad para
regenerar una planta completa.
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Recuperacion de Diplotaxis siettiana en la Isla de Alboran

Diplotaxis siettiana Maire (Brassicaceae) es una planta endémica de la pequena isla de Alboran,
en realidad la cumbre emergida de una plataforma volcanica situada a 50 km. de la costa,
entre Espana y Marruecos. La planta fue vista por tltima vez en 1974, momento en que se
recolectaron semillas antes de que la reducida poblacién se extinguiese, debido a la alteracién
de su drea de ocupacion, derivada de la construccion de una plataforma de helicdpteros
militares construida por el ejército espafiol. Diplotaxis siettiana se comportaba como una
especie ruderal y oportunista, por lo que su tamafio poblacional y situacion original es dificil
de estimar. Las semillas recogidas fueron conservadas en el Banco de Germoplasma de la
Universidad Politécnica de Madrid durante mas de 20 afios, y repartidas por diferentes jardines
botanicos. Después de dos intentos infructuosos, en 1999 se llevo a cabo una reintroduccion
en la Isla, permitiendo que actualmente sobreviva una poblacién de 48 plantas, cuya viabilidad
futura es un misterio. Sin embargo, la reintroduccién llevada a cabo ha permitido que la
planta pase a considerarse como En Peligro Critico segtin las categorias de la UICN, en lugar
de “Extinguida en estado silvestre” (MORENO SAIZ & al., 2006).

Recuperacién de Lysimachia minoricensis en Menorca

Lysimachia minoricensis ].]. Rodr. (Primulaceae) es una especie endémica de la isla de Menorca,
donde fue descubierta a finales del siglo XIX en el fondo de los barrancos calizos del sur. Apenas
medio siglo después se dio por extinguida en estado silvestre, quiza por causas naturales, al
no encontrarse ninguin ejemplar en las localidades naturales. La recoleccion de semillas que
habia realizado el Jardin Botanico de Barcelona en la poblacién original, a principios del siglo
XX, salvo la planta de la desaparicion definitiva. Desde el Jardin de Barcelona se repartieron
semillas a varios jardines boténicos europeos y en todos ellos se pudo cultivar la planta y atin
se mantienen colecciones vivas. A partir de estas semillas se ha intentado en diversas ocasiones
la reintroduccion de la especie en su habitat natural (GALICIA HERBADA, 2004). Finalmente,
la reintroduccién llevada a cabo en 1997 por el Jardin Boténico de Séller ha conseguido la
formacion de una poblacion reproductiva estable. Todo ello se debid, en parte, a la capacidad
reproductiva que mantenia la especie, por lo que cree que su extincién se debi6 a factores
extrinsecos (ROSELLO & MAYOL, 2002). Lysimachia minoricensis esta actualmente protegida
legalmente en Europa por el Convenio Europeo sobre la conservacion de especies y hébitats
naturales. En Espana esta protegida por el Real Decreto que recoge el catdlogo nacional de
especies amenazadas.



Reintroduccion de Sophora toromino en la isla de Pascua

Sophora toromino Skottsb. (Fabaceae) es la unica especie arbdrea de la Isla de Pascua. Fue
descrita en 1774,y considerada como extinguida en estado silvestre en los anos 60 del siglo XX,
como consecuencia de la alteracion del habitat producida por siglos de intervencién humana
en la isla. Sin embargo, en 1988 se encontrd un ejemplar cultivado en el Jardin Botanico de
Bonn y se pudo saber que también se cultivaba en otros jardines botdnicos europeos como el de
Gothenburg (LOBIN & BARTHLOTT, 1988). A partir del descubrimiento se inicié un programa
de propagacion de la especie con la finalidad de reintroducirlo de nuevo en la naturaleza. En
1996 se plantaron en la Isla de Pascua 180 ejemplares cultivados en los jardines botanicos de
Bonn y Gothenburg. Sin embargo, la introduccién fracasé y mas del 80% de los individuos
desaparecieron en poco tiempo y el resto algo mas tarde. Los tests genéticos realizados sobre
el material introducido demostraron que la diversidad genética era minima y que el programa
de propagacion se habia basado en individuos genéticamente idénticos (BARTHLOTT & al.,
2000). Debido a ello, es posible que la especie no pueda volver a formar poblaciones estables
en estado silvestre, aunque queda el consuelo de tener ain ejemplares vivos de la planta. Si en
lugar de individuos aislados, la conservacion ex situ se hubiese desarrollado segtin los canones
actuales, el éxito de la reintroduccién hubiese sido mayor.

Cultivo ex situ de Biarum dispar en Cerdefa

Biarum dispar (Schott) Talavera (Araceae) es una planta endémica de Cerdefia y Africa
del norte, cuya tnica poblacién conocida se encontraba en las proximidades del complejo
histérico de Su Nuraxi (Samatzai, Cagliari), yacimiento arqueoldgico de restos de la cultura
nuragica prerromana en Cerdefa. La necesidad de realizar excavaciones hizo necesaria una
actuacion del Orto Botanico di Cagliari, para la translocaciéon completa de la poblacién en
el afio 2005. Los cerca de 200 individuos de la poblacién fueron transplantados en el sector
destinado a la familia Araceae del Orto Botanico, area que result6 apropiada por su semejanza
microclimatica y edéfica con el habitat original de la poblacién. La ubicacion de las plantas
favoreci6 ademas la reproduccion natural entre ellas, por lo que durante los afios sucesivos ha
sido posible recolectar semillas para su conservacion en el banco de semillas BG-SAR. El éxito
de la traslocacidn se traduce en dos aspectos: la alta viabilidad de las plantas transplantadas
(incluso aumentando el nimero original) y la disponibilidad de semillas representativas de la
poblacién. Ambas actuaciones permitiran, en el futuro, realizar campaias de reintroduccién
de Biarum dispar en el area arqueoldgica o en sus inmediaciones.



Preparacion de parcelas para la translocacion de bulbos de Narcissus cavallinesii

Translocaciéon de Narcissus cavanillesii en Portugal

Narcissus cavanillesii A.Barra & G.Lopez (Amaryllidaceae) es un geéfito de floracion otofal,
endémico del sur de la Peninsula Ibérica y Norte de Africa (Argelia y Marruecos) y protegido
por los Anexos II y IV de la Directiva Habitat 92/43/CEE. Una de dos unicas poblaciones
conocidas en Portugal (Montes Juntos) iba a ser inundada por el embalse del Alqueva, de
no haberse realizado una dificil y costosa operacion de translocacién, novedosa en el ambito
de la conservacién de plantas en la Peninsula Ibérica. Entre los afios 2001- 2004 un equipo
hispano-luso (ROSSELLO-GRAELL & al., 2002) desarroll6 la compleja operacién de salvar esta
poblacién de las aguas del embalse, llevandola a una nueva localidad. Para ello se transloc6
el 95 % de la poblacion afectada, después de una serie de andlisis enfocados a localizar el
biotopo mas adecuado para ubicar la poblacion (a través de andlisis SIG, modelos climaticos,
modelizacion de habitats, anélisis de suelos, etc.). Tras la translocacién sélo floreci6 un 24.57%
de los individuos que habian florecido en la época anterior. Este bajo porcentaje se atribuyo
a que el tipo de sustrato en donde vivia la planta presenté grandes problemas técnicos: su
heterogeneidad impedia un ataque en profundidad obligando a una gran manipulacion y
con una mayor alteracién del suelo. Aun es pronto para conocer el éxito a largo plazo de
la translocacién realizada, aunque los proximos afios permitirdn una evaluacién de los
resultados, tras el seguimiento de la poblacién en su nueva ubicacion.



La proteccion de la biodiversidad vegetal esta regulada por tratados y convenios internacionales,
por directivas y reglamentos comunitarios, y por leyes de caracter nacional y regional; a
continuacioén se enumeran, de manera cronoldgica, las principales normativas que han sido
aprobadas hasta este momento, a diferentes niveles.

El convenio CITES, de 1973, sobre el “Comercio Internacional de Especies Amenazadas”, fue
adoptado con el Reglamento CE n. 338/1997 de la Unién Europea y posteriormente ratificado en
la mayor parte de los paises europeos. La normativa de aplicacion del reglamento estd incluida
en el Reg. (CE) n. 1808 del 30 agosto 2001 (ComMUNIDAD EUROPEA, 2001). En el Anexo I del
convenio se enumeran las especies en peligro de extincién que estan daadas o pueden estarlo
con su comercio; en el Anexo II se indican las especies que, aunque en la actualidad no se
encuentran en peligro de extincién, podrian estarlo en un futuro si su comercio no se somete a
una rigida reglamentacién; mientras que en el Anexo III se encuentran las especies identificadas
por las partes cuyo comercio debe ser reglamentado.

Para la importacidn, exportacion y/o introduccion de las especies incluidas en dichos anexos,
es necesario obtener, para cada envio y siguiendo las disposiciones de los articulos 3, 4 y 5 del
Convenio, un certificado conforme a las disposiciones del articulo 6 y siguiendo el esquema del
Anexo IV. Este permiso, que debe de ser emitido por una Autoridad Administrativa del Estado,
tendrd una validez de seis meses a partir de su fecha de emision. Las disposiciones de estos
articulos no seran aplicables a intercambios de germoplasma o exsiccata, que estén acompaiiados
de un informe conforme el Anexo IV del Reglamento (CE) 1808/2001, entre centros de
investigacion o instituciones cientificas registradas.

Con el Reglamento (CE) n. 349/2003 del 25 febrero 2003, la Comisién Europea suspendio
la introduccién, dentro del territorio de la UE, de ejemplares de las especies de fauna y flora
silvestre incluidas en los Anexos. Dichos anexos fueron actualizados el 23 de junio de 2005, y
estan disponibles para su descarga en la direccion http://www.cites.org.

El Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, firmado por 150 naciones en la Conferencia de las
Naciones Unidas “Sobre el Ambiente y el Desarrollo”, en Rio de Janeiro del 3 al 14 de junio de
1992, representa la primera iniciativa a escala planetaria para la conservacion de la biodiversidad
y define las lineas directrices para la elaboracion de estrategias comunes para la proteccion de
animales, vegetales y habitats, introduciendo de un modo implicito los conceptos de conservacion
in situ'y ex situ (WILLIAMS & al., 2003).
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El Convenio de Berna sobre la “Proteccién de la Vida Silvestre y del Ambiente Natural en
Europa”, firmado por los estados miembros en 1979, presenta en el Anexo I una relacién de
las especies de flora silvestre rigurosamente protegidas, cuya recoleccion, coleccion, corte o
erradicacion intencionada esta prohibida (ComuNIDAD EcONOMICA EUROPEA, 1982). Elarticulo
9 del Convenio prevé que cada parte contrayente pueda conceder derogaciones al articulo 5,
“(...) en el interés por la proteccion de la flora y de la fauna; para prevenir importantes dafios
a cultivos, animales, zonas de bosque, reservas de pesca, aguas y otras formas de propiedad;
en interés por la salud y seguridad publica, la seguridad aérea, o de otros intereses ptiblicos
prioritarios; para fines educativos o de investigacion, para la repoblacion, la reintroduccion
y para el mantenimiento necesario; para permitir, bajo extricto control, de forma selectiva y
dentro de limites precisos, la captura, la detencion u otros aprovechamientos juiciosos de pocos
ejemplares de algunos animales o plantas silvestres.”

En el dmbito de los recursos genéticos forestales, la Primera Conferencia Interministerial
para la Proteccion de los Bosques en Europa, desarrollada en Estrasburgo en 1990, afronté la
conservacion de dichos recursos estimulando de este modo la toma de decisiones conjuntas a
nivel de toda Europa. Se busca establecer estrategias comunes, dado el caracter transfronterizo de
los recursos genéticos, la responsabilidad que necesariamente debe de ser compartida y la mayor
eficacia en la conservacién de la variabilidad intraespecifica que se obtiene con esta filosofia. De
esta manera, se ha propuesto una cooperacion técnico-cientifica a través de una serie de acciones
y resoluciones. En particular, la resolucién n. 2 sobre la conservacion de los recursos genéticos
forestales se basa en los siguientes principios:

Aplicacién de acciones inmediatas en base a los recursos disponibles.

Primar el empleo de métodos simples y asegurar su aplicacion a largo plazo.

Conservar la variabilidad genotipica a todos los niveles.

Subrayar la aplicacion de métodos in situ integrados en la gestion forestal, complementa-
dos, cuando sea necesario, con la conservacion ex situ.

Conservar tanto especies como ecosistemas forestales raros.

Implementar a nivel nacional medidas especificas para la conservacién de los recursos
genéticos en base a los principios anteriormente mencionados, en particular en lo re-
ferente a técnicas de silvicultura y al movimiento y gestiéon del material forestal de
multiplicacion.

Representa el principal instrumento para la proteccion de las especies de interés comunitario,
considerando en su articulo II “las especies animales y vegetales de interés comunitario cuya
conservacion requiere la designacion de Zonas Especiales de Conservacién”; en el articulo IV “las
especies animales y vegetales de interés comunitario que requieren de una rigurosa proteccion” y
en el articulo V “las especies animales y vegetales de interés comunitario cuya extraccion de la



naturaleza y su aprovechamiento podrian ser objeto de medidas de gestion”™. Los listados de esta
directiva fueron posteriormente actualizados mediante los anexos de la Directiva 97/62/CEE,
(...) por la que se adapta al progreso cientifico y técnico la directiva 92/43/CEE, (...).

La Directiva 1999/105/CE pretende fomentar la transparencia en el mercado de los frutos, se-
millas, partes de plantas y plantas de las principales especies empleadas en las forestaciones y
restauraciones, a través del establecimiento de unos mecanismos de caracterizacién y control a
lo largo de los procesos de produccién y comercializacién. Una de las novedades introducidas
en esta normativa es el concepto de “regién de procedencia”, que se define para cada especie o
subespecie como «la zona o el grupo de zonas sujetas a condiciones ecoldgicas suficientemente
uniformes en las que se encuentran fuentes semilleras o rodales que presentan caracteristicas
fenotipicas o genéticas semejantes, teniendo en cuenta limites de altitud, cuando proceda». Asi,
los Estados Miembros de la Unién Europea estan obligados a establecer dichas regiones y pu-
blicar sus respectivos mapas.

Aunque esta normativa tiene su aplicacion en las fases de produccién y comercializacion,
y no en la utilizacién que se haga de los materiales de reproduccidn, resulta una herramien-
ta interesante para la promocion de la conservacion de los recursos genéticos de numerosas
especies forestales. Asi, la directiva aconseja de manera explicita el uso de las procedencias
locales, bien adaptadas, en el caso de especies autoctonas. Por otra parte, la delimitacion de las
regiones de procedencia y la trazabilidad del material permiten a los técnicos que redactan los
proyectos la inclusién de requisitos especificos en relacion con el origen y las caracteristicas del
material a emplear en las restauraciones.

Aunque no representan una forma de proteccidn, la elaboracion de las Listas Rojas y Azules
siguiendo las categorias de la UICN, constituyen un elemento fundamental para la proteccién
de la flora. Ademas, la inclusién de un determinado taxdn en una lista suele proporcionar una
gran cantidad de datos relevantes para establecer las medidas de proteccién mas adecuadas.
En funcién de los datos disponibles, un taxén puede ser incluido en alguna de las siguientes
categorias (IUCN, 1994, 2001):

Extinto (EX).

Extinto en estado silvestre (EW).
En peligro critico (CR).

En peligro (EN).

Vulnerable (VU).

Casi amenazado (NT).
Preocupacion menor (LC).
Datos insuficientes (DD).

No evaluado (NE).



Aquilegia barbaricina Arrigoni & Nardi, planta en peligro critico (CR) incluida por la UICN
en el “TOP 50 Mediterranean Island Plants”. (foto E. Mattana).




Los criterios para la inclusién de los taxones en las diferentes categorias estan estableci-
dos tanto a nivel nacional como regional, siguiendo los estdndares internacionales de la UICN
(IUCN 20034, 2003B). En algunos casos se aplican perspectivas geograficas mds amplias para
la elaboracién de categorias de amenaza, como la checklist de las 50 especies de las Islas del
Mediterrdaneo en mayor peligro (TOP 50 Mediterranean Island Plants) (MONTMOLLIN DE &
STRAHM, 2005).

Se trata de un plan estratégico global definido en el afio 2002 (Resolucién VI/9, como Global
Strategy for Plant Conservation o GSPC) y promovido por el Secretariado del Convenio de
Diversidad Biolégica (CDB) de la ONU y United Nations Environment Programs (UNEP) en
asociacion con Botanic Garden Conservation International (BGCI). Entre los diferentes objetivos
que se establecen, destaca la conservacion ex situ del 60% de las especies amenazadas, con
prioridad en los paises de origen de las mismas, y el desarrollo de proyectos para la multiplicacién
y posterior reintroduccion del 10% de estas especies, antes del 2010 (objetivo 8).

La estrategia prevé explicitamente que ninguna planta silvestre deba ser puesta en peligro
a causa de su comercio o de su aprovechamiento no sostenible, y que al menos el 30% de los
productos de origen vegetal deban proceder de recursos gestionados de forma sostenible. Ademas,
la importancia de la diversidad vegetal y la necesidad de su conservacion debe incorporarse en
los programas de comunicacion y sensibilizacién de la opinién publica. Con el fin de alcanzar
dichos objetivos, la EGCP incentiva la creacion y el refuerzo de redes para la conservacion de las
plantas a escala regional, nacional e internacional.

La conservacién y gestion del territorio a escala del paisaje y del ecosistema es la base de un
proceso denominado “conservacion ecorregional” (ERC, EcoRegional Conservation) que se esta
rdapidamente confirmando como una estrategia eficaz y necesaria para el mantenimiento de la
vida en la Tierra. La campana de promocion de los contenidos de dicho proceso fue desarrollada
por el WWEF (World Wildlife Fund) en 1996 con el nombre “Global 200”.

La iniciativa tiene como principal objetivo la conservacién del mayor numero posible de
especies, comunidades, hdbitats y procesos ecoldgicos caracteristicos de una determinada
ecorregion. En el 2003 se seleccionaron 238 ecorregiones prioritarias entre terrestres, marinas y
de agua dulce, denominadas como Global 200. El mantenimiento y la correcta gestion de estas
238 ecorregiones a nivel global puede garantizar la protecciéon de la maxima area posible en base
a la superficie minima exigible. El objetivo es, por tanto, proteger areas con la mayor extension
posible, que presenten las mejores condiciones ambientales y estado de conservacion. En otras
palabras, cada una de las ecorregiones de la lista de la Global 200 representa la ecorregiéon mas
significativa de cada tipo de hébitat del dominio biogeografico en el que se encuentra (BULGARINI
& al., 2003).
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Adoptada por el Consejo Europeo en abril del 2002 con base a la propuesta de Planta Europa
(www.plantaeuropa.org) como una contribucién europea a la implementacién de la EGCP,
con el objetivo de establecer objetivos de conservacion revisados periédicamente. La estrategia
europea (en inglés European Strategy for Plant Conservation o ESPC) recomienda, en lo referente
a los paises de la Union Europea, la conservacion ex situ del 80% de las especies en peligro de
desaparicion antes del afio 2010. La estrategia europea prevé, ademas, la conservacion eficaz de al
menos el 10% de cada regidn ecoldgica del mundo y la protecciéon de al menos el 50% de las areas
mas importantes de biodiversidad vegetal. En lo referente a las especies exdticas, se promueve
la elaboracion de planes de gestién in situ para al menos 100 de los principales organismos
invasores que amenazan plantas, comunidades vegetales y sus hébitats y ecosistemas.

Para los taxones vegetales y para los hongos se indica la necesidad de elaborar programas
nacionales de monitorizacion vy, si es necesario, se regulard su recoleccién y comercio, con el
fin de alcanzar la sostenibilidad. La EECP también subraya que la importancia de la diversidad
vegetal y la necesidad de su conservacion debe incorporarse en los programas de comunicacién
y sensibilizacion de la opinién publica. Por otro lado, se incentiva la creacion y el refuerzo de
redes para la conservaciéon de plantas a escala regional, nacional e internacional, también a
través de fondos econdmicos para la financiacion nacional e internacional de los programas de
conservacion, ampliacion del uso de los fondos Life, etc.

En los ultimos anos ha tomado una notable relevancia geopolitica todo lo concerniente al
acceso a los recursos genéticos, en particular a aquellos con interés econémico, tanto actual
como potencial, y la difusion de los beneficios derivados de su uso. La importancia de afrontar
estas cuestiones ha sido manifestada en numerosos congresos, conferencias y convenios. En el
caso de plantas de uso agricola, el “Tratado Internacional sobre los Recursos Genéticos para la
Alimentacion y la Agricultura” constituye un instrumento nacido en el seno de la FAO en el 2001
(FAO, 2001), estableciendo un sistema multilateral que tiene la finalidad de facilitar el acceso a
los recursos genéticos de una serie de especies agricolas y un mecanismo para la distribucion de
los beneficios que de ello deriven.

En términos mds amplios, el Convenio de Diversidad Biologica de 1992 fija como objetivo,
ademas de la conservacidn y la utilizacidn sostenible, el reparto justo y ecuanime de los bene-
ficios que deriven del uso de los recursos genéticos. Este convenio, en su articulo 15, reconoce
la soberania de los estados sobre sus recursos genéticos. Al mismo tiempo recomienda la crea-
cién de condiciones que faciliten el acceso a los recursos para usos que sean adecuados desde el
punto de vista ambiental, bajo las premisas que hayan sido convenidas entre las partes contra-
yentes, y de este modo asegurar la reparticion de los beneficios obtenidos. Ademas, se estimula
a cada parte contrayente a que promueva la realizacién de investigaciones cientificas sobre los
recursos genéticos en colaboracion con el resto de las partes.

En el 4mbito del CDB se han elaborado las “Directivas de Bonn sobre el Acceso a los Re-
cursos Genéticos y sobre la Participacién Justa y Ecudnime de los Beneficios Obtenidos de



su Utilizacién”, adoptadas en el 2002. Estas directivas tienen como objetivo la elaboracién de
estrategias de acceso a los beneficios, mediante la identificacion de los pasos a seguir en dichos
procesos, de los requisitos fundamentales que deben de cumplir los acuerdos y de la partici-
pacién y responsabilidad de cada parte. En dichos documentos se tratan, entre otros aspectos,
los incentivos y los medios de supervision, verificacion y solucién de controversias. Ademds,
las directivas proponen una serie de elementos a tener en consideraciéon en los acuerdos del
transporte del material, como una lista de los posibles beneficios econémicos.

A pesar de que las Directivas de Bonn son un instrumento voluntario, se considera que su
practica por los centros que gestionan recursos genéticos debe de ser estimulada, puesto que
de este modo se establecen relaciones transparentes e igualitarias y se refuerza la credibilidad
de dichas instituciones a la vez que se facilita alcanzar los objetivos del CDB. En el caso de los
centros de conservacion ex situ de plantas silvestres, como los bancos de germoplasma y los
jardines botdnicos, la aplicacién de las directrices relativas al acceso a los recursos genéticos
deben ser considerada de un modo especial, como mecanismo de regulacién de los recursos
vegetales de poblaciones naturales (ver cuadro II).



Antecedentes

En el marco del Convenio de Diversidad Bioldgica (CDB), las instituciones botanicas juegan
un papel esencial en relacion con la gestion del germoplasma y las disposiciones sobre acceso
y distribucion de beneficios (WILLIAMS & al., 2003). En respuesta a la necesidad de aplicacion
de las directrices generales del CDB, la Asociacion Ibero-Macaronésica de Jardines Botanicos
(AIM]B) encargé a la REDBAG (Red Espafiola de Bancos de Germoplasma) una revisiéon sobre
los procedimientos mas aconsejables para el intercambio de semillas inter-nacionales.

El documento resultante (HERNANDEZ BERMEJO ¢ HERRERA MOLINA, 2002) defini6 algunos
protocolos aplicables por los Bancos de Germoplasma y Jardines Botanicos, tomando en
consideracion los términos generales del CDB, y en especial el sistema de acceso y distribucién
de beneficios en él definido (ADB), asi como las Directrices de Bonn (Decision VI/24 de la sexta
conferencia de las partes, La Haya, abril de 2002), la Estrategia Mundial para la Conservacion de
las Plantas (decision V1/9) y el Tratado Internacional para los Recursos Fitogenéticos relacionados
con la Alimentacién y la Agricultura (Resolucién 3/2001 de la FAO). A continuacién se resumen
las principales propuestas reflejadas en el documento de HERNANDEZ BERMEJO ¢ HERRERA
MoLiNA (2002), donde se indican algunas soluciones para la gestion de germoplasma en el
marco del CDB.

Entre las principales acciones propuestas para la incorporacién de las directrices del CDB al
intercambio de germoplasma, figuran las siguientes:

1) Sistema ABSS/BGS de la plataforma europea de jardines botanicos (BGCI-JABG European
Consortium of Botanic Gardens): a través de esta iniciativa, se formalizan las bases para el
intercambio de germoplasma vegetal para usos no comerciales, con vocacion de ser aplicado
a una escala mundial. El sistema parte del control estricto de los pasos establecidos por el
CBD, regulando la incorporacién de los jardines botanicos que lo deseen y la definicion de
pautas especificas para los casos en que se establezcan transacciones de germoplasma con
fines comerciales, mediante el consentimiento fundamentado del pais de origen en el caso
de material genético obtenido con posterioridad al afio 1993. En el caso de transferencia a
terceras partes, se propone un Acuerdo de Transferencia de Material (ATM) que establezca
los términos de referencia de la transmision.

2) Experiencia del Millenium Seed Bank (MSBP): el modelo de intercambio propuesto por el
MSBP (CHEYNE, 2004) se basa estrictamente en el articulo 15 del CDB, referido al derecho
soberano de cada pais a su biodiversidad, asi como el espiritu del convenio CITES (1973)
y las leyes regionales y nacionales vigentes en materia de biodiversidad. A través de este
acuerdo, los representantes del donante (pais o region con responsabilidad administrativa) y
del consejo de administracién del jardin botanico establecen un contrato de colaboracién y



acceso a los recursos genéticos, incluyendo la elaboraciéon de los permisos correspondientes
y la implicacién de las comunidades locales o indigenas, siguiendo la legislacién vigente
y el espiritu del articulo 8(j) del CDB. Como herramientas de seguimiento, se propone un
protocolo de “Notificacion de Transferencia’, por parte del JB a la institucién firmante del
contrato, y el intercambio del conocimiento obtenido, restringiendo el uso comercial a un
acuerdo nuevo basado en el CDB, el cual incluye una clausula de duracién temporal.

3) Cédigo de conducta para Jardines Botanicos de la Red Internacional de Intercambio
de Plantas (IPEN - International Plant Exchange Network) que regula la adquisicion,
mantenimiento y suministro de material fitogenético: la Red IPEN dispone de un protocolo
de intercambio de germoplasma vegetal no procedente de material silvestre, y sin interés
en el ambito comercial, que facilita el intercambio de material “no sensible” sin acudir a
los protocolos de acceso de beneficios del CDB. El cédigo de conducta de esta red regula la
adquisicién, gestiéon y suministro de material fitogenético, dentro y fuera de la red IPEN.
Las normas de intercambio establecen material apto y no apto para su distribucién en la
red, restringiendo la transferencia en los casos en que los paises de origen establezcan
pautas de control y seguimiento del material. El objetivo de restringir el material apto o
adecuado para su transferencia no es otro que el de facilitar una gestion 4gil para material no
sensible, el cual constituye el grueso de los intercambios entre jardines botanicos. En todos
los casos, el protocolo del IPEN sigue las pautas del CDB vy la distribucién de beneficios, si
bien al tratarse exclusivamente de material sin interés comercial dichos beneficios se basan
en apoyo logistico, técnico o editorial.

Intercambio de germoplasma en el seno de los jardines botanicos de la
Asociacion Iberomacaronésica de Jardines Botanicos (AIM]JB)

En el momento actual, la AIM]B requiere, a través de la edicién del Index Seminum, un acuerdo
provisional en funcién del cual la instituciéon receptora del germoplasma se compromete a
seguir unas directrices basicas, en espera de la aplicacion de los compromisos internacionales
sobre esta materia. El texto actualmente utilizado es el siguiente:

“De forma provisional, a la espera del desarrollo del Convenio Internacional para la
Diversidad Bioldgica, en reconocimiento y aplicacién del nuevo marco internacional para el
acceso a los recursos fitogenéticos que ese texto establece, y a la espera del resultado final de las
negociaciones para la revision del compromiso internacional sobre los recursos fitogenéticos de la
FAO, se suministran semillas de los taxones antes resefiados bajo las siguientes condiciones:

- Que sean utilizados para el bien piiblico en la investigacion, los ensayos, la propagacion, la

educacion o el desarrollo de las colecciones de los jardines botdnicos.

- Si el corresponsal tratara de comercializar el material genético trasferido, sus productos, o
la investigacion derivada del uso del mismo deberd pedir permiso por escrito al (...). Esta
comercializacion podrd ser formalizada previo consentimiento y de acuerdo a los criterios
del (....), consistentes en ceder una parte de los beneficios netos al pais en el que fueron
recolectadas las semillas.



- Que no sea transferido el material genético, sus productos o la investigacion derivada de
éstos a una tercera parte para su comercializacion, sin el permiso previo y por escrito del

- En cualquier publicacion resultante del uso de los materiales transferidos deberd reconocerse
su procedencia con mencion explicita del (....)

- La orden del pedido deberd ser firmada bajo estas condiciones.”

Laratificacion deestas normasno tienen en cuentalos derechoslegales del material en funcién
de su origen, en especial cuando se trata de material procedente de poblaciones silvestres, el cual
deberia someterse a los procedimientos de transferencia y gestion derivados del CDB. Debido a
ello, HERNANDEZ BERMEJO & HERRERA MOLINA (2002) proponen tres sistemas de acuerdo para
la gestion y transferencia de germoplasma vegetal en el contexto de la red espafiola de bancos de
germoplasma (REDBAG), considerando la ausencia de unas normas de cumplimiento del CDB
en el estado espaiol o en las Comunidades Auténomas que lo constituyen (y que ostentan la
soberania sobre la biodiversidad en virtud de las transferencias en medio ambiente del estado
espaifiol). Debe valorarse, ademas, la necesidad de abrir un Consentimiento Fundamentado
Previo, en virtud del cual se reconozca la autoridad competente sobre los recursos genéticos
vegetales y el grado de implicacién y gestion de diferentes instituciones o agentes sociales
implicados en el territorio.

Los protocolos propuestos son:

1) Acuerdo de Transferencia de Material (ATM), para ser aplicado en las donaciones de
material genético procedentes de colectas en poblaciones naturales, requeridas para la
investigacion, conservacién o educacion.

2) Acuerdo de Adquisicion de Material (AAM), disefiado parala obtencion dela autorizacion
de recolecta de material genético vegetal en campaiias de recolecta.

3) Aplicacion del sistema de distribucién justa y equitativa de beneficios (ADB) para el
intercambio de germoplasma a través del Index Seminum o similares, para los casos
en que no existan otros requisitos analogos a los modelos anteriores (ATM, AAM), y
que representa un modelo actualizado del modelo actualmente vigente en el seno de la
AIM]B, anteriormente citado.



El nimero de bancos de germoplasma actualmente existentes en el mundo se estima en torno
a 1400, distribuidos principalmente en los paises mas desarrollados, y en especial en el ambito
anglosajon. En Europa se localizan cerca de 250 bancos, 180 en los paises del centro/norte de
Europa y 70 en el area mediterranea. Estos tltimos se distribuyen principalmente en Italia,
Francia y Espafia, paises donde se concentra, ademas, la mayor densidad de bancos de semillas
silvestres a escala mundial.

En el campo de la conservacion ex situ de la diversidad vegetal, cada institucién implicada
desarrolla una experiencia propia, elaborando protocolos y metodologias diferentes en funcién
de los recursos humanos y econémicos disponibles. Sin embargo, el desarrollo paulatino de las
tematicasrelativas ala conservacion ylanecesidad de colaboracion e intercambio de germoplasma
y conocimiento han llevado al establecimiento de redes de informacidn, desarrolladas con
profusion a escala nacional e internacional, con el objetivo de coordinar la actividad de los
bancos de germoplasma.

En noviembre del afio 1992, los miembros de la Asociacién Ibero-Macaronésica de Jardines
Botanicos (AIM]B) con bancos de germoplasma dieron vida, junto al departamento de Biologia
Vegetal de la Universidad Politécnica de Madrid, a la Red Espafiola de Bancos de Germoplasma
de Plantas Silvestres (REDBAG), red abierta a todas las instituciones que gestionan germoplasma
de especies silvestres y otros recursos genéticos vegetales en Espaiia. Los integrantes de REDBAG
se dividen en tres categorias (HERNANDEZ BERMEJO & HERRERA MOLINA, 2005):

Miembros estables: instituciones cuyos bancos de germoplasma conservan accesiones de
flora silvestre espafiola a medio y largo plazo mediante infraestructuras consolidadas,
en el afio 2008 representadas por las siguientes instituciones: Departamento de Biologia
Vegetal UPM, BGVA de Andalucia y Jardin Botanico de Cérdoba, Jardi Botanic de la
Universitat de Valéncia, Real Jardin Botanico de Madrid, Jardin Botanico Viera y Clavi-
jo, Real Jardin Botanico Juan Carlos I, Jardin Botanico La Concepcidn, Jardin Botanico
Marimurtra, Jardin Botanico de Séller y BGVPA del Jardin Botanico Atlantico.
Miembros en fase de consolidacién: instituciones cuyo banco de germoplasma esta atin
en fase de desarrollo, bajo la asistencia de uno o varios miembros estables.

Miembros potenciales: instituciones que estan desarrollando bancos de germoplasma o
que disponen de un proyecto definido, y que requieren por tanto del apoyo logistico y la
experiencia de miembros estables.

Miembros invitados: instituciones con un banco de germoplasma de plantas silvestres no
perteneciente a la AIMJB.



P | I(._d_.F-._
Jardin Bodnico SR e S R J . Jardi Batanic
Atldntico 4] ! I J T Marimurira
- { f J .
Real Jardin A i £ Jurdi Botanic de
Botnico Juan ) J' ; — — * Barcelona
Carlos 1 Y = e \ —~
| | _,{ Jurdi Butanic de
Universidad ' e / o - Saller
Palidenica de o {rl T " . ; =g
Madrid I|'|I e { _ {:T::, Botanic de
y + Vabencia
Real Jardin 0~ O P
Batanien q: - |"I D P Jurdin Botinico
Madrid | 4 . de Casilla-La
4 =1
Jardin Botdnico _4‘,1-—\_F,__..--—_-.\MI .'/ Muancha
3 it -

A— i '{ ..J_:j i _ 2 Jurdin Botinico
Jardin Botinico o TS ] ) n < . C:lnma“'-l:m v
La Concepeitn O Bioma remplacko o T_ f D’ - Clandjo

O Bioma mediterrineo i

Instituciones que participan en la Red Espaiiola de Bancos de Germoplasma (REDBAG).

La REDBAG funciona activamente en el seno de la AIMJB, elaborando proyectos comunes
para la conservacidn ex situ de la diversidad vegetal de Espafia y Portugal, y de forma coordinada
con las redes internacionales de bancos de germoplasma. Como primer proyecto comun, en el
afio 2008 se inicié un contrato con el Ministerio de Medio Ambiente Espaiiol para elaborar las
primeras lineas de actuacion y conservacion de semillas de la REDBAG.

Espafa: Banco de germoplasma forestal en red

El Ministerio de Medio Ambiente de Espaia, en colaboracion con las Comunidades Auténomas,
elabor¢ la “Estrategia espaiola para la conservacion y el uso sostenible de los recursos genéticos
forestales” (MIMAM, 2006). En este documento se prevé, junto a otras acciones, la creacion de
un “banco de germoplasma forestal en red’, al cual pueden incorporarse de forma voluntaria
diferentes instituciones dedicadas ala conservacion ex situ. El objetivo principal esla conservacioén
ex situ de los recursos genéticos relativos a especies forestales, creando colecciones de base
para diferentes taxones considerados prioritarios, y utilizando diferentes estrategias, como la
conservacién de semillas, colecciones vivas en campo, u otras que requieran un mayor soporte
tecnoldgico, como el mantenimiento in vitro o la crioconservaciéon. Al mismo tiempo, este banco
de germoplasma en red permitira la recoleccién de material genético para eventuales actividades
in situ, para el analisis genético y el desarrollo de programas de mejora genética, de acuerdo
con los protocolos de acceso a los recursos genéticos. El banco se organiza de modo virtual,
incorporando la gestién de los registros de las accesiones, la coordinacién y la divulgacién de
las diferentes iniciativas. La adhesion a esta estructura se concreta mediante la aceptacion de
un protocolo que prevé una serie de requisitos y obligaciones. También esta prevista la creacién
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de un laboratorio virtual para la valoracién del material forestal de propagacion, destinada a su
utilizacién a corto o largo plazo. Dicha caracterizacion incluye la valoracion de la calidad externa
de las accesiones de semillas o de plantulas, la caracterizacion molecular, etc.

Italia: Rete Italiana Banche del germoplasma per la conservazione Ex Situ della flora spontanea
italiana (RIBES)
El nimero de bancos de germoplasma italianos se acerca a la veintena, de los cuales destacan,
por su tamanfo y capacidad operativa, los incluidos en los jardines botanicos universitarios de
Cagliari (BG-SAR), Catania (BGS-CT), Pavia (LSB), Palermo y Roma, ademads de los bancos de
germoplasma de la Provincia Autonoma de Trento (TSB, Trentino Seed Bank, Museo Tridentino de
Scienze Naturali) y del Istituto del Germoplasma de Bari (CNR, Centro Nazionale per le Ricerche).
El primer banco de germoplasma de Italia nacid en los afnos setenta en Lucca, fruto de la
colaboracién con la Azienda Regionale per lo Sviluppo e I'Innovazione del Settore Agricolo. En
dicho banco se conservan especies de interés agricola, especialmente cultivares y variedades
horticolas y forrajeras. En el banco de germoplasma del CNR de Bari se conserva material de
interés agricola y de forma puntual especies silvestres, mientras que los bancos de germoplasma
incluidos en jardines botdnicos universitarios conservan a largo plazo y a bajas temperaturas
especies autdctonas de la flora italiana. El banco de germoplasma de Pisa estd especializado en la
flora de Toscana y el archipiélago toscano, mientras que en Palermo se conserva germoplasma de
especies espontaneas y cultivadas del area mediterranea. El banco de germoplasma de Cagliari
dedica sus esfuerzos principalmente a la conservacidn de especies del mediterraneo occidental
insular (BACCHETTA ¢ al., 2009).
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Debido a la ausencia de un acuerdo institucional que coordine la conservacién ex situ
de plantas silvestres en Italia, algunos de los bancos de germoplasma existentes acordaron la
constitucion de una red nacional de bancos de germoplasma. Como primer paso, se aprobd un
protocolo de acuerdo que sirviera de base a la Rete Italiana di Banche del germoplasma per la
conservazione Ex Situ della flora spontanea, denominada RIBES, la cual se ocupa de proyectos
nacionales relacionados con especies en peligro de extincion y utiles para la reintroduccion.
El protocolo de acuerdo, definido en Pavia el 9 de febrero de 2005, constituyd la base para la
definicién formal de la red como una institucién con personalidad juridica propia. RIBES
representa una asociacion cientifica sin dnimo de lucro, que funciona prioritariamente para la
conservacion ex situ de la diversidad vegetal autdctona italiana. El estatuto de RIBES fue firmado
por 18 socios fundadores el 3 de diciembre de 2005 en Trento.

Para la consecucién de sus propios objetivos, la red RIBES elaboré un primer plan de accién
con el objetivo general de mejorar la calidad y seguridad de las reservas de germoplasma de
especies vegetales silvestres en Italia. Dicho plan funciona mediante la constitucién de grupos
de trabajo dedicados a determinados ambitos de accién, como la recoleccidn, su posterior
tratamiento en los bancos de germoplasma, la gestion de los datos y la actividad de formacion,
difusién y divulgacion. Los grupos de trabajo se constituyeron durante asamblea ordinaria, en
Pisa, en marzo de 2006, definiendo las prioridades de accién a nivel nacional, definiendo posibles
metodologias de trabajo, e indicando los requisitos minimos para las estructuras necesarias,
sugiriendo las soluciones idoneas en funcién de la disponibilidad de recursos humanos e
infraestructuras (BEDINI ¢ al., 2005).

En noviembre del afio 2007, el Servicio de Biodiversidad del Cuerpo Forestal del Estado
(Ministerio de las Politicas Agricolas, Alimenticias y Forestales) hizo una reestructuracion de
sus viveros, instituyendo la Red Nacional de Germoplasma Forestal (RENGER). Su objetivo es
la produccién de semillas y plantas pertenecientes a las fanerdfitas autoctonas italianas (unas
400 especies de arboles y arbustos), incluyendo investigaciones sobre su fenologia, distribucién
y conservacion. Se trata de un proyecto a medio plazo (5 aflos) fruto de la colaboraciéon de
dos centros nacionales de conservacion de la biodiversidad forestal y cuatro viveros forestales.
Inicialmente la red estard compuesta unicamente por estas seis oficinas, si bien posteriormente
se podran afadir otras. La tarea de los centros incluidos en el marco de los viveros nacionales se
considera importante en relacién con los aspectos productivos, y sobre todo con la investigacidn,
mejora y actualizacién de tecnicas productivas y de conservacion, sirviendo como punto de
referencia para todos los participantes en este sector, ya sean éstos publicos o privados.

La red esta coordinada por el centro nacional de Peri (Verona). Las demas oficinas han sido
elegidas por su tradicién en cultivo (si anteriormente disponian de viveros) y por su posicién
geografica, para que estuvieran implicadas también dreas que tiempo atrds no participaban en
la red. La pertenencia a la red se concreta en la armonizacién de procedimientos operativos y de
documentacion, consintiendo el didlogo entre oficinas distintas, y la adopcién de una tnica base
de datos nacional en la cual se incluyen todos los datos de la actividad de los viveros, con el objetivo
comun de racionalizar los recursos financieros y desarrollar un plan de produccién nacional.
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Red de los Conservatoires de Francia, y
areas de competencia de cada uno de ellos.

Mientras que en el pasado la colaboracién habia tenido una naturaleza esporadica y
ocasional, el RENGER permitira la redistribucion de las tareas de investigacion entre los actores
participantes en la red, impidiendo la duplicacién innecesaria de tareas y mejorando el uso de los
recursos financieros. Toda la plantilla implicada en este proyecto estd adecuadamente formada
mediante cursos periddicos, para que desde el norte hasta el sur de Italia todos las procedimientos,
los documentos y las acciones sean conformes a estandares nacionales de cultivo, transporte,
almacenamiento, andlisis, conservacion, etc.

Francia: Red de Conservatoire - Fédération Conservatoires Botaniques Nationaux Francais
(FCBN)
El primer Conservatoire Botanique National francés se cre6 en el afio 1990. En el afio 2004 el
nuimero de centrosllegd a ocho, cubriendo 78 departamentos del territorio nacional. Actualmente
se desarrollan proyectos de creacion de nuevos Conservatoires para las regiones de Aquitania,
Poitou-Charentes, Alsace-Franche-Comté-Lorraine y en Las Antillas. De este modo, el Ministére
de lécologie et du développement durable pretende completar la red de Conservatoires para todo el
territorio nacional. Desde el afio 2000, todos los centros constituyen una federacién que coordina
y armoniza sus métodos de trabajo, estimulan los programas nacionales para el conocimiento
y conservacion de la flora y los habitat y aportan su capacidad técnica a la creacién de nuevos
centros.

Los articulos D 416-1 y siguientes del c6digo del medio ambiente francés precisan el papel y
funcionamiento de los Conservatoires Botaniques Nationaux, reconocidos como instituciones de
cardcter cientifico con los siguientes objetivos:

a) Conocimiento del estado y la evoluciéon de la flora silvestre y de los habitat naturales
y semi-naturales. Desarrollo de inventarios y gestién de bancos de datos de la flora silvestre
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presente en la zona de intervencién, con el objetivo de clasificar segiin un orden jerarquico el
patrimonio natural (a nivel regional, nacional e internacional). Esta informacion es indispen-
sable para el desarrollo de las politicas regionales y nacionales de proteccién de la naturaleza.

Identificacién y conservacion de los taxones raros o amenazados de la flora silvestre y de
los hébitats naturales o seminaturales. Elaboran y difunden las listas de especies a proteger, es-
pecialmente a escala regional. Intervienen en la proteccion in situ de las especies, proponiendo
medidas apropiadas, juridicas o contractuales, para la proteccion de las plantas amenazadas en
su medio natural. En el campo de la conservacion ex situ, desarrollan técnicas de conservacion
en vivero y de conservacion de semillas para su almacenamiento en frio, con el fin de evitar la
desaparicion de las especies mas amenazadas y disponer de reservas de semillas para diferen-
tes actuaciones (investigacion, caracterizacion, reintroduccioén en su ambiente natural, etc).

Soporte técnico y cientifico al Estado, a las administraciones publicas y las entidades lo-
cales, en teméticas relacionadas con la conservacion de la flora silvestre y los habitats naturales
y seminaturales.

Divulgacién y educacion con respecto al conocimiento y la proteccion de la diversidad
vegetal. Los Conservatoires publican documentos y desarrollan programas de sensibilizacién y
divulgacion sobre la conservacion de la flora silvestre, dirigidos tanto al publico profano como
al mas especializado (administraciones locales, profesionales, etc).

La certificacién de calidad como “Conservatoire Botanique National” es adjudicada por
el Ministére de lécologie et du développement durable. Las candidaturas son examinadas por
la comision de los Conservatoires. La cualificacién se designa por decreto ministerial, con
una duracién de 5 afios renovables, en funcién de la aprobaciéon de un programa especifico
que la institucién admitida debe respetar. La certificacién da el derecho a la denominacién de
Conservatoire Botanique National como marca de calidad registrada, y es valida para territorios
formados por diferentes departamentos, pero que presentan unas caracteristicas bioldgicas o
geograficas comunes.

La cualificacién puede ser anulada si la actividad o el funcionamiento de la institucién no
desarrolla los objetivos fijados. El control se realiza mediante la valoracién de un informe anual
sobre la actividad desarrollada y el programa de actividades, presentado durante la reunién
del consejo cientifico. Los Conservatoires tienen un conocimiento detallado y profundo de la
distribucion de las plantas silvestres, de su biologia y sus exigencias ecolégicas. La especifidad
de su accion y la responsabilidad que deriva de su certificacion son el asegurar, en todo lo
posible, la transferencia de dicho conocimiento a todos aquellos que intervienen en la gestion
del medio natural: ayuntamientos, entidades privadas, servicios administrativos de los
departamentos o regiones, organismos de gestion forestal, etc. El objetivo ultimo es poner en
evidencia la importancia de la presencia de las plantas amenazadas en las operaciones de gestién
y planificacién del medio natural.



El proyecto GENMEDOC (Création dun réseau de centres de conservation du matériel génétique
de la flore des régions méditerranéennes de lespace MEDOCC), forma parte de las acciones
comunes en materia ambiental de la Unién Europea para la conservacion de la biodiversidad y la
conservacion de las especies y los hébitats. Tales objetivos incluyen el intercambio de informacién
técnica, la adopcion de estrategias y protocolos de trabajo comunes para la conservaciéon de
los recursos genéticos de los taxones mediterraneos, principalmente de aquellos prioritarios o
presentes en los habitats de la directiva europea 92/43/CEE.

El proyecto INTERREG IIIB GENMEDOC (2004-2006) tiene como objetivo prioritario
la constitucién de una red de centros de conservaciéon de germoplasma del Mediterrdaneo
occidental. A la red GENMEDOC se adhieren diferentes miembros europeos, cubriendo gran
parte del espacio MEDOCC, incluyendo las islas mds importantes del Mediterraneo (Baleares,
Corcega, Cerdeiia, Sicilia y Creta) ademds de un miembro tunecino como representante de la
costa meridional. Los diez centros involucrados son:

Banc de Llavors Forestals (CIEF) de la Comunidad Valenciana.

Centro Conservazione Biodiversita (CCB) del Dipartimento di Scienze Botaniche dell’Uni-
versita degli Studi di Cagliari (Cerdeia).

Conservatoire Botanique National Méditerranéen de Porquerolles (Hyéres).
Dipartimento di Botanica dell’Universita degli Studi di Catania (Sicilia).

Jardi Botanic de la Universitat de Valéncia (Comunidad Valenciana).
Fundacié Jardi Botanic de Séller (Islas Baleares).

Mediterranean Agronomic Institute of Chania (Creta).

Institut Botanic i Jardi Botanic de Barcelona (Cataluiia).

Institut des Régions Arides (IRA) de Medenine (Ttinez).

Direccion General del Medio Natural de la Regién de Murcia (Murcia).

Los objetivos principales del proyecto son:
La elaboracién de modelos comunes para la gestiéon de taxones, combinando la conser-
vacion ex situ, recoleccidon y conservacion del germoplasma con las actividades in situ
(proteccidn, recuperacion y fortalecimiento de poblaciones naturales).
El intercambio de conocimiento sobre la conservacion del germoplasma, recoleccion, tra-
tamiento, conservacion y multiplicacién.
La duplicacion de las colecciones entre los miembros, con el fin a garantizar su efectiva
conservacion en caso de catastrofes.
El estudio de los taxones “estructurales” de los habitats endémicos, raros o amenazados.

El objetivo final de la red es contribuir de forma significativa al desarrollo de la red euro-
pea NATURA 2000 (mas de 300 especies vegetales seleccionadas y 40 habitats mediterraneos),
dedicada a la conservacién de la biodiversidad en Europa, y en sinergia con los objetivos del



| // _ . S
// j ; . o B A
Espacio MEDOCC
: == Europeo
d ## Ex i comunitario

Integrantes de lared GENMEDOC (www.genmedoc.org)

Convenio de Diversidad Bioldgica. Para la seleccién de las especies, los diferentes miembros
han desarrollado criterios basados en el papel estructural en las fitocenosis o la singularidad,
entendida como rareza y/o endemicidad, asi como su nivel de proteccién y grado de amenaza.
Para las especies de particular interés se han elaborado protocolos de germinacioén que permitan
la multiplicacién del germoplasma a utilizar en posibles acciones de refuerzo de poblaciones, o
de reintroduccién en el medio natural.

El proyecto ha permitido, ademas, la creacion de colaboraciones inter-regionales entre los
miembros, favoreciendo la colaboracién y el intercambio de conocimiento, contribuyendo en
el futuro préximo a una real accién de conservacion de la flora en riesgo de extincién. Toda la
informacion relativa al proyecto GENMEDOC en relacién con la biodiversidad y conservacién
ex situ se encuentra disponible en red, a través de su pagina oficial (www.genmedoc.org).

ENSCONET
La red ENSCONET (European Native Seed Conservation Network) esta formada por 24 bancos
de germoplasma europeos, con el objetivo de poner a punto procedimientos comunes, coordinar
esfuerzos y optimizar la gestion de los recursos disponibles. ENSCONET se propone ademas
como un instrumento asesor de la politica de conservacion dela Unién Europa en sus obligaciones
hacia el CDB vy la Estrategia Global para la conservacién de las plantas (EGCP), a través de la
proteccion de semillas y evitando la extincidn de las especies espontaneas europeas.

El proyecto naci6 gracias a la financiacion de la Unién Europa, como parte del VI Programa
Marco para la investigacién, mediante una actividad integradora llevada a cabo como Accién
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de Coordinacién (N. 506109/2003), e incluye a 19 instituciones europeas pertenecientes a 12
estados miembros, representando 5 regiones biogeograficas europeas (www.ensconet.eu). La red
esta coordinada por el Royal Botanic Gardens de Kew (Inglaterra), y organizada en cuatro grupos
de trabajo, con las siguientes responsabilidades:

+ Analizar las colecciones existentes y localizar las especies y areas poco representadas,
donde es necesario efectuar nuevas campanas de recolecta.

« Mejorar la calidad de las practicas de conservacién de semillas, mediante la puesta en
comun de estructuras y conocimientos.

« Sentar los mecanismos para la integracion de bases de datos en las instituciones
implicadas.

« Divulgar la informacién sobre biodiversidad y conservacién generada.

Los 24 miembros de ENSCONET se distribuyen en 17 paises europeos:

« Alemania: Botanischer garten und Botanisches Museum Berlin-Dahlem, FU Berlin.

o Austria: Universitidt Wien.

« Bélgica: National Botanic Garden Belgium Meise.

« Bulgaria: Institute of Botany - Bulgarian Academy of Sciences.

« Chipre: Agricultural Research Institute Cyprus.

« Eslovaquia: Institute of Botany, Slovak Academy of Sciences, Bratislava.

« Espafia: IMGEMA- Jardin Botdnico de Cérdoba; Jardin Botdnico Viera y Clavijo; Universidad
Politécnica de Madrid; Jardi Botanic de Soller; Jardi Botanic de la Universitat de Valencia.

« Finlandia: Helsingin yliopisto, Helsinki.

« Francia: Museun National d’Histoire Naturelle, Paris.

« Grecia: National and Kapodistrian University, Athens; Mediterranean Agronomic Institute
Chania (Creta).

« Hungria: Budapest Zoo et Botanical Garden.
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Inglaterra: Royal Botanic Gardens, Kew.

Irlanda: Botanical Garden, Trinity College Dublin.

Italia: Universita di Pavia/Centro Flora Autoctona della Lombardia; Universita di Pisa,
Orto Botdnico; Museo Tridentino di Scienze Naturali di Trento.

Polonia: Botanical Garden Polixh Academy of Sciences Warsaw.

Portugal: Jardim Botanico - Fundag¢do da Universidade de Lisboa.

Noruega: Natural History Museum, University of Oslo.

Ademas de los 24 miembros activos integrados en ENSCONET, otras 5 instituciones figuran
como miembros asociados: (1) University of Natural Resources and Applied Life Sciences Vienna;
(2) Musée National d’Histoire Naturelle Luxembourg; (3) Conservatoire et Jardin Botaniques
Genéve; (4) Frederik Institute of Technology, Nicosia; y (5) Rete Italiana Banche del germoplasma
per la conservazione ex situ della flora Spontanea (RIBES).



Uno de los primeros resultados practicos de la red GENMEDOC ha sido la elaboracién del pro-
yecto comun SEMCLIMED, destinado a la conservacién de la biodiversidad vegetal del ambito
mediterrdaneo y que tuviera en cuenta los efectos del cambio climtico. El proyecto SEMCLIMED
(SEMence, CLImat et MEDiterranée) ha propiciado ademas la adhesion de seis nuevos miembros
a la red GENMEDOC: Université Nationale et Kapodistrienne d’Athénes (Grecia), Conservatoire
des Espaces Naturels du Languedoc-Roussillon (Francia), Conservatoire Etudes des Ecosystemes
de Provence/Alpes du Sud (Francia) Argotti Herbarium and University Botanic Gardens (Malta),
Département de Botanique et Ecologie Végétale - Institut Scientifique de Rabat (Marruecos) y Uni-
versité de Mansouri (Egipto).

Mediante la valoracion de los efectos del cambio climdtico sobre la flora del Mediterraneo, el
proyecto SEMCLIMED pretende proponer medidas de conservacion para las especies y los ha-
bitats amenazados, asi como acciones de sensibilizacién que incrementen la conciencia publica
sobre la amplitud social y ecoldgica del cambio climatico. Los objetivos especificos de SEMCLI-
MED son:

1)El estudio y observacion sistematica de la germinacién de semillas y de los cambios en
la fenologia reproductiva sobre una amplia gama de especies mediterraneas, desde las de
amplia distribucién hasta las plantas endémicas de distribucién mas restringida.

2)La cooperacién con centros e institutos de Africa del Norte, con el fin de favorecer la
conservacion ex situ de especies amenazadas en una de las zonas mas vulnerables y menos
estudiadas del Mediterraneo.

3)Larealizacion de proyectos piloto paralarecuperacion del habitat, ecosistemas y poblaciones
amenazadas por una excesiva antropizacion.

4)La divulgaciéon de informacion sobre los efectos nocivos del cambio climatico sobre los
sistemas naturales mediterraneos y sobre la supervivencia de numerosas especies sensibles
de la flora mediterranea.

5)El intercambio de informacion sobre técnicas innovadoras de conservacion ex situ del
material genético estudiado por los miembros integrados en el proyecto.

Las acciones del proyecto se desarrollan en 12 regiones de 5 estados miembros del espacio
MEDOCC (Espafia, Francia, Italia, Grecia y Malta), asi como en tres paises de Africa del
Norte (Marruecos, Tunez y Egipto). En el ambito europeo, todas las acciones se desarrollaran
principalmente dentro de los espacios LIC de la red Natura 2000.

Los impactos del cambio climatico sobre la biodiversidad se consideran como los primeros
efectos del calentamiento global, habiendo ya determinado variaciones relevantes en la distri-
bucidn de especies en muchas regiones del planeta. Sin embargo, actualmente resulta dificil de-
terminar con exactitud cudl sera la amplitud de esta amenaza, dado que los escenarios futuros
son aun inciertos, especialmente a escala regional o local. La cuenca del mediterraneo es un
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hotspot o punto caliente de la biodiversidad (MEDAIL & QUEZEL, 1997), cuyas islas y ribera
meridional incluyen los territorios donde se teme un mayor aumento de temperatura, con unos
efectos desconocidos sobre la biologia reproductiva de las plantas que alli viven. Los bancos de
germoplasma y las actividades que en ellos se desarrollan son instrumentos importantes para la
conservacion ex situ de estas plantas, representando la tltima defensa eficaz contra su extincién
(WILLIAMS & al., 2003).

Si bien existen numerosos estudios sobre los impactos del cambio climatico sobre la biodi-
versidad, falta informacioén precisa y previsiones especificas sobre la respuesta de la flora me-
diterranea. Estos estudios suelen tener ademas un cardcter general, considerando una serie de
procesos ecologicos y fisiolégicos de las plantas, y sin tener en cuenta otros procesos decisivos
como la biologia o la ecologia reproductiva. Gracias al intercambio de experiencias, el proyecto
SEMCLIMED prevé la elaboracién de nuevos protocolos para las especies con un mayor riesgo
de extincion, generalmente plantas raras que producen pocas semillas, o bien producen semillas
recalcitrantes que no pueden ser conservadas con las técnicas tradicionales de preservacion en
frio y en seco.

El proyecto SEMCLIMED intenta poner remedio a la heterogeneidad actual de las metodo-
logias de conservacidn desarrolladas en la cuenca mediterranea. De hecho, se da la circunstancia
de que las regiones con mayor riqueza floristica son las que disponen de menos infraestructuras
para la conservacion. La colaboracién de instituciones de todo el espacio mediterraneo permiti-
ra valorar la gravedad de la amenaza del clima sobre la conservacién de la flora de este espacio,
generando informacioén util para individualizar estrategias transregionales de proteccién de flora
autéctona.



Técnicas
de conservacion ex situ






1. Seleccion de prioridades







Como centros estratégicos de conservacion, los bancos de germoplasma representan una he-
rramienta practica para la preservacion ex situ, ya sea como accion preventiva, 0 como respues-
ta urgente a la extincidn o declinacion de poblaciones o especies. Los bancos de germoplasma
ejercen ademas un papel relevante en la planificacion logistica relacionada con la conservacion
de la biodiversidad vegetal en sentido amplio, desde una perspectiva enfocada principalmente
a las especies, pero con una labor decisiva para el desarrollo de la conservacién in situ de eco-
sistemas funcionales (MAUNDER ¢ al., 2004), a través de proyectos de recuperacion de habitats
o reforzamiento poblacional.

En el marco de jardines botanicos, universidades u otras instituciones afines, los bancos de
germoplasma destinados a la conservacion de plantas silvestres pueden y deben, ademas, parti-
cipar activamente en la toma de decisiones sobre los objetivos de conservacion. La seleccién de
prioridades se considera una herramienta mas de la biologia de la conservacién (MACE & al.,
2007) que puede ser aplicada en las estrategias de los bancos de germoplasma modernos (Kot-
BERG, 2003; JIMENEZ-ALFARO ¢ al., 2007). Esta labor puede enfocarse segun diferentes pers-
pectivas, en funcion del ambito geografico de trabajo o las necesidades propias de cada centro,
ya que los bancos de germoplasma pueden ser muy dispares en cuanto a recursos humanos o
infraestructuras se refiere. Sin embargo, todos suelen tener unos objetivos de actuacion simi-
lares, basados en la conservacién de germoplasma vegetal silvestre (semillas, esporas o tejidos
vegetales) y en la necesidad de optimizar los procesos de recoleccién y conservacion.

La seleccion de “taxones objetivo” es un proceso tnico a desarrollar por cada banco de
germoplasma, en funcién de la biodiversidad vegetal del territorio de actuacion y de los obje-
tivos concretos del centro (conservacion de plantas amenazadas o endémicas, preservacion de
germoplasma de antecesores silvestres de plantas cultivadas, lineas especificas de investiga-
cion, etc). Debido a que las campaiias de recoleccién de germoplasma implican un importante
esfuerzo e inversion de tiempo y recursos, la seleccion previa de prioridades es una tarea esen-
cial para la adecuada planificacién de un banco de germoplasma, especialmente en el caso de
aquellos en que la disponibilidad de recursos suele ser un factor limitante para el desarrollo de
su actividad.

La estrategia de seleccion de prioridades floristicas para la conservacion ex situ debe tener
en cuenta, al menos, los siguientes factores (TENNER, 2003): (1) las fronteras geograficas de
actuacion; (2) las prioridades politicas vigentes; (3) la informacién botanica disponible; y (4) la
capacidad logistica para el desarrollo de los proyectos de conservacion. En lineas generales, los
bancos dedicados a plantas silvestres suelen estar mas interesados en especies amenazadas, ra-
ras o endémicas, aunque los objetivos de conservacioén pueden ser muchos otros, como especies
estructurales de habitats amenazados, taxones relictos o en su limite de distribucién, taxones
emparentados con plantas de interés econémico o medicinal, etc. De igual modo, los criterios
para la valoracién de estas prioridades pueden ser muy variables, en funcién de los parame-
tros que se consideren de mayor interés o la informacion disponible. Por ejemplo, MAXTED &
GUARINO (2003) proponen utilizar criterios mixtos de valoracion de prioridades, incluyendo
factores como los costes de conservacion de los taxones objetivo o su grado de conservacién



efectiva, ademas de otros parametros relacionados con la importancia bioldgica o el propésito
de conservacion. Por su parte, FARNSWORTH & al. (2006) desarrollan un sistema de valoracion
de poblaciones de plantas de interés utilizando factores de accesibilidad y viabilidad del mate-
rial germinativo.

A pesar de que la tendencia inicial de los bancos suele llevar a la utilizacidn directa de listas
rojas o catalogos normativos vigentes, la definicién de un sistema de seleccién de prioridades
estd adquiriendo cada vez mds impulso, permitiéndo direccionar la actividad con base a unos
objetivos concretos. Por otro lado, la actividad de los bancos de germoplasma de plantas silves-
tres no suele restringirse a la recoleccion y conservacion ex situ, sino que en muchos casos esta
actividad debe complementarse con el estudio de las poblaciones visitadas, o el desarrollo de
acciones de conservacion in situ basadas en el germoplasma estudiado.

Aunque la definicién de prioridades suele realizarse en el marco de las necesidades de con-
servacién in situ (MACE ¢ COLLAR, 2002; HEYWOOD ¢ DULLOO, 2006) 0 ex situ (MAXTED ¢
al., 1997), en la mayor parte de los casos pueden ser aplicadas ambas perspectivas, favoreciendo
asi una vision global sobre los taxones objetivo. La seleccion de prioridades u objetivos de con-
servacion puede servir también para la seleccion de dreas de interés (KOLBERG, 2003), permi-
tiendo establecer areas prioritarias basadas en los taxones objetivo, aplicando asi un sistema de
seleccion para varias especies.

A continuacién se detallan algunos factores que pueden resultar relevantes para el desarro-
llo de programas de seleccion de prioridades en un banco de germoplasma de plantas silvestres,
en funcion del Ambito geografico y administrativo en que se desarrolla la actividad, los méto-
dos de seleccién y valoracion de prioridades floristicas que pueden ser aplicados, y el desarrollo
de la actividad de recoleccidn con base a los sistemas de priorizacién.



La creacién de un banco de germoplasma de plantas silvestres esta relacionada, en muchos
casos, con la necesidad de conservacion de los recursos genéticos en un determinado territorio,
generalmente a escala regional o nacional. Tomando como ejemplo algunos bancos de germo-
plasma de plantas silvestres europeos (Tabla 1), puede apreciarse como en la mayor parte de
los casos la actividad principal se desarrolla en un marco geografico relativamente préximo,
relacionado directamente con los limites administrativos de la entidad que financia la activi-
dad. Quizas la excepcion mas relevante la constituya el proyecto Millenium Seed Bank de Kew
Gardens (http://www.kew.org/msbp/) destinado a conservar una buena parte del patrimonio
genético de la flora mundial, a través de la colaboracion directa con paises asociados. En el
extremo contrario, los bancos de germoplasma pueden dirigir su actividad a proyectos exclu-
sivos, caso de la especializacion en cruciferas endémicas del BGV de la UPM; o a un estrecho
margen geografico, como la recuperacion de germoplasma representativo realizada en el Jar-
dim Botdnico de Lisboa como medida compensatoria de la presa de Alqueva, en el sudeste de

Portugal (DRAPER & al., 2004).

Banco de Germoplasma Vegetal ~ Conservacion de especies Comunidad c. 87.000
Andaluz (Espaiia) amenazadas Auténoma Andaluza

BG-SAR, Banca del Conservacion de especies Cerdena c. 24.090
Germoplasma della Sardegna, endémicas, raras 'y

Cagliari (ltalia) amenazadas

Banco de Germoplasma Vegetal ~ Conservacion de cruciferas  Espafia c. 583.000
de la UPM (Madrid, Esparia) endémicas y plantas raras o

amenazadas ibéricas

Conservatoire Botanique Conservacion de especies Area mediterranea, c. 15.000
Porquerolles (Francia) amenazadas del &mbito Francia
mediterraneo francés

Mediterranean Agronoic Conservacion de especies Creta c. 8.300
Institute Chania (Grecia) endémicas, raras y

amenazadas de las islas

griegas
Banco de Germoplasma del JB Conservacion de especies Madeira c.750

de Funchal (Madeira, Portugal) endémicas y amenazadas
macaronésicas

Tabla 1. Actividad principal y area de actuacion de algunos bancos de germoplasma de plantas silves-
tres europeos.



Seleccion de proridades

En la mayor parte de los casos, las instituciones que financian la actividad de un banco de
germoplasma esperan que se desarrollen actividades concretas en su marco geografico o admi-
nistrativo. Sin embargo, el marco administrativo no suele coincidir con los limites biologicos
de la flora presente en un territorio, por lo que resulta de utilidad aplicar una perspectiva bio-
geografica a la seleccion de prioridades, valorando la colaboracién con otros centros a través de
redes que incluyan espacios geograficos naturales (BUENO & al., 2007). En todos los casos, los
bancos de germoplasma deberan disponer de los permisos legales para la recoleccidon de germo-
plasma, ya sea en su entorno mds préximo o en las areas remotas que sea necesario muestrear.
La tramitacion de los permisos oportunos con las diferentes instituciones regionales o nacio-
nales deben tener en cuenta las leyes de propiedad de recursos genéticos, asi como las pautas
generales de acceso y distribuciéon de beneficios definidas en el CDB (ver capitulo II).

wespemmengs PRIORIDADES
SEAES  DE CONSERVACION
Srieshe  DELAFLORA

Namero especial de la revista
Naturalia Cantabricae (3) dedi-
cado a las prioridades de con-
servacion de flora en el norte
de la Peninsula Ibérica, como

resultado de la actividad de la
“Red Cantabrica de Conserva-
cion de Flora” grupo de traba-
jo de la Sociedad Espafiola de
Biologia de Conservacion de
Plantas.
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El concepto de “especie prioritaria” puede presentar diferentes interpretaciones, en funcion
de los objetivos y los criterios utilizados como referencia, por lo que la elaboracion de listas de
prioridades puede ser muy variable. Pueden reconocerse tres tipos principales de listas (GRA-
MMONT & CUARON, 2006): (1) listas basadas en un grado de amenaza bioldgica; (2) listas de
especies prioritarias o de interés para la conservacion; y (3) catdlogos normativos desarrollados
por las instituciones mundiales, nacionales o regionales. En muchos casos, estas listas pueden
coexistir, o incluso evolucionar de forma paralela en un mismo territorio.

Cuando los objetivos de un banco de germoplasma se orientan hacia la conservacion de flo-
ra silvestre en sentido amplio, la tendencia inicial es la utilizacién de listas ya existentes, como
las desarrolladas segun los criterios de la UICN (IUCN 1994, 2001) u otros sistemas analogos
de categorizacién (ATKINS, 2005; NATURE SERVE, 2005). En otros casos, los catdlogos normati-
vos desarrollados por las instituciones regionales o nacionales determinan la actividad de con-
servacion ex situ de un banco de germoplasma, seleccionando objetivos en funcién de criterios
variables, definidos a través del conocimiento de las especies en el territorio. Ambas referencias
son especialmente ttiles cuando se definen objetivos en un contexto geografico (por ejemplo,
conservacion de la flora protegida en un territorio administrativo), o cuando se establecen ob-
jetivos globales (por ejemplo, conservacion ex situ del 60% de las especies amenazadas, tal y
como marca la Estrategia Mundial para la Conservacion de las Plantas). Sin embargo, la varia-
bilidad de la situacion geografica y los objetivos de los diferentes bancos de germoplasma puede
requerir de una adaptacion de prioridades, ya sea por razones geograficas (las listas mundiales
o regionales pueden carecer de sentido a una escala subnacional) o por la necesidad de incluir
taxones en funcién de intereses complementarios (por ejemplo, plantas endémicas, de interés
cientifico, econdmico, medicinal, etc.).

La base conceptual para la seleccion de prioridades de conservacion parte de la necesidad de
utilizar variables complementarias a la amenaza bioldgica (MACE ¢ LANDE, 1991), establecien-
do asi listas de especies de especial interés para la conservacion (KELLER ¢ BOLLMANN, 2004;
HARRIS & al., 2005; COATES ¢ ATKINS, 2001) 0, simplemente, listas de especies prioritarias
(PARTEL & al., 2004; FRANSWORTH & al., 2006; DUNN & al., 1999; MASTER, 1991). Entre las
principales aportaciones de estas listas, figura la aplicaciéon de grados de prioridad relacionados
con las caracteristicas biogeograficas o coroldgicas de las especies en estudio. Por ejemplo, pue-
den ser utilizadas para la valoracion de la rareza de especies dentro y fuera de un drea geografica
de estudio (NATURE SERVE, 2005), 0 establecer sistemas que permitan desestimar acciones de
conservacion sobre especies cuya viabilidad estd asegurada en regiones limitrofes (EATON ¢~ al.,
2005). La elaboracion de este tipo de listas también se utiliza en la gestion directa de recursos, a
partir de la priorizacion de especies en funcién de criterios relacionados con el éxito esperable
en los planes de recuperacion (MARSH & al., 2007). Siguiendo esta linea, los bancos de germo-
plasma pueden aplicar estas listas para la planificacién de sus recolecciones, tal y como se esta
haciendo en la seleccién de objetivos de la red europea ENSCONET, o en la planificacién de
bancos de germoplasma de regiones administrativas de reducido tamafio (ver cuadro 1).



Un aspecto que debe ser tenido en cuenta a la hora de establecer un plan de seleccion de
prioridades es el rango taxonémico a utilizar. La mayor parte de las listas relacionadas con la
conservacion de plantas suelen utilizar las categorias de especie y subespecie para la nomencla-
tura de los taxones considerados. Salvo excepciones, los rangos inferiores (variedad o forma) o
los taxones hibridos no suelen considerarse como unidades de conservacion propias. El princi-
pal problema surge cuando se encuentran plantas con diferentes categorias taxondmicas, que
estan en proceso de discusion cientifica, o pertenecen a grupos apomicticos o en proceso de
especiacion. En estos casos, la interpretacion taxonémica de un taxén puede alterar sustan-
cialmente la lista de prioridades generada, por lo que debe considerarse siempre la implicacion
de este tipo de decisiones, a ser posible con la asesoria de un experto conocedor del grupo
taxondémico en cuestion. Los problemas taxondmicos pueden resolverse, en parte, tomando
como unidades de conservacién poblaciones o agrupamientos intraespecificos, por ejemplo
siguiendo los conceptos de las Unidades Evolutivamente Significativas (ESU) (WAPLES, 1995;
ALLENDORF & LUIKART, 1997). En el caso de entidades hibridas, la conservacion de unidades
evolutivas implicaria también la conservacién de los parentales (MARQUES & DRAPER, 2004).
Sin embargo, en la mayor parte de los territorios no se dispone de informacién genética o
evolutiva suficiente para la seleccién de unidades de conservacion bajo estos criterios. Una
alternativa a esta limitacion puede ser la asuncion de correlacién entre la diversidad genética
y ecoldgica, mediante el uso de estudios ecoldgicos aplicados a los procesos de seleccion de
prioridades (ver capitulo 2).

La seleccion de prioridades puede basarse en multitud de criterios, determinados por los obje-
tivos de cada centro de conservacion, y que pueden ser considerados de forma conjunta o indi-
vidual. Con el fin de ofrecer una visién general sobre las variables que pueden estar representa-
das, se resumen a continuacién algunos de los principales criterios utilizados, y considerando
especialmente aquellos que pueden ser de utilidad para la planificacion de un banco de germo-
plasma de plantas silvestres. Gran parte de los criterios comentados forman comunmente parte
de los mecanismos de seleccion de prioridades en la mayor parte de los manuales de biologia
de conservacion. No se incluyen otros criterios que puntualmente pudieran ser aplicados en
funcién de otras necesidades taxondmicas, ecoldgicas, de biologia reproductiva, etc., los cuales
pueden ser tan variado como diversos los centros de conservacién de plantas.

Se trata sin duda del principal criterio para la seleccién de un taxén como prioritario. Los cri-
terios generales definidos por la UICN (IUCN 1994, 2001) suelen ser los mas utilizados como
referencia, si bien deben considerarse siempre las implicaciones del cambio de escala en la asig-
naciéon de categorias (IUCN, 2003), asi como el grado de incertidumbre que los caracterizan
(AKGAKAYA & al., 2000). En lineas generales, un grado de amenaza global puede considerarse
como causa de mayor prioridad que la amenaza regional o local, si bien desde un punto de vista
de la biodiversidad de un territorio es necesario valorar el efecto de la escala de valoracion. En



la mayor parte de los casos, el estatus de amenaza de una especie suele aplicarse en funcién de
indicadores de amenaza bioldgica, como una reducida extensién geografica, un nimero bajo de
poblaciones o un bajo tamafio poblacional, por lo que la informacién obtenida a partir de los
analisis de viabilidad poblacional suele considerarse como mas efectiva y fiable. Los bancos de
germoplasma juegan un papel fundamental en la conservacion de plantas silvestres en peligro
de extincién, como herramientas complementarias para la supervivencia de especies en su me-
dio natural y, en altimo caso, como reservas vivas del patrimonio genético de especies extintas
0 en proceso de extincion.

El parametro de endemicidad otorga exclusividad geografica a un taxon, y por lo tanto puede
representar una variable importante, a la hora de valorar la importancia de conservacion. Al
igual que en el caso anterior, la implicacién de la escala geografica resulta decisiva a la hora de
establecer prioridades de plantas endémicas. En lineas generales, endemismos muy restringi-
dos suelen considerarse con un mayor interés de conservacion en su drea de distribucion, por lo
que la mayor parte de bancos de germoplasma suelen incluir los endemismos regionales (estén
o no amenazados) como objetivos para la conservacidn, con fines preventivos o de investiga-
cion. El criterio de endemicidad puede resultar de especial interés en dreas consideradas como
hotspots o puntos calientes de biodiversidad, ya que su elevada densidad de especies endémicas
(MYERS & al., 2000) implica una especial responsabilidad de los centros de conservaciéon que
trabajan en estos territorios.

El concepto de rareza debe considerarse en términos relativos, ya que si bien la mayor parte de
las plantas amenazadas pueden considerarse como raras, muchas plantas especialmente raras no
tienen por qué estar amenazadas, aunque si pueden representar objetivos de conservacion por
motivos cientificos o de otra indole. La rareza de plantas puede estar relacionada con la distribu-
cién disyunta o fragmentada, incluyendo procesos relictuales que pueden implicar una priori-
dad local para la conservacion. La medida de rareza puede estar sujeta igualmente a numerosas
interpretaciones, como la cuantificacion del nimero de localidades, poblaciones o individuos en
un territorio dado. RABINOWITZ (1981) desarrollaron una clasificacién de gran aceptacion sobre
diferentes formas de rareza en plantas vasculares, incluyendo factores ecoldgicos y geogréficos.

Las leyes sobre conservacion de la naturaleza estan acompanadas, en muchos casos, de listas
de plantas protegidas para las cuales existe una reglamentacion especifica. De forma genéri-
ca, los organismos legisladores incluyen en sus catalogos unas “prioridades politicas” (sensu
TENNER, 2003) para el territorio de vigencia, por lo que es l6gico que los mismos organismos
consideren que los centros de conservacién deban tomar esas listas como referencia general.
A escala supranacional, las listas de la Unién Europea (Directiva 92/43/CEE) o la legislacion
CITES son ejemplos de listas con una repercusion legal a escala global, que pueden ser tomadas
igualmente como referencia para la seleccién de prioridades en bancos de germoplasma (ver



capitulo II). En lineas generales, los taxones incluidos en una o mas listas normativas debe-
rian ser considerados con un grado de prioridad mas alto, al menos desde un punto de vista
geografico-administrativo.

El concepto de responsabilidad para la conservacion se defini6 en origen para la valoracion de
la importancia de aves reproductoras a escala regional (DUNN & al., 1999). A través de clases de
responsabilidad, KELLER ¢» BOLLMANN (2004) valoran la importancia de un taxén en un terri-
torio dado, en relacién con el interés de la misma especie a escalas mas amplias. Otra aplicacién
de este concepto puede tomar como referencia las competencias legales para un territorio, en el
sentido de los deberes éticos o politicos que las administraciones adquieren frente a los recur-
sos genéticos que gestionan (JIMENEZ-ALFARO & al., 2007). La valoracién de la responsabilidad
puede estar medida de forma cualitativa, a través de medidas cualitativas de importancia (res-
ponsabilidad alta, media o baja) o como resultado de la interaccién de diferentes parametros
(ver cuadro 1).

Algunas especies o grupos taxondémicos pueden ser identificados como elementos en proce-
so de especiacidn, o con unas caracteristicas genéticas con potencial evolutivo (por ejemplo,
poblaciones fragmentadas, aisladas o disyuntas). En los casos en que la diversidad genética
de un taxdén permite establecer Unidades Evolutivamente Significativas (ESU) en el territorio,
las poblaciones designadas pueden seleccionarse con un determinado tipo de prioridad, de
igual modo a como se haria con un endemismo exclusivo. El principal inconveniente para es-
tas aplicaciones es la falta de conocimiento sobre muchas especies, si bien una duda razonable
puede ser motivo para incluir una poblacién o conjunto de poblaciones como de interés evo-
lutivo, provocando asi su consideracion, como objetivo de conservacion, salvando las dificul-
tades que pudieran ofrecer estirpes hibridégenas. La utilizacién de poblaciones o localidades
como elementos de prioridad en bancos de germoplasma estd siendo cada vez mas aplicada,
principalmente en el caso de plantas cultivadas, aunque también comienza a formar parte de
los criterios empleados para la conservacion de germoplasma ex situ de poblaciones de plantas
silvestres (FRANSWORTH €& al., 2006).

A algunas especies se les atribuye un papel bioloégico sobre los ecosistemas, ya sea de modo
estructural o funcional. Entre las categorias mas utilizadas, puede sefialarse la existencia de es-
pecies “clave” (ejercen una funcién ecoldgica relevante para el mantenimiento de ecosistemas)
y especies “estructurales” (sostienen el componente fisico de un habitat). El papel de los bancos
de germoplasma frente a estas especies puede ser importante, acumulando material germina-
tivo representativo para la posterior recuperacion de habitats, especialmente en los casos en
que los medios favorecidos se encuentren amenazados. Debido a ello, las especies funcionales
o estructurales pueden considerarse como prioritarias para la conservacion en los territorios
donde realizan este papel, especialmente en el caso de ecosistemas amenazados.



Las especies “indicadoras” suelen definirse como aquellas que, con su presencia, ofrecen in-
formacién ecoldgica sobre el medio en que viven, que puede ser interpretada en términos de
interés de conservacion o viabilidad de ecosistemas. Los “indicadores ecolégicos” son usados
comunmente para el seguimiento y caracterizacion de areas de interés para la conservacion,
cuya aplicacion constituye uno de los objetivos del CDB. Las especies “paraguas” son aquellas
cuya presencia implica un buen estado de conservacién de un habitat o territorio, indicando el
mantenimiento de valores altos de biodiversidad. El interés de conservacion de estas especies
es obvio, principalmente para la elaboracion de planes de estudio o recuperacion, los cuales
requieren generalmente de una perspectiva ecoldgica o dirigida a los ecosistemas.

Muchas plantas poseen un valor econémico directo o indirecto, relacionado con el mercado
alimentario, textil, farmacéutico, de flora ornamental, etc. En el caso de plantas cultivadas a
mediana o gran escala, existen redes especificas de bancos de germoplasma que recolectan y
clasifican la variabilidad genética de las principales familias botdnicas implicadas, asi como
una honda preocupacién en la conservacion de la biodiversidad de los recursos genéticos (ej.
www.bioversityinternational.org). Los bancos de germoplasma de plantas silvestres pueden
estar mas interesados, a la hora de seleccionar sus objetivos, en plantas cultivadas a pequeiia
escala (principalmente en huertos o jardines) o en plantas silvestres con potencial interés co-
mercial. Los objetivos de recoleccion frente a estas especies pueden ser muy variados, desde
una labor estrictamente de conservacion (ej., almacenando muestras representativas de espe-
cies con aprovechamiento regulado) hasta actividades con fines comerciales (ej. desarrollando
nuevos cultivares de flora ornamental a través de buenas practicas de produccion en jardines
botanicos). En otros casos, los bancos de germoplasma pueden estar especializados en el ger-
moplasma de plantas emparentadas con cultivares de interés econémico (antecesores silvestres
o wild relatives), en cuyo caso existen metodologias especificas para la seleccién de prioridades
bajo este criterio (FLOR & al., 2006; MAXTED & al., 2007).

Otros criterios de seleccién de objetivos pueden considerar el interés social o cultural de al-
gunas plantas, a través de proyectos de recuperaciéon de especies ornamentales, praticolas, o
de interés etnobotdnico. En el caso de plantas en peligro de extincion, las “especies bandera”
constituyen ejemplos de prioridades basadas en un concepto de interés social o patrimonial,
asignando un valor emblemdtico a especies amenazadas que se desea conservar, permitiendo
asi la implicacién de colectivos relacionados con el medio ambiente y desarrollando medidas
de divulgacién. Los ejemplos de especies bandera en plantas vasculares son escasos, si bien
pueden considerarse como plantas emblemdticas el edelweis (Leontopodium alpinum Cass.)
en las regiones alpinas, el drago (Dracaena draco L.) en Canarias o el cedro (Cedrus libani A.
Rich.) en el Libano.



En algunos casos, la decision tltima sobre las especies que deben ser recolectadas puede esta-
blecerse en funcién de los costes derivados de su recoleccion o en la eficacia real del esfuerzo
dedicado para su conservacion. Una vez seleccionado un niimero previo de prioridades (por
ejemplo, 20 taxones que requieren una acciéon inmediata), los fondos disponibles pueden ser
repartidos en funcién de la accesibilidad de las poblaciones (no es lo mismo recolectar semillas
de una planta de alta montana y hébitat inaccesible que una planta de costa con un acceso cé-
modo en vehiculo) o las técnicas empleadas para su caracterizacion, en funcién de la tecnologia
disponible (ej. puede haber limitacién de recursos para el estudio de esporas o el cultivo de
especies con semillas recalcitrantes).

La especializacion en un determinado grupo bioldgico (ej., la existencia de un grupo de
investigacion en pteridéfitos u orquideas) puede hacer mas efectiva la recoleccién de un tipo de
plantas, definiendo para ellas un grado de prioridad mas alto. Un ejemplo de ello es el sistema
propuesto por MARSH ¢ al. (2007), aplicando un criterio de “éxito potencial de recuperaciéon”
que estd basado en diferentes componentes relacionados con la efectividad de recuperaciéon de
especies, a partir de sus propiedades bioldgicas o la capacidad técnica de desarrollar planes de
recuperacion para ellas.

Los pardmetros anteriormente comentados, junto a otros que pudieran interesar a un centro de
conservacion, pueden ser aplicados para la valoracion diferencial de plantas y la definicién de
prioridades. Las opciones de valoracién son muy numerosas, y dependeran en gran medida de
los parametros seleccionados. La complejidad de situaciones posibles se acompaiia, ademas, de
la carencia de una terminologia clara sobre las variables utilizadas en la definicién de priorida-
des y su valoracién, ya que los conceptos de riesgo de extincion, valor bioldgico, responsabili-
dad, etc. pueden utilizarse de muy diverso modo. Por ejemplo, MACE & al. (2007) establecen un
conjunto de variables jerarquizadas como “clases” y “tipos” para la valoracién de seis criterios
independientes de valoracién: importancia, dificultad, beneficios reportados, costes, urgencia y
efectividad de éxito. El criterio de urgencia consideraria el riesgo de extinciéon de cada especie,
mientras que el resto son utilizados como elementos complementarios para la asignaciéon de
prioridades, tal y como se entiende que debe tratarse la aplicacion de las categorias de la UICN
(MACE ¢ LANDE, 1991).

El primer paso para la definicién de prioridades consiste en la seleccion de taxones (po-
blaciones o unidades de conservacién), generalmente utilizando las floras de referencia en el
territorio, y definiendo unos criterios previos: grado de rareza, interés de conservacion, grupos
endémicos, etc. Salvo que se valore toda la flora presente en un territorio, estos sistemas repre-
sentan en si mismos un método de priorizacién preliminar. Una vez seleccionado un grupo
de taxones, la valoracién de criterios puede realizarse segiin dos sistemas principales (JimE-
NEZ-ALFARO, 2008): (1) métodos por categorias, basados en la asignacion previa de grupos de
prioridad; y (2) métodos de acumulacion, obtenidos mediante la suma o acumulacién de grados
o valores de prioridad, a través de sistemas cuantitativos o semi-cuantitativos. Cuando la valo-
racion de prioridades se realiza a partir de varios criterios o escalas geogréficas, puede hablarse



de sistemas multi-criterio y multi-escala, respectivamente, los cuales pueden ofrecer una inter-
pretacién mas completa sobre la prioridad de los taxones de un territorio.

Las prioridades de conservaciéon pueden definirse a través de categorias pre-establecidas, en
funcién de un conjunto de atributos o reglas de decisiéon. En este grupo se incluyen los métodos
cuantitativos (rule-based methods segin MACE ¢ al., 2007) como el sistema de la UICN (2001),
en el que se utilizan criterios cuantificados y de tipo bioldgico para la asignacién de un riesgo
de extincidn (distribucion geografica, declinacién poblacional, etc.); también se incluyen aqui
métodos cualitativos (qualitative judgement methods en MACE & al., 2007, REGAN & al., 2004)
como el sistema utilizado por NATURE SERVE (2005) en América (EEUU, Canada y Latinoamé-
rica), mediante el cual se definen cinco categorias de amenaza (en Peligro Critico; en Peligro;
Vulnerable; Aparentemente a Salvo y a Salvo) a tres escalas diferentes (global, nacional y subna-
cional). Los métodos cualitativos suelen incluir el uso del criterio de expertos para la asignacién
de categorias de prioridad, incluyendo listas normativas, como por ejemplo la mayor parte de
los catalogos de proteccion vigentes en Espaiia (DEVESA & ORTEGA, 2004).

Los métodos de acumulacién utilizan la valoracién de los criterios utilizados para realizar una
valoracién conjunta. Los rangos de prioridad asignados a cada pardmetro pueden ser de ti-
po cuantitativo, generalmente ordinal (ej. 0, 1, 2,..) o cualitativo (ej. bajo, medio, alto). En el
primer caso se incluyen los sistemas mas comunmente utilizados, denominados sistemas de
puntuacion (point-scoring methods en MACE & al., 2007), los cuales permiten elaborar indices
de prioridad mediante la suma de las puntuaciones asignadas. Los principales inconvenientes
de estos sistemas se basan en la arbitrariedad de la asignacion del valor original y en el grado de
correlacién que los diferentes criterios pudieran presentar (MACE & al., 2007). A pesar de ello,
en los ultimos afios estos sistemas se han aplicado con profusién en bancos de germoplasma,
dirigidos a la recoleccién de plantas silvestres de interés para la conservacion. Por ejemplo,
KoLBERG (2003) establece un sistema semi-cuantitativo de acumulacion, a partir de cuatro
criterios (status de conservacion, endemicidad, distribucién y valor econémico) y asignando
valores de prioridad (entre 0 y 1) que son sumados para la obtencién de una puntuacién final,
con valores posibles entre 0 y 9. Un sistema similar esta siendo aplicado en la red ENSCONET
para la definicién de prioridades a una escala biogeogréfica, a través de un sistema modular
(www.ensconet.org). Entre los métodos de acumulacién cualitativos puede incluirse el “cubo
de conservacion” propuesto por AVERY ¢ al. (1995), seguin el cual tres parametros (amenaza
global, declinacién nacional y responsabilidad local) son valorados de forma cualitativa (prio-
ridad alta, media o baja), utilizando las 27 combinaciones posibles de acumulacién de priori-
dad, que son representadas graficamente en un cubo (sistema multi-criterio y multi-escala de
acumulacidn). Otra aplicacién de estos sistemas es la propuesta de FRANSWORTH & al. (2006),
utilizando un sistema de matrices de decision en tres pasos, asignando tanto valores cualita-
tivos (generalmente presencia/ausencia de un caracter) como cuantitativos. La novedad de la
propuesta de FRANSWORTH & al. (2006) radica tanto en la unidad de estudio (considerando las



Seleccion de proridades

-

Figura 1.1 - Representacion simplificada de un método de acumulacién basado en cuatro criterios.
En funcion de la valoracion final de las especies (puntos) se define un rango de prioridad, simulado

en este caso mediante una pirdmide en cuyo vértice figuran las especies con mayor importancia de
conservacion (los poligonos interiores definen posibles puntos de corte para el establecimiento de
grupos de prioridad).

poblaciones de cada especie) como en el tipo de parametros utilizados, incluyendo tres valo-
raciones: (1) la viabilidad de preservacién y germinacién de semillas; (2) rareza, endemicidad
y estado de conservacién; y (3) amenaza, diferenciaciéon y accesibilidad de cada poblaciéon. En
algunos casos, los sistemas de acumulacion utilizan parametros basados en sistemas previos de
asignacion de valores (MARSH ¢ al., 2007) desarrollando asi sistemas mixtos de valoracion.
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Técnicas de conservacion ex situ

1.4 Aplicaciones en la planificacién de bancos de germoplasma

Como conclusidn general de este capitulo, conviene destacar la importancia de los sistemas
de establecimiento de prioridades en las instituciones implicadas en la conservacién ex situ de
plantas silvestres (Figura 1.2). En el caso de los bancos de germoplasma, estos sistemas pueden
formar parte de la planificacion general de la actividad del centro, ayudando a definir los obje-
tivos de las campanias de recoleccion y estudio de poblaciones.

Entre los principales factores que deben considerarse para el desarrollo de un plan efectivo
de conservacion ex situ, destaca la disponibilidad de informacién bioldgica suficiente sobre las
especies que son seleccionadas y posteriormente valoradas en funcién de su importancia de
conservacion. Todo ello debe realizarse en el contexto de unos objetivos concretos, a partir de
los cuales se definen las necesidades de conservacion, en funcién de unos criterios coherentes
con la institucion o centro de conservacion.
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Figura 1.2. Planificacion de recursos y gestion de prioridades en un banco de germoplasma (extraido de
JiMENEZ-ALFARD, 2008).
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Introduccion

El Banco de Germoplasma Vegetal del Principado de Asturias (BGVPA), ubicado en el Jardin
Boténico Atlantico desde el afno 2003 (BUENO & FERNANDEZ PRIETO, 2003), tiene como objeti-
vo la conservacién de germoplasma de plantas silvestres, considerando de caracter prioritario
aquellas presentes en el territorio regional e “incluidas en las normativas nacionales e interna-
cionales de proteccidn, en los listados UICN, y también aquellas plantas que se estime necesario
conservar por su situacion de amenaza o rareza”. La actividad del BGVPA intenta compaginar
las labores de recolecciéon de germoplasma con el estudio in situ de las poblaciones visitadas,
con el fin de optimizar recursos y obtener informacién basica para la recopilacién de infor-
macion util para los planes de conservacion del Jardin Botanico Atlantico. Para el desarrollo
de estas actividades, surgié la necesidad de establecer un listado de plantas prioritarias, como
base para la toma de decisiones sobre los taxones objetivo de recoleccién y estudio. La reducida
extension y la situacion geografica de la region llevo a considerar un sistema de seleccion de
prioridades que tuviese en cuenta diferentes pardmetros y areas biogeograficas, definiendo un
sistema multi-escala y multi-criterio, a través de un sistema de valoraciéon que definiera grados
de importancia para la conservacion.

Sistema de priorizacion

El primer paso a realizar fue la seleccion de prioridades para la conservacion en el area de estu-
dio, para lo cual se consideraron cuatro criterios relacionados con la conservacion. Tres de ellos
fueron utilizados para la seleccién preliminar de plantas de interés: (1) el grado de amenaza o
riesgo bioldégico de extincion (AME); (2) el status legal de proteccion por las normativas vigen-
tes (PRO); y (3) el grado de endemicidad en el 4ambito cantabrico (END). Posteriormente se
incorpord un criterio de rareza (RAR) con el fin de priorizar aquellas plantas que, a igualdad
de condiciones respecto a los criterios anteriores, son especialmente raras en la regién, y por lo
tanto se supone existe una mayor responsabilidad hacia ellas. Los parametros fueron divididos
en diferentes clases, ordenadas de menor a mayor interés para la conservacion. Las categorias
asignadas a cada planta, segtin los criterios AME, PRO, END y RAR, representan valores de tipo
semi-cuantitativo, con una graduacién por la cual las categorias superiores pueden ser conside-
radas como de mayor importancia y por lo tanto con un grado de preocupacién mayor.



= o i Area cantdbrica en el noroeste peninsular [ Provincia de Asturias

Ubicacion de la Comunidad Auténoma de Asturias en el area cantabrica del noroeste peninsular.

Parametro Ambito Clase Descripcion
Amenaza Estatal CR En peligro critico (UICN nacional)
(AME) (Esparia) END En peligro (UICN nacional)
VU Vulnerable (UICN nacional)
Endemicidad Regional END1 Endemismo restringido a la unidad minima (sector)
(END) (territorio END2 Endemismo orocantabrico o cantabro-atlantico (subpro-
cantabrico) vincia)
END3 Endemismo del érea cantabrica s.l. (territorio atlantico-
europeo)

Proteccion Autondmico  PEX En peligro de extincion (D 65/92 PA)

(PRO) (Asturias) SAH Sensible a la alteracion del habitat (D 65/92 PA)
VU Vulnerable (D 65/92 PA)
IE De interés especial (D 65/92 PA)
Rareza (RAR) Autonémico  RAR1 Una Gnica poblacion conocida en Asturias
(Asturias) RAR2 Entre 2y 10 poblaciones en Asturias

RAR3 Entre 11y 100 poblaciones en Asturias
RAR4 >100 poblaciones en Asturias

Descripcion de los criterios empleados para la asignacion de clases.



Responsabilidad regional

Siguiendo el modelo del “cubo de conservacién” propuesto por AVERY & al. (1994), los criterios
implicados en la categorizacion final de cada planta deben ser ponderados por igual, consideran-
do la acumulacién de valores altos como un signo de prioridad (KELLER ¢ BOLLMANN, 2004).
Con el fin de asignar un valor numeérico que sirviera para la ponderacién relativa, las clases de
cada criterio fueron transformadas a valores cuantitativos discretos, en funcién de su percentil,
asignandole el valor de la frecuencia acumulada, en sentido ascendente segun su importancia.
De este modo, el valor adquirido por las clases de menor importancia dependerd del niimero de
plantas que lo compartan, asegurando siempre un mayor peso relativo para las clases mas altas,
especialmente si presentan bajas frecuencias. El percentil de cada clase fue calculado de manera
independiente para cada criterio, en relacion al nimero de plantas que cumplian los criterios de
AME, PRO y END. En el caso del criterio de rareza (RAR) el percentil fue calculado en relacién
con el numero total de plantas, ya que todas las plantas fueron incluidas en una de las clases de
rareza definidas. Finalmente, el Indice de Responsabilidad fue calculado a partir de la media
aritmética de los cuatro percentiles, segun la expresion:

IRi = (vpi AME + vpiPRO + vpiEND + vpiRAR) / 4

Donde IRi es el Indice de Responsabilidad de cada planta; y vpi (x) el valor de percentil ad-
quirido por la planta en cada parametro.

Plantas prioritarias

Elsistema preliminar permitio seleccionar 150 plantas del catalogo de flora vascular autéctona de
Asturias (103 especies, 45 subespecies y 2 hibridos), por cumplir al menos uno de los requisitos
minimos indicados de amenaza (AME), proteccion (PRO) o endemicidad (END). Los valores
adquiridos por cada clase en funcién de su percentil permiti¢ definir un Indice de Responsabili-
dad (IR) para las 150 plantas vasculares de especial interés para la conservacion en el Principado
de Asturias Los valores mas altos corresponden a las plantas que cumplen los criterios minimos
para un nimero mayor de criterios, ya que presentan menor proporcion de valores nulos (=0).
Tan sélo dos plantas (Centaurium somedanum M. Lainz y Dryopteris corleyii Fraser-Jenkins)
puntuaron para todos los criterios de seleccién (AME, PRO, END). Otras 27 plantas cumplieron
dos de los tres criterios, mientras que las 122 restantes incluyeron dos valores nulos (=0), por lo
que su valor final fue compensado inicamente por el criterio de rareza (RAR). Los valores finales
del IR dependen del valor aportado por cada criterio, y permiten definir grupos en funcion de
diferentes puntos de corte, entre los cuales las diferencias de IR son relativamente bajas.
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Graduacion ordenada de los valores finales de responsabilidad (IR) obtenidos a partir de la media de los
percentiles (Rankink (log) muestra la disposicidn de las plantas consideradas).

Centaurium somedanum M.Lainz, endemismo cantabrico que vive en el entorno de fuentes carbonata-
das, ocupa el nimero uno en la valoracion de plantas vasculares de interés para la conservacion en el
Principado de Asturias.

foto B. Jiménez-Alfaro






2. Muestreo de poblaciones







Los objetivos de la recoleccién pueden responder a criterios éticos, a la finalidad cientifica de la
recoleccion o a las necesidades de gestién de cada territorio (ver capitulo 1). En todos los casos
es necesario plantear un sistema de selecciéon de localidades de muestreo, para lo cual existe
abundante bibliografia relacionada con taxones de amplia distribucién y/o de interés agroali-
mentario, pero escasa informacion sobre taxones raros o amenazados. Con el fin de presentar
un panorama completo de las opciones de muestreo, se ha considerado importante, en este
capitulo, hacer referencia a las principales aplicaciones practicas a tener en cuenta, invitando a
los recolectores a basarse en su experiencia en el campo y a apelar al sentido comun, asi como
alas indicaciones que puedan ofrecer tanto los conservadores del banco como las personas con
mayor experiencia en el campo.

Las estrategias de muestreo de poblaciones naturales deben intentar obtener el maximo de
variabilidad genética en el minimo nimero de muestras posible. El nimero absoluto de mues-
tras a recolectar dependera tanto de factores intrinsecos (ntimero de genotipos en la poblacién,
tamano poblacional relativo o absoluto, etc.) como extrinsecos (diversidad ecoldgica, factores
de amenaza, etc.), asi como de los objetivos concretos de la recoleccion y de los recursos dispo-
nibles. En cualquier situacidn, lo primero que debe hacerse es realizar una visita preliminar ala
localidad preseleccionada para confirmar la identificacion del taxon, determinar la viabilidad
de la recoleccién y el periodo mas probable de maduracién del germoplasma. En los casos en
que el tamano de la poblacion que pretendemos recolectar sea muy reducido o exista alguna
limitacién en la produccion de semillas, esta primera visita puede ser dedicada a la polinizacion
asistida de los individuos, para aumentar el éxito de la futura recoleccién.

Debido a los numerosos usos potenciales de las semillas, es importante maximizar el na-
mero de alelos presentes en cada muestra, recolectando la mayor proporcién posible de los re-
presentados en una poblacién. En condiciones dptimas, un lote de semillas recolectado en una
unica poblacion deberia ser potencialmente capaz de reestablecer la poblacién en su localidad
de origen, o en otros lugares compatibles con el rango ecolégico natural del taxdén y sus propias
caracteristicas genéticas, por lo que el objetivo deberia ser incluir en una muestra al menos el
95% de todos los alelos presentes en la poblacién. Cuando exista un conocimiento especifico so-
bre la modalidad de polinizacién del taxén de estudio, este objetivo deberia asegurarse a través
de la recoleccion de semillas o de otro material vegetal de un nimero representativo de geno-
tipos seleccionados aleatoriamente, especialmente en taxones con autopolinizacién (BROWN &
MARSHALL, 1995). Como regla general, las poblaciones que tienen una alta diversidad son ge-
néticamente mas heterogéneas y requieren por tanto ser muestreadas mas ampliamente, mien-
tras que las poblaciones muy pequefias deberian muestrearse en su totalidad. Cuando se conoce
la estructura genética de una poblacién, el muestreo de los recursos genéticos debe valorar la
riqueza en alelos o el nimero de los distintos alelos de un solo locus. La riqueza alélica de una
muestra es definible como la medida directa de su calidad (BROWN ¢ MARSHALL, 1995).

La metodologia de recoleccion aplicada por los recolectores resulta de vital importancia,
puesto que se presenta como la interfaz entre la variabilidad genética presente en el campo y su
representacion en los lotes de ingreso al banco (NAMKOONG, 1998). Para proceder a la recolec-



cién de germoplasma de una poblacién con fines de conservacion, es necesario tener en cuenta
algunas consideraciones, entre las cuales suelen apuntarse las siguientes:

El muestreo deberia realizarse sobre una poblacion bioldgica genéticamente diferenciada,
que en muchos casos puede estimarse en funcion de diferentes parametros (distancias
entre nucleos poblacionales, suelo, clima, altitud, polinizadores, barreras fisicas, repro-
duccién cruzada, etc). Las poblaciones deben ser silvestres, diseminadas por si mismas, y
no plantadas ni cultivadas.

El nimero de poblaciones que permitan obtener una variabilidad genética adecuada pue-
de variar de una especie a otra. En el caso de especies citadas en numerosas localidades,
puede recomendarse iniciar el muestreo de al menos el 50% de poblaciones, a menos que
se tenga informacion de base que permita escoger poblaciones representativas. En el caso
de especies extremadamente raras y con un numero limitado de localidades, es preferible
proceder al muestreo de todas ellas.

Las recolecciones de germoplasma deben asegurar, en todo momento, la viabilidad de las
poblaciones en su habitat original, por lo que debe valorarse el impacto que la extraccién
de un nimero determinado de semillas (variable en funcién de cada especie) tendria
en la dindmica poblacional. La recoleccién debe también ajustarse a las caracteristicas
biologicas de la especie, como su ciclo vital (las especies anuales pueden ser mas sensi-
bles a la recoleccion) o su biologia reproductiva (en plantas con morfotipos sexuales bien
diferenciados es importante asegurarse de que se muestrean semillas de individuos de
ambos morfos y no solamente de uno de ellos).

El nimero absoluto de individuos a muestrear puede variar en funcién del tamaiio po-
blacional total y los objetivos de la recoleccién. En algunos casos puede considerarse
adecuado recolectar semillas de, al menos, el 50% de individuos. Este nimero puede in-
crementarse mediante la duplicacion de algunas muestras, en los casos en que exista sos-
pecha de que las semillas no se mantienen todas viables o en 6ptimas condiciones, o para
evitar una posible pérdida de material durante el transporte o la cuarentena (BROWN &
MARSHALL, 1995). En muchos bancos suele recomendarse recolectar un nimero minimo
estandar de 50 individuos, seleccionados de forma aleatoria y uniforme, excepto en po-
blaciones extremadamente reducidas, donde el nimero puede ser inferior.

El niimero de semillas a recolectar puede variar enormemente, en funcién de cada espe-
cie y de la situacién de cada poblacion, por lo que no es posible establecer una cantidad
minima recomendable. A la hora de recolectar frutos o semillas, es necesario asegurar
que existen semillas maduras, preferiblemente atin sobre la planta y en el momento de
dispersion, verificando que no exista un alto porcentaje de semillas dafiadas, depredadas
o abortadas. Aun cuando se trabaja con especies con elevada producciéon de semillas, es
necesario ajustar la recoleccion a las necesidades reales del banco, ya que, salvo condicio-
nes de amenaza inminente, el mejor proveedor de semillas siempre serd una poblacién
natural y viable. En condiciones dptimas, y siempre que sea posible, es preferible recolec-
tar semillas de una poblacién durante varios afios, con el fin de minimizar el efecto de
las variaciones ambientales.



Técnicas de conservacion ex situ

Antes de iniciar los trabajos sobre el terreno (Figura 2.1) es necesario valorar la disponibili-
dad de informacion sobre las caracteristicas ambientales, bioldgicas y coroldgicas de la especie.
Los criterios de seleccion de las localidades de muestreo pueden basarse en criterios geograficos
o genéticos, o incluso en una combinacién de ambos. En el primer caso, parametros como la
distancia geografica interpoblacional, la altitud, el clima o el habitat pueden ayudar a indivi-
dualizar la posible variabilidad genética existente en la poblacién. Los muestreos genéticos,
por su parte, permiten seleccionar dreas donde el taxén presenta un marcado polimorfismo,
considerando la presencia o ausencia de barreras genéticas entre poblaciones y/o especies afi-
nes y simpdtricas. A continuacion se detallan algunas técnicas de muestreo basadas en ambos
factores (geogréfico y genético).

foto A. Bueno

Figura 2.1 - Muestreo demogréfico preliminar de una poblacién de Carex capillaris L. en el Parque Na-

cional Picos de Europa (Espaiia) en comunidades de alta montaiia.
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Como ya se ha comentado, el objetivo principal de cualquier recoleccién de germoplasma es la
maximizacion de la diversidad genética de las muestras que se pretende conservar. Es impor-
tante considerar en todo momento que los usos futuros que se pueda dar al material conserva-
do dependeran en gran parte de cdmo se realizé el muestreo. La principal limitaciéon que se va
a encontrar en el momento de abordar una misién de recoleccién va a ser la escasa documenta-
cién previa sobre la diversidad genética de las poblaciones a recolectar. En el apartado siguiente
(2.3) se discutira la estrategia de recoleccién considerando que se dispone ya de una idea previa
sobre el comportamiento genético de la poblacion. El objetivo de este apartado es inferir por
vias indirectas el posible comportamiento de la diversidad genética, con el fin de desarrollar
una estrategia de recoleccidn. Para ello se analizan los factores ambientales como fuerzas de
diversificaciéon genética, y como herramienta para muestreos estratificados.

Los factores climaticos, como temperatura maxima y minima, precipitacién anual, perio-
dos de reposo o crecimiento, intensidad luminica y duracién del dia afectan y se reflejan en el
desarrollo de las poblaciones (BENNETT, 1970). Por otro lado, los factores ecoldgicos son los
principales determinantes de la diversidad genética (FORD-LLOYD & JACKSON, 1986). Cuando
se habla de diversidad genética se debe tener claro que esta diversidad se explica mediante
los dos grupos de factores comentados con anterioridad: (1) factores intrinsecos a la especie/
poblacién (sistema de cruzamiento, forma bioldgica, historia evolutiva, etc.) y (2) factores ex-
trinsecos (edafologia, clima, relaciones planta-animal). En este apartado se van a abordar las
diferencias que los aspectos ambientales ejercen sobre las especies, dependiendo de donde se
encuentren las poblaciones de las mismas, e incorporarlos en la estrategia de muestreo y en la
frecuencia del mismo.

Cuando se pretende recolectar germoplasma de una determinada especie o de unas pocas
especies es posible realizar muestreos previos que nos permitan definir los lugares mas adecua-
dos para realizar la recolecciéon. Aunque estas acciones individualizadas han sido muy comunes
hasta el momento, cada vez mds los bancos de germoplasma van adquiriendo un papel determi-
nante en la recoleccion urgente, masiva y dirigida a muchas especies simultineamente, que no
permite abordajes individualizados. La accién humana sobre el medio es cada vez mas agresiva
y afecta al ambiente tanto por una accién directa (construccién de infraestructuras, cambios
de uso del suelo, etc.) como indirecta (cambio global, incendios, etc.) y cada vez se manifiesta
con mayor velocidad. En estos casos las especies afectadas son muy numerosas y afectan tanto
a las especies de forma individual como a las relaciones entre las especies (tanto animales como
vegetales). En la mayoria de los casos no se dispone del tiempo ni de los recursos suficientes
para analizar todo lo que seria deseable para definir una recoleccion especie a especie. En estos
casos puede ser mas recomendable un abordaje centrado en el territorio afectado, para lo cual
es necesario saber cudles son las especies o habitats que se encuentran en esa zona determinada
y conocer las variaciones ecoldgicas que se dan dentro de la zona.



Antes de cualquier aproximacion para la recoleccion en campo, se debe recopilar el maximo
conocimiento posible tanto sobre el propio territorio como sobre las especies que lo ocupan.
La estructuracion de esta informacion debe tener como objetivo final el aumento de la eficien-
cia en todos los aspectos de la recoleccién: incrementar la recoleccién del mayor numero de
especies, incrementar la cantidad y calidad de los lotes recolectados, incrementar la diversidad
genética de las poblaciones muestreadas, reducir el esfuerzo de campo y por tltimo pero deter-
minante reducir el esfuerzo econdémico.

La estructuracién de una base de datos debe permitir la sintesis de toda la informacién
proveniente de las diferentes fuentes consultadas. Esta informacién permitird el analisis de lo
que se tiene frente a lo que se pretende, asi como identificar las especies o las dreas que no se
encuentran representadas en nuestro banco. La recopilacion de esta informacion también debe
permitir analizar nuestra coleccion y determinar si las muestras son una buena representacién
de la distribucién de las especies que conservamos o de las variaciones ecologicas que se inclu-
yen en la coleccion.

La informacién necesaria debe centrarse en la determinacion de los lugares donde se puede
encontrar una determinada especie, donde se puede encontrar una mayor diversidad intra-
especifica, en qué lugar se deben recolectar muestras de una determinada especie donde se
manifieste la diversidad intraespecifica, o donde se puede encontrar recursos genéticos con una
determinada adaptacién genética. Las respuestas a estas cuestiones permiten la organizaciéon
de campaiias de recoleccién mas productivas y con resultados mds satisfactorios.

Una primera aproximacion al lugar donde se pretende realizar la recoleccion es esencial
para planificar el itinerario de forma eficiente (REID ¢ STRICKLAND, 1983). La preparacion de
la mision se ha realizado tradicionalmente basandose en el estudio de mapas, registros de her-
bario, floras locales y observaciones sobre el terreno para determinar las zonas a recolectar. El
analisis de la ecologia de los taxones y de su rango de distribucién es esencial para determinar
las zonas o los habitats donde recolectar material. Tras encontrar las poblaciones de los taxones
que se buscan se pueden realizar los muestreos necesarios, siempre sin comprometer el futuro
de las poblaciones silvestres.

Si bien hasta el momento las estrategias de recoleccion se han centrado sobre una lista de
especies o taxones, cada vez mads es necesario disponer de la capacidad de actuar sobre areas
concretas (ver cuadro 2a). La actividad humana es capaz de generar rapidos cambios en el
medio, que llevan a la desaparicion de la cubierta vegetal. En algunos casos, la construccién
de determinadas infraestructuras obliga a ejecutar medidas de emergencia sobre los recursos
genéticos de las zonas afectadas, medidas dirigidas principalmente al rescate de la diversidad
genética presente. La tarea mas dificil es, en estos casos, la de identificar los lugares donde
esta diversidad puede encontrarse. Todavia son escasas las situaciones en que se utiliza la in-
formacién aportada por marcadores moleculares y su patrén de variacion en el espacio en la
definicién de estrategias de recoleccion. Un ejemplo interesante sobre la variabilidad genéti-
ca, su comportamiento geografico y aplicaciones futuras en caracterizacién y mejora genética
es el de Stylosanthes macrocephala M.B. Ferreira & Sousa Costa, realizado por BARROS & al.
(2005). Estos autores combinan técnicas de marcadores moleculares y sistemas de informacién



geografica para detectar las zonas de mayor diversidad genética y determinar posibles lugares
de recoleccion. Ya que no es comun disponer del conocimiento previo sobre los patrones de
distribucion de la diversidad genética en un determinado territorio (FARNSWORTH & al., 2006),
es necesario recurrer a medidas indirectas. Con un conocimiento adecuado sobre la zona don-
de habitan las especies pretendidas se puede utilizar la informacién del medio para inferir la
diversidad genética o la diversidad bioldgica de determinadas zonas y construir con ello una
estrategia de recoleccion.

Las relaciones entre la representatividad genética y la representatividad ecogeografica han
sido abordadas por GREENE & al. (1999) apoyandose en los factores ecogeograficos que contri-
buyen a la diferenciacién genética. Son diversos los estudios que han encontrado correlaciones
entre distancias genéticas y distancias geograficas, principalmente en el estudio de especies
cultivadas (DEL R10 & al., 2001; GUPTA & al., 2002; BAEK & al., 2003). Sin embargo, FERGU-
SON & al. (1998) consideran que estas correlaciones no son generalizables, siendo variables de
especie a especie. Ello hace que en el caso de especies raras o amenazadas, deban considerarse
las caracteristicas propias de distribucidn, dispersion, biologia reproductiva, etc. Como regla
general, la estratificacion de los sitios de recoleccién deberia ofrecer una distribucién basada
en consideraciones climaticas y ecoldgicas. La intensidad del muestreo, por su parte, debe ser
mayor alli donde las combinaciones de los factores climaticos y ecolégicos sean mas variables
(FORD-LLOYD & JACKSON, 1986).

Cuando se trabaja con especies raras o con un numero de poblaciones reducido (ej. menos de
5) es relativamente facil determinar los lugares donde se debe recolectar germoplasma, si bien
siempre que sea posible debe intentarse muestrear todas las poblaciones (GUERRANT & PAVLIK,
1998; HAVENS ¢ al., 2004). Mas dificil es determinar qué poblaciones deben ser recolectadas
en el caso de especies con un mayor niimero de poblaciones, casos en los que la priorizacién
de las poblaciones es necesaria, aunque nada fécil. Por otro lado, un banco de germoplasma
generalmente dispone de recursos limitados (tanto humanos como de infraestructura o espa-
cio disponible) que deben ser racionalizados, determinando para cada situacion cudntas y qué
poblaciones pueden ser conservadas. El principal desafio que existe actualmente a la hora de
definir una misién de recoleccion es la priorizacion de poblaciones que maximice la diversidad
alélica (NEEL ¢ CUMMINGS, 2003; GROVES, 2003).

Una propuesta para ayudar a seleccionar poblaciones de especies de amplia distribucién se
muestra en DRAPER & al., (2003, 2004a). Estos autores proponen la utilizacién de algoritmos de
agrupacion para determinar zonas ecolégicamente homogéneas donde se encuentra la especie
de interés, permitiendo seleccionar segtn los criterios que se pretendan unas poblaciones u
otras. En la figura 2.2 se ejemplariza el proceso propuesto con un caso hipotético para recolec-
tar Celtis australis L. en Portugal (especie que se distribuye por toda la mitad norte del pais),
considerando unicamente 5 variables ambientales (altitud, precipitacién, temperatura media,
duracién helada y tipo de suelo) y 10 grupos homogéneos. Del andlisis de grupos se obtiene un
arbol de clasificacién y a la vez un nuevo mapa que representa las unidades ambientales homo-
géneas. Utilizando el arbol de clasificacion se puede determinar las poblaciones de qué areas



Técnicas de conservacion ex situ

HEANANE

!iiilili[i

mmzm mmsw

HHHE

-

|

Particularidad ecoligica Representatividad geografica

e
P

IFEENEN RN NN
+dumwuu-

iRl

-
1
-
i

Figura 2.2. Método propuesto por DRAPER & AL. (2004b) para seleccionar lugares de recoleccion de ger-
moplasma de especies comunes o con numerosas poblaciones maximizando la diversidad genética. En
primer lugar, se generan las unidades ecolégicamente homogéneas para todo el territorio, y sobre ellas se

superpone la distribucion de la especie de interés (en algunos casos determinadas especies no coinciden
con algunas unidades ecoldgicas). A partir de esta superposicion y dependiendo de los criterios que se
pretendan pueden seleccionarse los lugares en funcion de la particularidad ecoldgica dentro del territo-
rio, la combinacion de factores mas comun, etc.




estan sometidas a las condiciones mds particulares o mas semejantes. Por otro lado, a partir del
mapa podemos ver qué combinacién de variables es mas frecuente en la distribucién de Celtis
o cual de ellas tiene menor representatividad geografica. Si lo que se pretende es recolectar el
mayor numero de alelos se deberia al menos recolectar material en cada una de las unidades
homogéneas en que la especie se encuentra; si lo que interesa es recolectar una determinada
combinacion de variables, este método permite localizar las diferentes manchas que tienen las

mismas condiciones. En el cuadro 2a se ilustra un caso real en que se aplico esta metodologia.

Aungque las principales fuentes de informacién contindan siendo las tradicionalmente utiliza-
das, se esta asistiendo a un cambio considerable en las herramientas con las que la informacién
es consultada y analizada. Una mayor accesibilidad a la informacién de colecciones biologicas
y a la informacién ambiental permite dedicar mayor esfuerzo al analisis de la propia informa-
cion. Algunos ejemplos que muestran el incremento del analisis de los datos disponibles para
la optimizacién de una recoleccién de germoplasma se pueden encontrar en GREENE & al.
(1999). Para la definicién de unidades con caracteristicas ambientales homogéneas y la obten-
ci6on de representatividad genética de las muestras a recolectar puede consultarse a DRAPER
& al. (2003), mientras que HIJMANS ¢ al. (2000) muestran sistemas para la determinacién de
sesgos en colecciones ex situ.

En este apartado se dan a conocer las herramientas y técnicas que pueden utilizarse para
la organizacién de las tareas y documentacion de las accesiones. No se pretende presentar de
forma exhaustiva y sistematica una lista de herramientas, sino centrarse en aquellos usos que
pueden ser mas utiles y novedosos. Algunas de estas herramientas no pueden ser consideradas
como novedosas, ya que tienen su origen en métodos con mas de 2 o 3 décadas de historia, o
son comunmente utilizadas en otras disciplinas cientificas. Lo que las hace actuales son las
aplicaciones que de ellas se derivan o la combinacién de procesos aplicados a la recoleccién de
germoplasma.

En los apartados siguientes se presentan tres tipos de herramientas que pueden ser uti-
lizadas en diversas fases del proceso de recoleccion y se discutira el papel de los sistemas de
informacién geografica en la gestion de la informacién para la recoleccion de germoplasma.
También se presentard el método propuesto por MAXTED & al. (1995) para la elaboracion de
estudios ecogeograficos y su aplicacion en la conservacion de recursos genéticos. Finalmente se
comentara la utilidad del analisis de lagunas (gap analysis) en la deteccién de las mismas.

Los Sistemas de Informacién Geografica (SIG) son un conjunto de procesos concebidos con
el objetivo de almacenar, acceder y manipular informacién georreferenciada (HENRIQUES,
1990). En otras palabras, se trata de un sistema de gestiéon de una base de datos dedicado a la
manipulacion de caracteristicas graficas relacionadas con atributos almacenados en formatos
alfanuméricos.

La aparicion de los SIG se dio a mitad del siglo XX y se desarroll6 por las necesidades cre-
cientes en la gestion del territorio. Desde ese momento las aplicaciones de los SIG se fueron



ampliando a la vez que iban mejorandose las potencialidades de los sistemas. No fue hasta la
década de los 80 cuando, gracias a un mayor desarrollo de los sistemas informaticos, se po-
tencié y facilit6 su difusion. Una mayor disponibilidad de cartografia tematica digital (sea por
informacién obtenida por satélites o por mapas digitalizados) propicié la expansion de los SIG
en campos como la ecologia y la gestiéon de los recursos naturales. La utilizacién de los SIG en
la gestion de la informacion para la conservacion de recursos fitogenéticos se inicia a finales de
la década de los 80 con iniciativas de varias agencias internacionales como la Organizacion de
las Naciones Unidas parala Agricultura yla Alimentacién (FAO) o el Programa de las Naciones
Unidas para el Medio Ambiente (UNEP) (GUARINO, 1995).

Una descripcion de los diferentes elementos que participan en un SIG se puede encontrar
en la serie de trabajos llevados a cabo por Guarino y colaboradores (GUARINO, 1995; GUARINO
& al., 1999; GUARINO & al., 2002). Estos autores identifican 4 elementos principales del proceso
en SIG:

Introduccion, verificacién y edicién de datos
Almacenamiento, recuperacion y gestion de la informacioén
Anilisis de los datos

Productos finales

Siguiendo esta estructura, es posible encontrar diversos ejemplos de casos reales aplicados
directamente a la recoleccion de germoplasma. La base de las funcionalidades de un SIG radica
en la calidad de los datos almacenados y la calidad de las coordenadas atribuida a cada registro,
por estos motivos el esfuerzo que se dedique a mejorar la calidad de la informacion revertira
en la mayor potencia de los analisis y de las acciones de ellos derivadas. En esta linea, la veri-
ficacion de las coordenadas de una determinada coleccién o de datos provenientes de otras
colecciones es una de las primeras tareas a realizar antes de cualquier analisis (HgMmANS & al.,
1999). Las recolecciones de germoplasma se basan generalmente en el conocimiento adquirido
que se dispone sobre la distribuciéon de determinados taxones. La utilizacién de la informacién
contenida en herbarios y otras colecciones bioldgicas provoca frecuentemente sesgos en las
recolecciones, dado que las fuentes iniciales suelen llevar incorporados estos sesgos. La eva-
luacién de la calidad de las muestras respecto a la distribucion espacial de las mismas permite
identificar diferentes tipos de sesgos y definir estrategias de muestreo aleatorio que reduzcan
el efecto de los mismos. HyMANS & al. (2000) analizaron los sesgos geograficos incorporados a
las colecciones de patata silvestre e identificaron una mayor frecuencia de recoleccién en zonas
proximas a carreteras y a zonas consideradas como centros de diversidad genética. Mucho mas
comun es encontrar resultados de analisis de datos para caracterizar muestras de germoplasma
(BERGER & al., 2003, BARROS & al., 2005, PARRA-QUIJANO & al., 2007), para determinar los
lugares para recolectar (HIyjMANS & al., 2000; HIJMANS & SPOONER, 2001; DRAPER & al., 2003),
para priorizar areas para conservacion in situ y ex situ (JARVIS & al., 2002, 2003), o analizar
adaptaciones climaticas de las accesiones (FERGUSON ¢ al., 2005).

Hay diversos programas de SIG que pueden ser utilizados para las diferentes tareas propias
de un banco de germoplasma, y aunque se puede trabajar con programas genéricos, cada vez
mds surgen aplicaciones mds especializadas y dirigidas a cuestiones concretas. Una de las prin-



cipales ventajas de utilizar una aplicacidn especifica es que la curva de aprendizaje del usuario
sobre la aplicacién es mucho mds rédpida cuanto mas especifico es el programa. Por otro lado,
debe analizarse con mucho cuidado la adaptacién de un programa muy especializado a un
determinado banco, ya que podria suceder que no cubriera todas las necesidades del mismo.
Un caso particular es el del programa DIVA-GIS producido por el Centro Internacional de
la Papa (CIP) en colaboracién con el International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI,
actualmente Bioversity International). El programa se ha desarrollado pensando en cubrir las
necesidades de los bancos de germoplasma para la gestion de la informacién de sus colecciones,
y es de distribucion libre (www.diva-gis.org). Entre las potencialidades de DIVA-GIS pueden
destacarse la capacidad de mejorar y verificar las coordenadas de las accesiones utilizando ba-
ses toponimicas (HIJMANS ¢ al., 1999), ademas de pemitir el cdlculo de varios indices de diver-
sidad, y la extraccion de datos climaticos en las zonas donde se recolecté material.

Frente a la necesidad de realizar un proyecto de conservacion de recursos filogenéticos es ne-
cesario considerar una serie de informacioén que permitira definir la mejor aproximacién a la
recoleccion. La aproximacién mas generalizada es la propuesta por MAXTED & al. (1995) en la
que se propone la realizacién de estudios ecogeograficos que contemplen aspectos tan variados
como la taxonomia, distribucién geografica, diversidad genética, adaptaciones ecoldgicas, y los
aspectos geograficos, ecoldgicos y climaticos de la zona en cuestién. Dado que las poblaciones
no se reparten uniformemente en el espacio, es necesario poder determinar los factores que
condicionan o favorecen a una determinada especie. Asi, el punto de partida parala realizacién
de estos estudios ecogeograficos son herbarios, datos de pasaporte de accesiones de germoplas-
ma, contribuciones de especialistas, bibliografia, mapas, etc. Los objetivos que se pretenden cu-
brir con la realizacion de estos estudios son la identificacién de determinadas adaptaciones, la
localizacion de taxones o habitats particulares, la complementariedad entre zonas, la presencia
de dreas con elevada diversidad (especifica o genética) o con riesgos de erosion genética. Estos
estudios se basan en la consideracién de que existe una correlacién entre diversidad genética y
diversidad ambiental de las poblaciones que se encuentran en esas zonas. Si bien esta conside-
racion es un punto de partida, hay algtin estudio que concluye que el grado de correlacion entre
la diversidad genética y la diversidad ecoldgica es dependiente de cada especie (FERGUSON &~ al.,
1998). Dado que no es posible disponer de estudios referentes al comportamiento de la diversi-
dad genética de todas las especies que se pretenden conservar, la consideracion de la existencia
de una relacién entre diversidad genética y diversidad ecoldgica puede ser considerada como
mayoritariamente verdadera (MAXTED & al., 2008) y corroborada por diversos autores (DEL
Ri10 & al., 2001; GUPTA & al., 2002; BAEK & al., 2003).

Los estudios ecogeograficos estan considerados como herramientas basicas para la con-
servacion efectiva de especies silvestres emparentadas con cultivadas (HODGKIN & GUARINO,
1997; MAXTED & al., 1997). En GUARINO & al. (2005) se describe la metodologia necesaria para
la realizacién de los estudios ecogeograficos basandose en los trabajos anteriores de MAXTED
& al. (1995) y MAXTED & KELL (1998). Estos autores estructuran la metodologia en tres fases
principales:



Fase 1: Organizacién del proyecto
Fase 2: Compilacion y analisis de la informacion
Fase 3: Obtencion de los productos resultantes

(1) Organizacién del proyecto: En esta primera fase es necesario definir el cometido del pro-
yecto definiendo la zona en que se va a trabajar, el material vegetal que se pretende recolectar y
los objetivos de la recoleccién. El paso siguiente es contactar con los especialistas sobre el tax6n
pretendido, en el caso de especies silvestres es muy importante que este especialista conozca
tanto el taxén como la zona que este ocupa. A continuaciéon se debe definir la delimitacién
taxondmica del taxoén a recolectar consultado floras locales, expertos y monografias recientes,
de manera que se establezca una base nomenclatural consensuada. La delimitacién geografica
de la misién seria la accidn siguiente, siendo recomendable que la zona incluya toda la distribu-
cién de los taxones objeto de estudio, garantizando asi la inclusion de toda variacién intraespe-
cifica. Para este fin es necesario recurrir a mapas (en formato papel o digitales) topograficos y
tematicos (vegetacion, clima, geologia, etc.) que permitiran comprender no sélo la distribucién
geografica sino también la ambiental. Para concluir esta fase es necesario localizar y consultar
la informacién depositada en colecciones bioldgicas (herbarios o bancos de germoplasma).

(2) Compilacion y andlisis de la informacién: En este momento del estudio es necesario
tener una idea de las accesiones ya depositadas en colecciones de germoplasma provenientes
de la zona y del taxén seleccionado. Para ello es necesario consultar los principales bancos de
germoplasma que puedan disponer del material e inventariar sus accesiones. El objetivo de ello
es documentar el rango de diversidad ya conservada (sea in situ o ex situ) e identificar las la-
gunas de las colecciones ya establecidas. Toda la informacién obtenida hasta el momento debe
ser estructurada de manera homogénea para facilitar su analisis posterior. Esto supone que la
informacién proveniente de fuentes diferentes debe ser uniformizada tanto en lo que se refiere
a formatos como a contenidos (mismo sistema de coordenadas para todos los registros, mismo
formato de fechas, etc). La posibilidad de disponer de informacién complementaria sobre el
taxon (fenologia, biologia reproductiva, tipo de dispersion, etc.) asi como usos y estado de con-
servacion permitiran definir mejor las actividades de conservacion. Llegado este punto se esta
en condiciones de analizar toda la informacién adquirida hasta el momento, a través de analisis
que pueden ser representaciones visuales de las accesiones, registros de herbario sobre mapas
temadticos para poder determinar rangos o frecuencias, o analisis mas complejos, dependiendo
de la informacion que se disponga. En este momento la utilizacién de SIG permitira facilitar el
analisis y generar resultados con mayor eficiencia. Un ejemplo de caracterizacion ecogeografica
es el trabajo sobre las especies silvestres de Arachis realizado por FERGUSON & al. (2005) o el de
BENNET ¢ BULLITTA (2003) sobre Trifolium. Tanto en el apartado donde se han comentado los
sistemas de informacion geografica como en GUARINO & al. (2005) se citan diversos analisis
que pueden ser realizados dependiendo del objetivo pretendido.

(3) Obtencion de los productos resultantes: Segin MAXTED & al. (1995), los principales pro-
ductos finales de una aproximacién de este tipo son una base de datos, una sinopsis (conspec-
tus) y el informe. En la base de datos se recogera la informacion ecogeografica derivada de los
registros de herbario y los datos de pasaporte de las muestras de germoplasma. La sinopsis



incluiria la informacién relativa a la taxonomia y nomenclatura, referencias a la distribucién,
ecologia y la fenologia de los taxones del grupo estudiado. El informe final esta formado por el
analisis realizado sobre la base de datos y la sinopsis. En este documento final se incluirdn las
prioridades y estrategias de conservacion.

Esta metodologia estd muy difundida en la recoleccidon de especies silvestres emparenta-
das con especies cultivadas (EDMONDS, 1990, EHRMAN & COCKS, 1990, BOTHMER & al., 1995,
MAXTED 1995, HUGHES, 1998, MAXTED & al. 2004) pero ain es poco comun su aplicacion en
otros casos. Adaptaciones de este proceso pueden aplicarse para la caracterizacion de coleccio-
nes (PARRA-QUIJANO & al., 2007), la definicién de colecciones nucleares de sorgo (GRENIER &
al., 2001), sésamo (XIURONG ¢ al., 2000), cebada (IGARTUA ¢ al., 1998), arroz (YAWEN & al.,
2003) y altramuces (PARRA-QUIJANO & al., 2007), o la definicion de estrategias de recoleccién
de germoplasma a escala regional (DRAPER ¢ al., 2003) 0 a escala nacional (DRAPER & al.,
2004).

Una herramienta que combina las dos anteriores es la identificacion de lagunas (Gap analysis)
en las colecciones de germoplasma. Esta técnica se propuso como método de evaluacion para
identificar dreas donde determinados taxones no estan representados (M ARGULES, 1989). Aun-
que inicialmente este tipo de analisis se planted para la definicién de dreas en estrategias de
conservacion in situ, también es posible adaptarlo a la conservacién de recursos genéticos tanto
in situ como ex situ (PARRA-QUIJANO & al., 2003; STOLTON & al., 2006; PARRA-QUIJANO & al.,
2007). Las lagunas que pueden existir en una coleccién pueden ser de varios tipos, desde las de
tipo taxondmico hasta las de tipo geografico. Los sistemas de informacién geografica permiten
identificar territorios que no han sido muestreados o zonas poco representadas en una deter-
minada coleccién. Por ejemplo, PARRA-QUIJANO & al. (2003) aplicaron el analisis de lagunas
para la conservacion del género Lupinus en Espaia.

BURLEY (1988) consider6 cuatro pasos para la realizacion de un andlisis de lagunas: (1)
identificar y clasificar la biodiversidad; (2) localizar las dreas gestionadas principalmente para
la biodiversidad (dreas protegidas, reservas, etc.); (3) identificar la biodiversidad no represen-
tada en estas dreas; y (4) definir prioridades de conservacion. Con esta estructura se realiz6 el
programa de conservacién del género Vigna en Africa (MAXTED & al., 2005).



Introduccién

Ubicacion del embalse de Alqueva
situado en la frontera entre Espafa
y Portugal.

En primavera de 2001 se inicié un ambicioso proyecto que
consistia en recolectar y conservar la flora de la zona que
seria posteriormente inundada por el embalse de Alqueva.
Este embalse representa la mayor superficie artificial de
Europa y suponia la inundacién de 25.000 ha en la cuen-
ca del rio Guadiana. La zona afectada constituia un area
con un interés ambiental relevante y una riqueza floristica
estimada en unas 550 especies de plantas vasculares, 97
de ellas catalogadas como de interés para Portugal (Ca-
PELO, 1996). Este proyecto formaba parte de las acciones
de minimizacién del impacto del embalse, con el objetivo
de reducir la pérdida de recursos filogenéticos y de poder
suministrar material vegetal autdctono para las futuras
acciones de compensacion del impacto.

La necesidad de recolectar una elevada diversidad de
especies en un espacio de tiempo reducido (3 afos efec-
tivos) obligé a desarrollar técnicas para la optimizacién
del proceso de recoleccién de germoplasma. Con este pro-
posito y con la necesidad de recolectar tanto la mayor di-
versidad de especies y de diversidad genética, se recurrid
a una aproximacion ecogeografica que integrase tanto la
informacion de la distribucion de las especies como las
variaciones ambientales que se daban en la zona afectada
(MAXTED & al., 1997). Debido a la necesidad de recolec-
tar muchas especies y de asegurar ademds la recoleccién
de aquellas de interés para la conservacion, se definié un
método que permitiera, con el minimo esfuerzo, pasar de
un enfoque geografico a otro nivel especifico, y viceversa.
El proceso adoptado se baso en el supuesto de que la di-
versidad genética de las especies es mayor cuanto mayor el
nimero de muestras recolectado en diferentes condicio-
nes ecoldgicas.



Sectorizacion de zonas ecoldgicamente homogéneas

Para determinar las zonas con afinidades ecoldgicas se utilizaron herramientas estadisticas
de agrupamiento por un método iterativo no supervisado y con un algoritmo de maxima ve-
risimilitud. Las variables utilizadas para la sectorizacion se engloban en variables geofisicas
y climaticas. Las variables geofisicas se generaron a partir de un modelo altimétrico con una
equidistancia de 1.5 m proporcionado por la propia empresa que construyé el embalse (EDIA
S.A.). Para cubrir la maxima amplitud ecolégica también se incluyeron variables edéficas co-
mo el tipo de suelo y el pH del mismo (C.N.A., 1983). Se generaron mapas rasterizados de la
zona con una resoluciéon de 25 m para todas las variables utilizadas. Las variables climaticas
se generaron a partir de los modelos propuestos por SANCHEZ-PALOMARES & al. (1999) para la
cuenca del Guadiana.

Como resultado final se obtuvieron un total de 40 grupos, de los cuales 13 de ellos tenian
una superficie total en la zona considerada inferior a 1 ha. Estos grupos aunque pequefios en
superficie representan caracteristicas ambientales particulares que deben ser contempladas en
la estrategia de recoleccion aunque a efectos practicos muestrear estos grupos diminutos y muy
fraccionados puede suponer un elevado esfuerzo de campo y econémico. Por estas razones en
este caso concreto se disolvieron dentro de los grupos vecinos. Una vez obtenido el mapa final
se podia estratificar zonas de muestreo en funcién de la superficie de los grupos o en nimero
de poligonos que se obtuvieron de cada grupo (una vez que las mismas condiciones ecoldgicas
se pueden dar en diferentes lugares dentro de la zona considerada). Se disponia ahora de un
mecanismo de seleccién que podia ser cruzado con mapas de riqueza de especies u otros fac-
tores. En particular, queriamos asegurarnos que las especies de interés para la conservacién
fueran recolectadas en varios sitios y de caracteristicas ambientales diferentes. Necesitdbamos
una aproximacion focalizada a cada especie.

0.1 1234567 8 92101112131415161718 192021 22232425252?23!930£W
0.01

Representatividad de la superficie en hectareas de cada grupo eje horizontal, en escala loga-
ritmica.



Protocolo seguido para el analisis de especies de interés particular

Para el enfoque especifico podemos ilustrar, a titulo de ejemplo, el caso del pteridéfito acudtico
endémico del suroeste de la Peninsula Ibérica Marsilea batardae Launert, incluido en la Direc-
tiva 92/43/CEE. Se disponia de los mapas de distribucion, especie a especie dentro de la zona
considerada y se disponia también de las zonas en que no se habia encontrado cada especie
(DRAPER & al., 20004,B). Esta cartografia se realiz entre 1999 y 2000 con una resolucién de 1
ha (BALLESTER-HERNANDEZ & al., 2000). El hecho de disponer de mapas binarios de presencia/
ausencia para cada especie nos permiti6 la generaciéon de modelos logisticos de probabilidad
de distribucion de cada especie como herramienta mas apropiada (PREsS & WILSON, 1978). Se
validaba el modelo final con una muestra independiente del 25%. El modelo estadistico para
M. batardae se realizé a partir de las variables significativas: inclinacidn del terreno, distancia
a rios, temperatura minima, y nimero de dias de helada por afo. Los porcentajes de atribu-
cién correcta para las presencia y las ausencias fueron de 97 y 92% respectivamente (n=222).

Protocolo mixto

Una vez desarrollado el modelo de probabilidad de la especie y el mapa de los grupos eco-
geograficos pueden cruzarse ambas capas para identificar en qué grupos es mas probable en-
contrar una especie diana (M. batardae) e incluso cudl es la frecuencia de cada intervalo de
probabilidad para cada grupo. De este modo es posible sintetizar el riesgo (en forma de proba-
bilidad) de ir a un determinado grupo y encontrar o no la especie deseada. También es posi-
ble seleccionar aquellos grupos donde M. batardae puede encontrarse en condiciones éptimas
(donde tenemos mayor frecuencia de valores) asi como identificar en que grupos estd sometida
a mayores adversidades (alli donde este presente pero en muy poco frecuencia). Para un co-
rrecto muestreo deberiamos visitar al menos cada uno de los grupos en que la especie pueda
encontrarse, si esto no es posible por alguna limitacién disponemos de una manera objetiva de
seleccionar las zonas mas extremas para cada especie.

Resumiendo, a partir de una buena caracterizaciéon de la zona donde vamos a trabajar po-
demos disenar una sectorizaciéon que nos permita maximizar la diversidad genética de las es-
pecies que se encuentren en varios de los grupos obtenidos. Si a esta sectorizacién podemos
afiadir un relativo conocimiento de la distribucién de las especies mas interesantes para la
conservacion podemos evaluar tanto el rango ecoldgico de la especie en la zona estudiada co-
mo el esfuerzo necesario para muestrear todo o parte de ese rango ecolégico.
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Mapa inicial de la presencia y ausencia (rojo y amarillo respectivamente) de M. batardae (izquierda) y
el resultado del modelo logistico de distribucion para la misma especie (derecha).
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Superposicion entre los grupos obtenidos basandonos en variables ambientales y el modelo de dis-
tribucion de M. batardae. En el gréafico podemos ver la frecuencia de pixeles (1 ha) para los valores de
mayor probabilidad de encontrar M. batardae.



El primer articulo del Convenio sobre la Diversidad Bioldgica (http://www.biodiv.org/conven-
tion) enfatiza la importancia de preservar los recursos genéticos de los organismos vivos. De
esta forma, fomenta el uso de los desarrollos tedricos y empiricos de la genética de poblaciones
para evaluar el estatus presente de los organismos amenazados e inferir prioridades y objetivos
de conservacién.

En el caso particular de la conservacion de germoplasma, el conocimiento de los niveles y
distribucién de la variacidén genética en las poblaciones naturales es un requisito importante
para disefar estrategias de muestreo que garanticen la captura de una proporcion representati-
va de la variacion genética, ya sea con destino a su almacenamiento en bancos de semillas, a la
restauracion de hébitats destruidos, al reforzamiento de poblaciones en declive o al estableci-
miento de micro-reservas (HAMRICK ¢ al., 1991; O’BRIEN, 1994; FRANKEL ¢ al., 1995; CHAM-
BERLAIN, 1998; PRITCHARD, 1999; SHRADES-FRECHETTE ¢ McCoY, 1999; FRANCISCO-ORTEGA
& al., 2000; BATISTA ¢ al., 2001; CAUJAPE-CASTELLS ¢ PEDROLA-MONFORT, 2004; PEARSE ¢
CRANDALL, 2004).

No obstante, a pesar de este consenso unanime, muchas estrategias de conservacion ex situ
no incorporan consideraciones genéticas. Esta situacion es doblemente paradéjica: primero,
porque contradice el mencionado consenso; y segundo, porque existe una gran cantidad de pa-
rametros y ensayos genéticos que pueden utilizarse para orientar decisiones de muestreo. Acu-
mular semillas sin disponer de una estimacién basica de la variaciéon genética de las especies de
interés tiene al menos una consecuencia indeseable, porque el gran esfuerzo humano y econd-
mico que representa la recolecciéon de germoplasma se muestra de escaso valor efectivo para la
conservacion: al desconocer los niveles de variaciéon genética en el taxén de interés, tampoco
podemos disponer de una estimacion de la representatividad de nuestra coleccion. Puesto que
la misién de un banco de germoplasma no consiste meramente en “acumular semillas”, sino
en garantizar la representacion y conservacion a largo plazo de la variabilidad genética de las
poblaciones naturales de plantas, parece que la estimacion de los niveles de variacion genética
debe ser un cometido inherente a su actividad.

Ciertamente, la estrategia general de basar la conservacién ex situ en el analisis genético
demora la recoleccién de material y es inviable a gran escala. No obstante, si es factible aplicar
los métodos genéticos a las especies mas amenazadas, que son precisamente las que requieren
mayor esfuerzo de conservacion ex situ (FAY, 2003). El objetivo de este apartado es mostrar cé-
mo la informacién sobre los niveles y distribucion de la variabilidad genética puede usarse para
disefiar estrategias de muestreo de semillas que representen un maximo de variacién genética
minimizando el esfuerzo de muestreo, los gastos de recoleccién y el espacio del banco dedicado
al almacenamiento de esas muestras.

El muestreo poblacional previo para estimar la variabilidad genética se asume como dado
para los propdsitos de este apartado (para mas detalles sobre este aspecto, puede verse Cau-
JAPE-CASTELLS, 2006). Ademas, partiremos de las siguientes cuatro premisas, algunas de las
cuales han sido ya discutidas en las secciones precedentes: (i) disponemos de una estimacion
suficiente de la variabilidad genética del organismo a conservar en toda su drea de distribucion;



(ii) no hay dudas acerca de su identidad taxonémica; (iii) sus poblaciones producen semillas, y
lo hacen en cantidad suficiente como para que nuestro muestreo para conservacion ex situ no
merme su continuidad en el futuro; y (iv) esas semillas son adecuadas para la conservacion a
largo plazo, y la metodologia del banco de germoplasma de destino garantiza este objetivo.

Suponiendo que hemos detectado suficientes niveles de variacion genética en el taxon de inte-
rés, es posible evaluar sistematicamente los resultados de los analisis genéticos con el marcador
molecular poblacional usado (aloenzimas, microsatélites, AFLPs, RAPDs, PCR-RFLPs) para
dar respuestas cuantitativas a tres preguntas cruciales en el muestreo genético para conserva-
cion ex situ:

;Cudantas poblaciones deberian muestrearse intensivamente para capturar un porcentaje

significativo de la variacién genética de una especie?

3Qué poblaciones deberian considerarse para cumplir este objetivo con un minimo

esfuerzo?

sCoémo tendria que llevarse a cabo el muestreo en las poblaciones seleccionadas para

minimizar la probabilidad de muestrear individuos emparentados?

El método propuesto para sistematizar las decisiones en relacion a estos tres puntos (es-
quematizado en la figura 2.3) se explica en CAUJAPE-CASTELLS (2006), y pueden verse algunas
aplicaciones en VILCHES & al. (2002) 0 en CAUJAPE-CASTELLS & PEDROLA-MONFORT (2005).
Como se muestra en la figura 2.3, la primera decisién genética importante para el muestreo de
semillas es si deberfan agruparse todas las poblaciones, dividirlas en varios grupos de mas de
una poblacidn, o considerar cada poblacién individualmente. Para atender esta consideracion,
es importante establecer subdivisiones de partida y testar si nuestros criterios para establecer-
las tienen un reflejo a nivel genético, que es el que realmente importa si pretendemos represen-
tar la variabilidad.

En la préctica, puede haber multiples criterios de subdivision a priori, dependiendo del tipo
de taxdn y de la informacién de que dispongamos sobre él. Por ejemplo, SOLTIS ¢» GITZENDAN-
NER (1999) muestran que la conservacion de la biodiversidad tiene mas sentido si las unidades
bioldgicas se identifican univocamente con grupos monofiléticos. En consecuencia, si dispone-
mos de filogenias moleculares para el grupo considerado, uno de estos criterios podria basarse
en si hay uno o varios grupos monofiléticos diferenciados a este nivel.

Otro criterio de subdivision a priori es la separacion geografica (siempre y cuando vaya
asociada a un accidente geografico abrupto o a un tiempo de aislamiento prolongado). Por
ejemplo, las poblaciones del endemismo canario Matthiola bolleana Webb ex Christ (ver cua-
dro 2b) solamente estan descritas en las islas de Fuerteventura y Lanzarote. En principio, es
conveniente considerarlas como grupos separados bajo un criterio exclusivamente geografico
¥, posteriormente, ver si los analisis genéticos moleculares confirman esta separacion. La Tabla
2 lista éstos y otros criterios potenciales para establecer subdivisiones a priori.
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Figura 2.3. Diagrama de flujos representativo de las etapas del método de muestreo genético desa-
rrollado (a partir de CauJape-CasTELLS, 2006). Las definiciones de los parametros implicados se dan en
la Tabla 3. Los nimeros 1, 2 y 3 designan las tres posibles rutas de seleccion de poblaciones diana
para muestreo que se desprenden de este método, dependiendo de si hemos detectado suficientes
alelos raros (1) o no (2) en grupos con diferencias significativas entre sus valores de F;, o de si no

hemos detectado diferencias significativas entre los valores de F; de los grupos (3). Este organigra-
ma esta pensado para conducir al investigador a las poblaciones que deben muestrearse para repre-
sentar la proporcion de variacion genética detectada. No se incluyen aspectos sobre el muestreo en
el espacio de las poblaciones seleccionadas, que si se discuten en el apartado «;Cdmo muestrear los
individuos?» de este capitulo.
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Para determinar si las subdivisiones realizadas en base a estos criterios (o quizés a otros que
se juzguen adecuadamente objetivos para el caso en cuestion) tienen reflejo a nivel genético, es
factible utilizar dos tipos de aproximaciones.

La primera opcidn es la aplicacion de métodos bayesianos para determinar el naumero de
unidades genéticas a partir del polimorfismo detectado. Por ejemplo, los algoritmos del progra-
ma STRUCTURE (PRITCHARD €& al., 2000; FALUSH ¢ al., 2003) asumen que todo el material
genético de los individuos muestreados procede de un nimero indeterminado de K poblacio-
nes no observadas. Los individuos en la muestra se asignan probabilisticamente a poblaciones
dependiendo de sus vectores de frecuencias alélicas en cada uno de los loci analizados, o a dos
o mas poblaciones si los genotipos lo apoyan. Por lo tanto, las asignaciones de pertenencia a
poblaciones se realizan exclusivamente a partir de los datos genéticos.

La segunda opcién para evaluar la robustez genética de las subdivisiones a priori parte de
las poblaciones tal y como el investigador las define en el campo, y consiste en utilizar los va-
lores de los pardmetros cldsicos (ver Tabla 3): G, (NE1, 1973) o F. (WRIGHT, 1951). Los valores
de estos estadisticos varfan entre 0 y 1 y cuantifican la proporcién de la variabilidad genética
total que se explica por la diferenciacién entre poblaciones. Valores muy elevados indican una
pronunciada subdivisiéon genética poblacional, mientras que valores muy bajos indican una
considerable cohesién genética entre las poblaciones. Aunque existen otros métodos para es-
timar la distribucion inter-poblacional de la variacion genética (ver por ejemplo HAMRICK &
Gopr, 1989), el procedimiento de NEI (1973) parece tener mas sentido bioldgico por ser mas
sensible a la diferenciacién poblacional estimada a través de la variacion de frecuencias alélicas
entre poblaciones (CULLEY & al., 2002). El principio logico sobre el que nos vamos a apoyar es
que si existen diferencias significativas entre el valor de G, calculado para todas las poblacio-
nes de un taxdn y el valor de este parametro calculado para cada una de las subdivisiones que
hemos definido a priori, entonces podemos argiiir que las subdivisiones realizadas tienen un
trasfondo genético y que, por tanto, los grupos deberian considerarse separadamente. Por el
contrario, la similitud entre los valores de G, nos ofrece un argumento robusto para conside-
rar a los grupos conjuntamente. En términos practicos, si las G, parciales no difieren signi-
ficativamente de la G, total estd justificado agrupar a todas las subdivisiones como una sola
unidad de conservacidn. Por el contrario, silos valores de G, parciales si difieren de la G, total,
las subdivisiones consideradas existen también a nivel genético, y se sustenta su consideracién
de manera separada.

Puesto que los valores de G, o F . estdn mds sobrestimados cuantas menos muestras se
utilicen para su calculo (CaujaPE-CASTELLS 2007) y los muestreos para la estimacion de la
variabilidad genética suelen representar una baja proporcion de los individuos censados en las
poblaciones (especialmente en poblaciones grandes), parece mas aconsejable utilizar para estas
evaluaciones las aproximaciones bayesianas, que se basan exclusivamente en parametros gené-
ticos y producen asignaciones bastante precisas incluso con niimeros bajos de loci (PRITCHARD
& al. 2000).



Demografia Diferentes caracteristicas demogréaficas (ej., poblaciones que han sufrido un cuello de
botella frente a otras que no lo han sufrido, poblaciones jovenes frente a viejas).

Ecologia Clara heterogeneidad de habitat entre areas de distribucion.
Geografia Discontinuidades geograficas obvias entre grupos de poblaciones.
Historia Valor afiadido de las poblaciones en una region determinada (p.e., poblaciones

relicticas frente a modernas), diferentes grados de fragmentacion.
Filogenia Adscripcion robusta a clados diferentes en filogenias moleculares o morfoldgicas.

Biologia Diferentes sindromes reproductivos.
Reproductiva

Taxonomia Existencia de diferencias morfoldgicas que tienen relevancia taxondmica (subespecies,
variedades...).

Tabla 2. Variables y criterios posibles para definir grupos a priori, segan el organigrama de la figura 2.2.

N, Ndmero total de poblaciones.
k Nimero de grupos considerados.
N, Ndmero de poblaciones incluidas en la subdivisién “i".
G, Proporcion de variacion explicada por el componente inter-poblacional (Nei 1973).
n.. Nimero de poblaciones a muestrear en el grupo compuesto por todas las poblaciones.
n, Nimero de poblaciones a muestrear en la subdivision “i".
L Probabilidad de pérdida alélica para cada alelo que satisfaga las condiciones de rareza.
R Ndmero de alelos que satisfacen las condiciones de rareza.
PSA, Ndmero de alelos raros para los que la subdivision “i” es el area de muestreo preferida.
P, Proporcion de poblaciones a muestrear en la subdivisién “i”.
S, Nimero de poblaciones a muestrear en la subdivision “i”.
A Nimero medio de alelos por locus.
H, Heterozigosidad media por locus.
F Proporcion de variacion explicada por el componente interpoblacional (WrigHT, 1951).
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Tabla 3. Definiciones basicas de los parametros utilizados en la metodologia que se describe en la figu-
ra 2.2 (a partir de CauJapPe-CAsTELLS, 2006).



Es necesario recordar que, a pesar de que estas indicaciones cuantitativas tienen validez a
nivel general, son simplemente pautas orientativas de actuaciéon; en muchas situaciones reales,
puede ser aconsejable mantener las subdivisiones a pesar de que las diferencias genéticas entre
ellas no sean significativas. Seria el caso, por ejemplo, de taxones con grupos de poblaciones en
diferentes zonas ecoldgicas o en zonas geograficas con dificil intercambio genético entre ellas.
Hemos de tener presente que los métodos de estimacion de la variabilidad genética se basan
en un muestreo muy poco significativo del acerbo genético total de los organismos (solamente
unas pocas zonas del genoma, solamente una técnica molecular) y, por tanto, siempre estiman
la variacién genética por defecto. Por ello, es posible que taxones con marcadas diferencias
ecoldgicas, o que hayan permanecido aislados mucho tiempo (esto es, sin intercambiar genes),
hayan desarrollado también diferenciaciones genéticas a niveles que no detectemos con nues-
tro examen de variabilidad. Por estos motivos, mientras solamente hay una trayectoria posible
en el organigrama en caso de detectar diferencias significativas entre los valores de G, parece
preferible dejar la opcién de escoger entre dos trayectorias si no se detectan diferencias a este
nivel (ver figura 2.3).

HamMRick (1983) recomienda un muestreo que capture al menos el 99% de la variacion genética
para preservarla en bancos de semillas. La estimacién del nimero de poblaciones a muestrear
(n) para representar una proporcion P de la variacién genética detectada viene dada por la rela-
ciéon P = 1- G,," (HAMRICK & al., 1991), que mostrd su robustez frente a diferentes métodos de
célculo de G, (ver las simulaciones llevadas a cabo por CULLEY & al., 2002). No obstante, un
inconveniente potencial a su aplicacion generalizada es que asume niveles parecidos de varia-
cién genética en las poblaciones consideradas.

Esta asuncién no presenta implicaciones en el caso de taxones sin subdivisiones significati-
vas, donde estimariamos 7 utilizando el valor de G, calculado juntando todas las poblaciones
(ruta 3 en la figura 2.3). Pero si la subdivision poblacional se sustenta a nivel genético (rutas 1y
2 en la figura 2.3), entonces es preferible estimar n para todas las poblaciones y para cada una
de las subdivisiones. En este caso, es muy probable que la suma de las n estimadas para cada
subdivision sea ostensiblemente diferente del valor de n estimado para las poblaciones agru-
padas. Cuando se dé este caso, se hace aconsejable optar por la estimaciéon de n que implica un
mayor numero de poblaciones, en aras de una buena representatividad genética (ver el ejemplo
de Matthiola bolleana Webb ex Christ en el cuadro 2b).

Para taxones con subdivisiones significativas donde se hayan detectado suficientes alelos
raros (ruta 1 en la figura 2.3), es ademas conveniente tenerlos en cuenta en el disefio del mues-
treo. El razonamiento que subyace de este proceder es que las poblaciones donde hayamos
detectado mas alelos raros neutrales a través de la técnica molecular aplicada probablemente
contendrdn también mas alelos raros con valor selectivo, que son los que realmente interesan
para la conservacion de la biodiversidad. Es una asuncién discutible (el salto légico que plantea
no tiene por qué ser cierto), pero hemos de considerarla operativa dada nuestra ignorancia del
nimero y distribucion de los alelos con potencial selectivo.

Para incorporar la informacién que ofrecen los alelos raros a nuestro disefio de muestreo,



aplicamos la nocion de probabilidad de pérdida alélica (esto es, la probabilidad de que una
muestra poblacional de tamafio N no contenga un alelo con frecuencia poblacional p), que se
estima mediante la expresion L = (1 - p)*N solamente para los alelos que cumplan un criterio
adecuado de rareza (BENGTSSON & al., 1995).

Como se ilustra en el ejemplo de M. bolleana, es necesario hacer estos analisis con el con-
junto de las poblaciones (como si no hubiera subdivisién) como para cada una de las subdi-
visiones (para saber en cudl de ellas los alelos raros compartidos tienen menos probabilidad
de pérdida). El dltimo paso que hay que llevar a cabo es consignar cudl es la subdivision en la
que seria mds probable muestrear cada alelo raro [esto es, aquella en la que la probabilidad de
pérdida observada (L,) sea menor]. Al final de este proceso contamos con una estimacion de
las proporciones que deben guardar los nimeros de poblaciones de cada subdivision a incluir
en el muestreo (dividiendo el nimero de veces que la subdivision correspondiente es seleccio-
nada por el total de alelos incluidos en el analisis). Para estimar cuantas poblaciones deberian
muestrearse dentro de cada subdivision basta con multiplicar esta proporcién por la n maxima
resultante de aplicar la formulacién de HAMRICK & al. (1991) [ver el organigrama de la figura
2.3 y la Tabla 3 para indicaciones cuantitativas, y el ejemplo de Matthiola bolleana para una
aplicacion]. En taxones sin subdivisiones donde si se hayan detectado alelos raros (incluidos en
la ruta 3 de la figura 2.3), el andlisis de la probabilidad de pérdida es opcional, ya que, como se
vera mas adelante, las poblaciones que tengan mas alelos (sean estos raros o no) estaran siempre
entre las seleccionadas para el muestreo intensivo.

Los niimeros resultantes de la aplicacion de las formulaciones anteriores no contienen ninguna
indicacién sobre qué poblaciones debemos muestrear para representar la proporcion de varia-
cién genética sugerida. Para resolver este aspecto, la teoria basica de la genética de poblaciones
indica que es aconsejable considerar tanto el nimero medio de alelos por locus (A) como el
valor de la heterozigosidad esperada (H ). Aunque en muchos casos existe correlacion signifi-
cativa entre los valores de estos dos parametros, éstos ofrecen tipos diferentes de informacion.
Mientras A da una indicacién grosera de la cantidad de variacién genética por poblacién, H,
ofrece una medida indirecta de heterogeneidad genética que estd menos afectada por el error
de muestreo (NEI, 1987). Ademds, H, tiene mds sentido para la conservacion, ya que su relacién
con caracteres relacionados con la adaptabilidad es cominmente aceptada (MITTON & GRANT,
1984; ZOUROS ¢ FOLTZ, 1987) y estadisticamente significativa (BRITTEN, 1996).

Asimismo, resulta conveniente incluir en el criterio de ordenacién un pardmetro que nos
informe sobre la singularidad genética de cada poblacidn, esto es, de su diferenciacion genética
respecto de las demas. A este nivel, es muy informativo el valor de F,, (WRIGHT, 1951). Por la in-
terpretacion bioldgica de este pardmetro, valores mayores de F, indican mayor diferenciacién
genética. Por lo tanto, la prioridad a este nivel interpoblacional serd muestrear las poblaciones
que ostenten un mayor valor promedio de F respecto a todos los pares de poblaciones inclui-
das en el andlisis. Ordenando las poblaciones de mayor a menor tomando como referencia los
valores de A, H,y F, podemos obtener un criterio para seleccionar las poblaciones que deben
muestrearse (ver figura 2.3 y Tabla 3 para detalles cuantitativos). En caso de varios valores



iguales de A, siempre prevalecera(n) la(s) poblacion(es) que ostente(n) un mayor valor de H, y
mayor valor promedio de F, con las otras poblaciones. En caso de taxones con subdivisiones
significativas, hay que desarrollar este proceso para cada una de las subdivisiones y, luego, se-
leccionar las n primeras poblaciones de cada una.

Incorporar consideraciones espaciales asociadas a la distribucion intrapoblacional de la varia-
cién genética permite sugerir disefios de recoleccién que minimicen la probabilidad de incluir
en la muestra individuos emparentados. Con frecuencia, la consanguinidad menoscaba la ca-
pacidad de supervivencia de las poblaciones naturales, y debemos evitar fomentarla cuando
las semillas almacenadas en bancos de germoplasma se utilizan en reintroducciones y refor-
zamientos poblacionales. Aunque la comprobacion de si la consanguinidad da lugar a una de-
presion por consanguinidad no puede obtenerse a través de marcadores moleculares neutrales,
estos si pueden ofrecernos algunas orientaciones para minimizar la probabilidad de muestrear
individuos emparentados.

La autocorrelacion espacial (ver SOKAL, [1979]) para sus aplicaciones generales en biologia
y CAUJAPE-CASTELLS ¢» PEDROLA-MONFORT (1997) 0 TORRES & al. (2003) para sus aspectos
de genética de poblaciones) es una metodologia estadistica no paramétrica adecuada para este
proposito por dos razones. En primer lugar, uno de los coeficientes de autocorrelacion espacial
(Ia “I de Moran”, que notaremos IM a partir de ahora) puede equipararse al coeficiente de rela-
ci6on genética rho de WRIGHT (1922). Por lo tanto, la autocorrelacion espacial nos proporciona
una estimacion del grado de parentesco entre los individuos muestreados. Ademds, cuando
se detecta autocorrelacion espacial positiva, podemos establecer distancias minimas de mues-
treo a partir de las cuales la probabilidad de muestrear individuos emparentados es minima.
Aunque esta aproximacién ha sido criticada por su sujecion a cierta variaciéon estocastica y
estadistica (EPPERSON, 1990), presenta utilidad para la conservacion ex situ porque provee un
valor operativo del tamafio de los vecindarios genéticos intrapoblacionales (esto es, las regiones
donde la probabilidad de encontrar individuos emparentados es maxima).

En caso de no detectar autocorrelacion espacial, hemos de asumir que la variacién genética
se distribuye al azar dentro de la poblacién, con lo cual la separacién entre los individuos de los
que recolectemos semillas puede ser la que consideremos oportuna. En cualquiera de los casos,
es adecuado que quede constancia de las distancias de recoleccién por si en el futuro observa-
ramos anomalias en las eventuales reintroducciones que se realizaran con estas semillas.

La practica normal de los bancos de germoplasma es recolectar semillas en el campo,
limpiarlas, secarlas e introducirlas en los recipientes al uso para su conservacion a largo
plazo en frigorificos o congeladores, en un ambiente lo menos himedo posible. Si dis-
ponemos de estimaciones del drea del vecindario genético estimadas a partir de autoco-
rrelacion espacial (drea donde se espera una distancia genética menor entre individuos)
deberiamos también conservar esa informacién junto con las semillas. En estos casos,



es adecuado (y no consume mucho tiempo) almacenar las semillas recolectadas en cada
vecindario genético dentro de un mismo recipiente, separdndolas de las semillas que pro-
vengan de otros vecindarios genéticos de la misma poblacidn, que deberian ser guardadas
en otro recipiente y tratados como otra accesion. La informacion sobre la situacion espa-
cial de las semillas puede ser crucial para minimizar los efectos de la consanguinidad en
eventuales reintroducciones o reforzamientos que se lleven a cabo con ellas.

A menudo sorprende la cantidad de recursos materiales y humanos que se invierten en
el rescate de especies (especialmente animales) que ya no tienen apenas variabilidad ge-
nética y que estan en un callejon evolutivo cuya unica salida es la extincién. Ciertamente,
la espectacular publicidad que en ocasiones acompana a estas acciones puede ayudar a
concienciar a los niflos y a los adultos no especialistas, pero todo este despliegue de me-
dios va en detrimento de otros organismos de interés que atin no estan en peligro y que
todavia tienen mucha variabilidad genética que conservar. La situaciéon de cambio cli-
matico y su previsiblemente rapido impacto en la disminucién del rango de distribucién
de especies actualmente abundantes deberian propiciar una redefinicién de los criterios
de adjudicacion de recursos para que la conservacion ex situ sea mas coherente con las
prioridades genéticas enfatizadas por la Convencién sobre Diversidad Biolégica (GRuPO
DE GRAN CANARIA, 2006).

Generalmente la recoleccién aleatoria resulta ser la mas correcta. Sin embargo, puede produ-
cirse, especialmente en el caso de plantas autdctonas, que las poblaciones naturales desarrollen
subpoblaciones o auténticas metapoblaciones. En este caso seran a su vez individualizadas y
recolectadas de forma aleatoria para ser tratadas como accesiones por si mismas.

La recoleccion aleatoria implica, ademads, que cada individuo presente en la poblacion ten-
ga la misma probabilidad de ser incluido en el muestreo que todos los demas (MARSHALL &
BROWN, 1983). Generalmente los recolectores recogen de modo casual o siguiendo transectos.
El punto de partida y la direccion de los transectos en el drea objeto de estudio, se deben reali-
zar con atencion, con el fin de evitar concentrar el muestreo en un espacio demasiado préximo
con individuos en estrecha relacién los unos con los otros (MARSHALL ¢ BROWN, 1983). Las
distancias y, por lo tanto, los individuos a muestrear estan condicionados por la forma biolégi-
ca de la especie, por lo que no puede ser utilizado un criterio o método tnico y si un protocolo
propio para cada especie.

Otro aspecto importante consiste en la definiciéon del método y la cantidad de material a reco-
lectar de cada individuo. La recoleccién de semillas y de esporas, a diferencia de otro material
vegetal, se distingue por su especial dependencia de las condiciones climatologicas. Esta de-
pendencia puede resultar limitante, sobre todo en el caso de taxones todavia poco conocidos,
conllevando diversas visitas sobre el terreno antes de proceder a la recoleccién de frutos y/o
semillas o esporas en el momento justo de maduracion (MARSHALL & BROWN, 1983). La re-
coleccién de otro material vegetal estda menos supeditada a la meteorologia. La recoleccion de



bulbos, rizomas y otras partes aéreas puede ser realizada sin rigidas limitaciones temporales
sobre el terreno, preferiblemente durante los meses de reposo vegetativo.

La cantidad de germoplasma a muestrear esta siempre relacionada con el grado de amena-
za, vulnerabilidad o rareza a la que estd sujeta la planta. En el caso de la recoleccion de semillas
o esporas, el muestreo debe estar adaptado a la disponibilidad de germoplasma producido por
la poblacién en la localidad estudiada. La presion ejercida por la recoleccion debe calibrarse
cada vez y adaptarse a la evolucién o involucién de la poblacién. Por ello, la recoleccién ha de
atenerse a un protocolo determinado, considerando entre las diversas opciones, la posibilidad
de no proceder al muestreo o, por el contrario, de recoger todo el germoplasma disponible.

También la recoleccién de material vegetal para otros fines, por ejemplo el analisis bio-
légico-molecular, debe ser efectuada en los limites indicados por el protocolo en uso, y ser
adecuado para la conservacion in situ y las actividades de investigacion ex situ. En la recolec-
cién de semillas destinadas a la producciéon de semilleros, o bien a la conservacion ex situ, los
lotes generalmente no se mantienen separados para cada individuo, con el fin de evitar favo-
recer la presencia de determinados genotipos (ej. los mas productivos, los situados en lugares
mas accesibles, etc.), siendo recomendable recolectar una cantidad andloga de semillas de cada
individuo.

Como regla general nunca se debe recoger mas del 20% de las semillas disponibles el dia
que se trabaja de campo. Esto asegura que la poblacién no se dafie por recoleccion ex-
cesiva. La tinica excepcion a esta regla se produce en situaciones particulares, como por
ejemplo en el caso de la segura e inminente destruccion de la poblacion.

Para los taxones particularmente raros y/o amenazados, en el caso de que haya disponible
material ex situ, de primera generacion filial (F1) y sin hibridaciones, es posible utilizar
dicho material en las pruebas de germinacién para individualizar el protocolo mas efi-
caz (germinacidn y propagacion) y conservar todo el germoplasma recogido in situ, para
multiplicarlo una vez se hayan definido los protocolos.

Los taxones que hayan sido encontrados en un pequeflo 4mbito geografico, se deben
muestrear en mas puntos, con un incremento en el numero de individuos de cada locali-
dad, asi como un incremento en el nimero de propagulos de cada uno de los individuos
muestreados. En el caso de taxones muy raros de los que es imposible encontrar un nu-
mero elevado de individuos, se procederd a la recoleccién en diferentes épocas, mues-
treando asi mas cantidad de germoplasma de cada planta.

Los taxones que se desarrollan en espectros ecoldgicos amplios poseen mayor diversidad
genética. En estos casos es conveniente, por tanto, incrementar el nimero de poblaciones
o subpoblaciones a muestrear, considerandolas distintas entre ellas.

Las poblaciones de plantas perennes suelen estar constituidas por individuos de edad di-
ferente y poseen una estructura dependiente precisamente de la edad de la poblacién; en
este caso, los individuos deberan ser muestreados al azar, sin tener en consideracion ni el
tamafio ni la edad, con el fin de maximizar la diversidad genética existente.



Si las plantas tienen la capacidad de reproducirse vegetativamente, puede resultar ttil
recoger, ademas de las semillas, otros 6rganos vegetativos como bulbos, rizomas y tallos
lignificados para efectuar esquejes de las plantas (HEEDE ¢ LECOURT, 1989; HARTMAN &
KESTLER, 1983) que permitan su perpetuacion, y depurar asi estas técnicas de reproduc-
cion. Este tipo de regeneracion serd la mas recomendada cuando el taxén se encuentre
en grave peligro de extincion, y en tal caso se debera tener en cuenta que la cantidad de
material recolectado no merme en exceso la poblacién y la lleve a un estado de amenaza
mayor. Debera tenerse en cuenta que los momentos de recoleccidon de semillas (madurez)
y movilizacién de reservas con el consiguiente crecimiento vegetativo no coinciden; asi
pues en ocasiones se debe visitar las poblaciones en repetidas ocasiones a lo largo del afio
para las diferentes recolecciones de material vegetal, sobre todo con especies amenazadas
en las que prima el aprovechamiento al maximo del material recolectado.

Las plantas con fenologia sincrénica pueden ser muestreadas simultdneamente, cuando
previamente se haya realizado una precisa planificacion del trabajo de campo. Por otro
lado, cuando el periodo de floracién es muy amplio, no todos los individuos poseeran
las semillas en el mismo estado de maduracién cuando se realice el muestreo. La varia-
bilidad genética puede estar influenciada por los diferentes factores locales por lo que
es importante recoger muestras de plantas que se desarrollen bajo distintas condiciones
ambientales y ecolégicas.

Es necesario incrementar la recoleccion de los taxones que puedan presentar un elevado
polimorfismo. Las poblaciones de especies autégamas pueden presentar subpoblaciones
que justifiquen que el muestreo deba ser aleatorio.

En el caso de que la polinizacion sea anemofila se debe tener presente que cada planta con
varias flores puede ser polinizada con polen de distinta procedencia. Si la polinizacion es
zoofila, la fuente del polen puede ser la misma para varias flores (MARSHALL ¢ BROWN,
1983).

Se debe prestar especial atencion a las poblaciones aisladas o que se encuentren en su li-
mite de distribucién ya que puede ser que presenten variantes alélicas raras. En las zonas
de contacto entre subespecies se pueden encontrar también mayores variaciones gené-
ticas y morfoldgicas, resultado de la hibridacion y segregacion. Se deben considerar los
diferentes morfotipos de forma separada, en la medida en que esto sea posible. Las per-
sonas que realizan el muestreo, por tanto, deben de prestar especial atencién en las zonas
donde se puedan producir transiciones entre taxones. Es fundamental que los recolec-
tores indiquen cada posible cambio en la frecuencia y en la extensioén geografica de cada
una de los taxones, para formular las hipdtesis sobre las posibles causas dichos procesos
(VON BOTHMER ¢ SEBERG, 1995).



En resumen, y segun lo expuesto en este apartado, se recomienda:

Muestrear, cuando sea posible, no menos de 10 poblaciones de cada area ecoldgica y
geografica homogénea.

Muestrear, si es factible, aproximadamente el 50% de los individuos de cada poblacion.
Muestrear aleatoriamente, pero teniendo en cuenta las metapoblaciones en el caso en
que el habitat sea heterogéneo.

Muestrear la cantidad de semillas o de material vegetal de cada planta para poder asegu-
rarse el obtener una buena representatividad.

Recorrer de manera aleatoria la superficie a examinar e indicar en la ficha de campo la
metodologia que se ha empleado (recoleccion central, en linea diagonal, en los bordes,
etc.).

Tener en cuenta los diferentes parametros ambientales (altitud, exposicion, suelo, incli-
nacion, efecto de sombra) para obtener la mayor diversidad posible en la muestra.
Determinar las fases fenoldgicas en las que se encuentran los individuos, tanto en las
visitas preliminares a los lugares de recoleccién, como en el momento del muestreo, in-
dicandolas en la ficha de campo. Con esta informacion se podra realizar un calendario
fenolodgico, para monitorizar las variaciones del ciclo vegetativo afio tras afio y optimizar
de este modo el tiempo en las siguientes campanas de recoleccion.

Especificar en la ficha de campo los problemas y dudas surgidos durante el muestreo.



Matthiola bolleana (Brassicaceae) es un endemismo canario conocido inicamente en las islas
de Fuerteventura y Lanzarote. Se trata de una especie no amenazada ni protegida, para la cual
se han descrito niveles de variacion genética aloenzimatica moderado-altos (SANCHEZ & al.,
2004). Se muestrearon cinco poblaciones representativas de la distribucion conocida de este
taxon en Fuerteventura y tres en Lanzarote. En ausencia de informacion filogenética, la dis-
tribucion geografica llevo a considerar a las poblaciones distribuidas en cada isla como grupos
independientes de partida. Los datos genéticos poblacionales para esta especie refuerzan este
criterio, al estimar que las poblaciones de Lanzarote (G, = 0.074) estdn genéticamente mds
cohesionadas que las de Fuerteventura (G, = 0.234).

La heterogeneidad genética entre Fuerteventura y Lanzarote se manifiesta también en el
hecho de que, cuando consideramos todas las poblaciones indistintamente, el valor de G, es
mucho mayor (G, = 0.367) que el encontrado en cualquiera de las dos islas. Aplicando la for-
mula de HAMRICK & al. (1991) a estos datos, resultan valores de n = 3.17 = 4 (Fuerteventura);
n = 1.76 =~ 2 (Lanzarote) y n = 4.79 = 5 (M. bolleana sensu lato). En este caso, la suma de n para
cada una de las islas no coincide con el valor de n obtenido para toda la especie.

Localizacion espacial de las poblaciones de Ma-

o tthiola bolleana muestreadas en Fuerteventura
=1 % 1::3{ (izquierda) y Lanzarote (derecha) por SANncHEZ &
al. (2004). Las imagenes muestran a Matthiola

bolleana en la naturaleza (arriba), y fotografias

de la resolucion de las enzimas PGM (forfogluco-

333 - mutasa) y PGI (fosfoglucoisomerasa) (imagenes
0 cental e inferior, respectivamente).

Puesto que se detecté un buen nimero de alelos raros en la especie (ver criterios de rareza
estipulados en el apartado 2.3), éstos se utilizaron para decidir qué nimero de poblaciones
deberia muestrearse en cada isla. La representacion de las probabilidades de pérdida frente a
las frecuencias relativas medias de cada alelo indicé que la representatividad de una sola de las
poblaciones de M. bolleana en términos de alelos raros es de R = 0.504, claramente insuficiente
para el objetivo de obtener la maxima representatividad genética posible. La aplicacién de la
formulacién de probabilidades de pérdida (ver tabla adjunta) permitié establecer que para 5 de
los 17 alelos raros detectados, el drea de muestreo preferida seria Lanzarote, y Fuerteventura
para los 12 restantes. Es ilustrativo resaltar que los tinicos alelos para los que el calculo de las
probabilidades de pérdida parciales fue ttil en la seleccién de la isla de muestreo preferida son
Idhil-d y Pgm2-a, que estan presentes en poblaciones de Fuerteventura y Lanzarote. El resto de



alelos son o bien exclusivos de Fuerteventura (12 alelos), o bien de Lanzarote (3 alelos). Note-
mos que, si no se hubieran detectado alelos raros compartidos, la proporcion de poblaciones
de cada isla a incluir en el muestreo vendria dada directamente por los cocientes (n° de alelos
exclusivos de Fuerteventura/17) y (n° de alelos raros exclusivos a Lanzarote/17).

A partir de estos resultados, siguiendo el organigrama propuesto en el capitulo 2 (Figura
2.3), es facil calcular que las proporciones de poblaciones de Fuerteventura y Lanzarote en el
muestreo final deben de ser 0,7:0,3 respectivamente (12/17 y 5/17). De igual modo, para sa-
ber el nimero de poblaciones que deberian muestrearse en cada area, basta multiplicar estas
proporciones por 5, con el resultado de 3,5 poblaciones en Fuerteventura y 1,5 en Lanzarote.
Como no es posible muestrear décimas de poblacidn, una opcién para resolver este problema
consiste en examinar las poblaciones que contienen los alelos raros. En el caso de la isla de
Lanzarote, muestreando en CAB2 es muy probable capturar todos los alelos raros detectados
en la isla. Por lo tanto, a partir de este criterio cualitativo, la decision final de muestreo seria 1
poblacién en Lanzarote y 4 en Fuerteventura. Otra alternativa seria ajustar por exceso y mues-
trear 2 poblaciones en Lanzarote y 4 en Fuerteventura.

Fuerteventura Lanzarote
Locus/alelo 1 2 3 4 5 6 7 8
MDH1-1A 0,833 0,735 0,775 0,769 0,591 1,000 1,000 1,000

MDH1-1B* 0,000 0,029 0,000 0,038 0,000 0,000 0,000 0,000
MDH1-1C 0,167 0,235 0,225 0,192 0,409 0,000 0,000 0,000
MDH-2* 0,033 0,067 0,031 0,038 0,050 0,000 0,000 0,000
MDH-2B 0,233 0,100 0,188 0,135 0,250 0,000 0,000 0,000
MDH-2C* 0,000 0,000 0,188 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

MDH-2D 0,733 0,833 0,594 0,827 0,700 0,875 0917 1,000
MDH-2E* 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,125 0,083 0,000
[DH-1A* 0,000 0,000 0,000 0,769 0,591 0,000 0,000 0,000
IDH-1B 0,933 0,941 0,975 0,038 0,000 0,125 0,000 0,038
IDH-1C 0,033 0,059 0,025 0,192 0,409 0,000 0,000 0,000
IDH-1D* 0,033 0,000 0,000 0,000 0,000 0,688 0,583 0,846
[DH-1E* 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,188 0417 0.115
PGI-2A 0,800 0912 0,900 0,846 0,955 1,000 1,000 1,000
PGI-2B 0,200 0,088 0,100 0,154 0,045 0,000 0,000 0,000
GOT-1A 0,000 0,567 0,667 0,280 0,455 1,000 1,000 0,900
GOT-1B* 0,000 0,067 0111 0,520 0,364 0,000 0,000 0,000

GOT-1C 0,250 0,367 0,167 0,200 0,182 0,000 0,000 0,100



GOT-1D* 0,750 0,000 0,056 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

GOT-2° 0,000 0,118 0,100 0,208 0,091 0,000 0,000 0,000
GOT-2B 1,000 0,882 0,900 0,792 0,909 1,000 1,000 1,000
PGM-1A* 0179 0214 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PGM-1B 0,500 0,536 0,000 0,000 0,100 0,143 0,083 0,000
PGM-1C 0,321 0,179 0,500 0,808 0,550 0,643 0,500 0,538
PGM-1D 0,000 0,071 0,500 0,192 0,350 0214 0,333 0,462
PGM-1E* 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,083 0,000
PGM-2A* 0,000 0,000 0,025 0,019 0,000 0,000 0,083 0,154
PGM-2B 0,000 0,000 0,625 0,038 0,000 0,563 0917 0,846
PGM-2C 1,000 1,000 0,350 0,923 1,000 0,438 0,000 0,000

PGM-2D* 0,000 0,000 0,000 0,019 0,000 0,000 0,000 0,000
PGM-3A* 0,233 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PGM-3B 0,100 0,500 0,125 0,039 0,050 0,875 0,833 0,923
PGM-3C 0,667 0,500 0,875 0,961 0,900 0125 0,167 0,077
PGM-3D* 0,000 0,000 0,000 0,000 0,050 0,000 0,000 0,000
PGD-2A* 0.000 0.000 0.000 0,019 0,050 0.000 0.000 0.000
PGD-2b 1,000 0,882 0,947 0,923 0,800 1,000 1,000 1,000
PGD-2C* 0.000 0,118 0,053 0,058 0,150 0.000 0.000 0.000

Frecuencias alélicas para los 11 loci isoenzimaticos interpretados en las 8 poblaciones del endemismo
canario Matthiola bolleana (Sinchez & al., 2006). Los asteriscos marcan los alelos que cumplieron los
criterios de rareza expuestos en el texto. Los alelos enmarcados simbolizan los alelos exclusivos de
Fuerteventura (en sombreado) y Lanzarote (el resto).

Se ha seleccionado este ejemplo para poner de relieve el hecho de que, si aplicamos el cri-
terio de seleccion basado en alelos raros, los numeros de poblaciones a muestrear en cada sub-
divisiéon no coinciden necesariamente con los calculados con la formula de HAMRICK (1991)
para cada subdivisién. Esta formula se utiliza solamente para seleccionar el nimero total de
poblaciones a muestrear intensivamente segtin la metodologia expuesta, pero, si hemos detec-
tado suficientes alelos raros, parece justificado incorporar la nocién de probabilidad de pérdi-
da para obtener el numero concreto de poblaciones a muestrear en cada subdivision, por las
razones mencionadas en el capitulo 2. Segun esta aproximacion, los valores de n resultantes
de la féormula de Hamrick solamente serian estimadores directos del numero de poblaciones a
muestrear en cada subdivisién en caso de no hallarse alelos raros en la composicién genética
de nuestra muestra.
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Matthiola bolleana s. |I. Fuerteventura Lanzarote
Alelo Freq N L, L, freq N L, L, freq N L, L,
MDH-1b 0008 2 096 0873 0014 2 0947 0872
MDH-2¢ 0023 1 094 0684 0,038 1 0926 0,682 - - - -
MDH-2e 0026 2 0900 0,656 - - - - 0069 2 0750 0,649
IDH-1a 0170 2 0475 0,051 0272 2 0281 0,042 - - - -
IDH-1d 0269 4 0082 0007 0,007 1 0987 093 0,706 3 0,001 0,001
IDH-1e 0090 3 0568 0221 - - - 0240 3 0193 0193
GOT-1h 0133 4 0320 0103 0212 4 0,148 0,092
GOT-1d 0,701 2 0,654 0,183 0,161 2 0495 0,173
G0T-2a 0065 4 058 0343 0,103 4 0418 0,336
PGM-1a 0049 2 0818 0447 0,079 2 0,721 0,44 - - - -
PGM-1e 0010 1 0979 0846 - - - 0028 1 0945 0844
PGM-2a 003% 4 0751 0564 0,009 2 1,000 0915 0079 2 0848 0,610
PGM-2d 0002 1 099 0962 0,004 1 0,992 0,962
PGM-3a 0029 1 0943 0623 0,047 1 0,909 0,620
PGM-3d 0006 1 0988 0905 0010 1 0,980 0,904
PGD-2a 0014 2 0946 0801 0,035 2 0,869 0,704
PGD-2¢ 0054 4 0641 0410 0,095 4 0451 0,370

Probabilidades de pérdida observada (L ) y esperada (L ) para las ocho poblaciones de Matthiola bo-
lleana, y para las cinco poblaciones de Fuerteventura y las tres de Lanzarote consideradas separada-
mente. Para cada subdivision poblacional, N representa el nimero de poblaciones donde el corres-
pondiente alelo fue detectado. Las probabilidades de pérdida permiten decidir en el caso de los alelos
IDH1-a y PGM2-a que la region preferida de muestreo es Lanzarote.

A partir de los calculos realizados, puede realizarse una ordenacién descendente de las
ocho poblaciones incluidas en el analisis, en funcién de sus valores de A y He. Las cuatro po-
blaciones a seleccionar para el muestreo intensivo en Fuerteventura serian TALA, OVE], PS-
BR y CRUZ. Aunque la ordenacion para Lanzarote sitia a CAB2 en segundo lugar, recorde-



mos que se opt6 por incluirla como tnica representante de esta isla, por ser la poblacién cuyo
muestreo intensivo permitiria la captura de todos los alelos raros detectados en ella. Vemos
pues que, como se ha mencionado en el capitulo 2, aunque los criterios cuantitativos explica-
dos son resolutivos en muchas situaciones, en otros casos la decision final puede depender de
circunstancias que los analisis matematicos no reflejan ni permiten decidir, o de factores que
no estan relacionados con variables moleculares. Por ejemplo, si alguna de estas ocho pobla-
ciones estuviera distribuida en un habitat ecoldgico radicalmente diferente, seria aconsejable
muestrearla independientemente de lo que resulte del analisis cuantitativo, porque podria ha-
ber desarrollado diferenciaciones genéticas no detectadas con el marcador molecular neutral
empleado.

TALA F 25 0,270 1
OVEJ F 24 0,294 2
PSBR F 23 0,322 3
CRUZ F 23 0,287 4
FAJA F 20 0,249 5
CAB1 L 1,6 0,187 1
CAB2 L 1,6 0,168 2
FAMA L 15 0,128 3

Ordenacion de las poblaciones por isla (F: Fuerteventura, L: Lanzarote) de mayor a menor idoneidad
para el muestreo intensivo de variabilidad genética segin sus valoresde Ay H..






3. Biologia reproductiva







El interés por la conservacion de los recursos vegetales ha potenciado el desarrollo y la aplica-
cién de diversas técnicas de conservacion in situ, como la proteccion de los ecosistemas para
conservar la diversidad de genes, especies o procesos ecologicos; y ex situ, a través de colecciones
dispuestas en jardines botdnicos o bancos de germoplasma (MozA & BHATNAGAR, 2007). Con
frecuencia, el material de las colecciones ex situ apoya estrategias de conservacion in situ, con
el fin de mantener a largo plazo las poblaciones de plantas en su entorno (GIVEN, 1987; FALK ¢
al., 1996). Sin embargo, parte de ese esfuerzo de conservacidon puede desaprovecharse si los in-
dividuos de las poblaciones naturales o aquellas obtenidas a partir de germoplasma presentan
limitaciones reproductivas, por lo que cualquier estrategia de conservacion de plantas deberia
considerar, entre otros aspectos, aquellos relacionados con su biologia reproductiva (ver Boscu
& al. 1998; BERNARDELLO & al., 1999, 2004; EVANS ¢ al., 2003; GAUDEUL & TILL-BOTTRAUD,
2004). En este capitulo se exponen algunos de los principales factores a tener en cuenta a la
hora de abordar la biologia reproductiva de plantas silvestres, revisando los principales tipos
de sistemas de reproduccion en plantas y algunas técnicas sencillas, rdpidas y de bajo coste
para su conocimiento. De forma complementaria, en este capitulo se resumen los procesos de
dispersion de semillas y las propiedades de los bancos de semillas del suelo.

La biologia reproductiva de las plantas abarca un gran numero de elementos relacionados con
las caracteristicas de la reproduccion, que van desde el desarrollo de la flor hasta la supervi-
vencia de las plantulas: desarrollo de los gametos, caracteristicas de la flor, edad de floracion,
sistema reproductivo, mecanismo de polinizacién, dispersién de semillas, germinacion de las
semillas o supervivencia de las plantas, etc. (BARRET, 1998; MOZA ¢ BHATNAGAR, 2007). En
los ultimos afios, las disciplinas que engloba esta materia se han diversificado enormemente
(PEREZ DE PAz, 2003), por lo que ha aumentado la dificultad de componer toda la informacién
sobre el mecanismo de reproduccién de una determinada especie. Sin embargo, el sistema re-
productivo es, entre otros, un punto clave de la biologia de una especie, que puede estudiarse
de manera relativamente sencilla, y que proporciona conocimiento ttil para la actividad de un
banco de germoplasma, por diversas razones.

En primer lugar, uno de los objetivos de cualquier banco de germoplasma consiste en la
conservacion de la diversidad genética, la cual estd regulada por factores geograficos, ecold-
gicos, historicos, o de la propia vida de la planta, como su estrategia reproductiva (HAMRICK
& al., 1979; HAMRICK ¢ GODT, 1996B). La informacién sobre el sistema reproductivo ayuda a
conocer mejor la extension y distribucion de la diversidad genética y, en consecuencia, permite
mejorar la planificacién de la recoleccién (Zoro & al., 1998; Rao ¢ HODGKIN, 2002).

En segundo lugar, un banco de germoplasma debe mantener la disponibilidad del material
en su coleccidn, pues con frecuencia se distribuye para usos cientificos, o pierde progresiva-
mente la viabilidad. En estos casos se requiere de una continua reposiciéon de material fres-
co que no es posible obtener en las poblaciones naturales (ej., porque han desaparecido). El
desarrollo de estrategias de regeneracién de semillas, consistente en reemplazar las semillas
del banco de germoplasma a partir del cultivo y de la propagacion de las semillas de la propia



coleccidén, supone una alternativa a la recoleccion en poblaciones naturales y en situaciones cri-
ticas. Esta actividad ha sido tradicionalmente recomendada en colecciones de germoplasma de
plantas cultivadas, si bien su aplicaciéon puede provocar importantes mermas en la variabilidad
genética inicial. Entre las diferentes aproximaciones para conocer la implicacion de estas estra-
tegias, es necesario elaborar estudios experimentales sobre el sistema reproductivo de la planta
(PORCEDDU & JENKINS, 1982; LAWRENCE, 2002), los cudles pueden ser de especial utilidad en el
caso de plantas en peligro de extincién.

Finalmente, la deteccién de fendmenos que reducen la cantidad y la calidad del material
de recoleccion (ej., limitacién de polen y depresion por endogamia) puede abordarse con un
estudio del sistema reproductivo que, a su vez, permita el diseflo de estrategias de actuacién
orientadas a paliar los déficit en este sentido (JOHNSON & al., 2004; TAKAGAWA & al., 2006;
UESUGI & al., 2007).

El sistema reproductivo de las plantas comprende las estructuras reproductivas y los procesos
que afectan a la fecundidad y a la composicién genética de la descendencia de una planta (Ba-
RRET & ECKERT, 1990; DAENI & al., 2005). En términos generales, las plantas pueden repro-
ducirse de forma sexual o asexual, y s6lo en el primer caso es posible incorporar variabilidad
genética en la descendencia (GRANT, 1989). La reproduccidn asexual puede ser vegetativa o por
agamospermia (produccién de semillas sin fecundacién previa). En la reproduccion sexual se
pueden producir semillas por autogamia, a partir de la fertilizacion de los 6vulos con polen de
la propia flor; alogamia, a partir de la fertilizacién de los 6vulos con polen de otra flor de la mis-
ma (geitonogamia) o de una planta distinta (xenogamia); o bien por una mezcla de autogamia
y alogamia (RICHARDS, 1997).

Con frecuencia, la alogamia se ve favorecida por fenémenos como la dioecia (sexos sepa-
rados en distintos pies), la hercogamia (separacién espacial de los 6rganos masculinos y fe-
meninos), la dicogamia (separacién temporal en la maduracion de los 6rganos masculinos y
femeninos), o el sistema de auto-incompatibilidad (incapacidad de una planta fértil de producir
zigotos después de ser polinizada con polen propio) (NETTANCOURT, 1977; LLOYD ¢ WEBB,
1986; WEBB ¢ LLOYD, 1986). En contraste, la ausencia de hercogamia, dicogamia y del sistema
de auto-incompatibilidad facilita la autogamia en las plantas de flores hermafroditas (SCHOEN,
1982; GOTTLIEB, 1984; HOLTSFORD & ELLSTRAND, 1989; RUNIONS ¢ GEBER, 2000).

Las diferencias en el sistema reproductivo suelen correlacionarse con otras caracteristicas
reproductivas y ecoldgicas de las plantas. Asi, las plantas autégamas tienen flores de menor ta-
maio y producen menor cantidad de polen que las flores de plantas alégamas con las que estan
emparentadas (RITLAND & RITLAND, 1989; ORTEGA-OLIVENCIA ¢ DEVESA, 1993; SCHOEN &
al., 1997; RUNIONS ¢ GEBER, 2000; GOMEZ, 2002; JURGENS & al., 2002; ELLE ¢ CARNEY, 2003;
THOMPSON, 2005), mientras que las plantas autdgamas suelen ser colonizadoras de habitats
degradados o propias de los primeros estados sucesionales de la vegetacion, siendo las plantas
alégamas caracteristicas de estados sucesionales mds tardios (BAKER, 1955; CRUDEN, 1977).

Paravalorar la principal estrategia reproductiva de una planta se puede recurrir a diferentes
técnicas, como los marcadores moleculares (OjA, 2005; PASTORINO & GALLO, 2006) 0, COMO se



explica en este capitulo, el calculo del cociente polen-évulo (PROTOCOLO 1) y los cruzamien-
tos experimentales (PROTOCOLO 2). Hay que tener en cuenta que el resultado del estudio de
una poblacién de una planta no siempre puede aplicarse al conjunto de las poblaciones de la
especie (DAENI &~ al., 2005), ya que el sistema reproductivo puede variar a lo largo de gradientes
geograficos y/o ecoldgicos, como se ha visto en Helleborus foetidus L. (HERRERA & al., 2001),
Buxus balearica Lam. (LAZARO & TRAVESET, 2005) o Cyclamen balearicum Willk. (AFFRE &
al., 1995) y, especialmente, bajo condiciones de estrés (RUNIONS & GEBER, 2000).

El sistema reproductivo es un factor que afecta significativamente a la extension y distribucién
de la diversidad genética y puede proporcionar informacion sobre la distribucién genotipica en
las poblaciones. En general, las especies autégamas, comparadas con las xendgamas, tienen un
nivel menor de diversidad genética total, menor variacién genética intra-poblacional y mayor
diferenciacién genética inter-poblacional (HAMRICK ¢ GODT, 19964). Estas consideraciones
son importantes cuando se desarrollan estrategias de recoleccién del germoplasma enfocadas
al mantenimiento de la diversidad genética de recursos vegetales (RAo & HODGKIN, 2002).

Aunque existen numerosos ejemplos de plantas que cumplen las generalidades arriba men-
cionadas (en Phlox, LEVIN, 1978; en Plectritis, LAYTON ¢ GANDERS, 1984; en Zeuxine y Eulo-
phia, SUN & WONG, 2001), se conocen algunas excepciones. Por ejemplo, hay casos de espe-
cies autégamas y xenodgamas con niveles similares de variacién genética intra-poblacional e
inter-poblacional (en Limnanthes, ARROYO & KALIN, 1975), autégamas con mayor diversidad
genética total que sus xenégamas relacionadas (en Triticum, HILLEL & al., 1973) 0 xen6gamas
con gran variacién inter-poblacional (en Gliricida, CHALMERS & al., 1992). Esta aparente con-
tradiccion se explica porque hay ademas otros factores ecoldgicos, geograficos o histéricos que
afectan a la diversidad genética (HAMRICK ¢» GODT, 1996B) y pone de manifiesto que la infor-
macidn del sistema reproductivo es complementaria a la de los analisis genéticos que evaliian
la diversidad genética.

Uno de los desafios de las estrategias de regeneracion de semillas consiste en que el nuevo lote
de semillas que reemplaza al anterior mantenga la integridad genética. Si bien los bancos de
germoplasma deberian minimizar siempre las actividades de regeneracion, en ocasiones ésta
se hace necesaria. En ese caso, se planean métodos adecuados para cultivar y propagar las
semillas, que difieren en funcién del sistema reproductivo de la planta (LAWRENCE, 2002). La
integridad de las muestras de las especies autégamas se puede preservar mediante el cultivo y
reproduccién de una sola semilla. De esta manera cada individuo de la generacién de partida
queda representado en la generacidn siguiente. En contraste, este método no es aplicable a es-
pecies xendgamas, ya que cada planta es diferente de las plantas de la siguiente generacién. En
estas plantas, controlar experimentalmente la contribucién reproductiva de cada parental a la
siguiente generacion es fundamental para evitar la pérdida de diversidad genética (PORCEDDU
& JENKINS, 1982; SCHOEN & BROWN, 2001).



Para las plantas xendgamas de polinizacién entomofila, el tamafio poblacional y la densidad
de plantas estd estrechamente relacionado con la atraccién y la actividad de los polinizadores
(MOELLER & GEBER, 2005). Dado que las poblaciones pequefias pueden ser menos atractivas
para los polinizadores, la reduccion del tamafio poblacional resulta en un descenso de la pro-
duccién de frutos y semillas debido a una insuficiente transferencia de polen (LAMONT ¢ al.,
1993). En esta situacion, algunas estrategias de conservacion proponen la realizacién de polini-
zaciones cruzadas manuales para elevar la produccién de semillas en las poblaciones naturales
(en Argyroxiphium sandwicense DC., WALKER ¢ POWELL, 1999; en Oxyanthus pyriformis (Ho-
chst.) Skeels, JOHNSON ¢ al., 2004).

En algunas especies predominantemente xendgamas se produce un incremento en la inci-
dencia de la autogamia ante la escasez y la baja disponibilidad de polinizadores, como en Bland-
fordia grandiflora R .Br. (RAMSEY ¢ VAUGHTON, 1996) o Fuchsia magellanica Lam. (TRAVESET
& al., 1998). Existen plantas en las que la autogamia puede llegar a ser el principal modo de
reproduccion en las poblaciones donde falta el polinizador habitual de la especie, mientras que
la xenogamia es el mecanismo mayoritario en aquellas poblaciones donde si aparece, como en
Medicago citrina (Font Quer) Greuter (PEREZ-BANON & al., 2003).

A diferencia de la xenogamia, la reproducciéon por autogamia no genera varianza genética y au-
menta la homocigosis en la descendencia, incrementando la probabilidad de que se expresen
mutaciones deletéreas recesivas o parcialmente recesivas (CHARLESWORTH & CHARLESWORTH,
1987). Este fendmeno se conoce como depresién por endogamia y puede provocar efectos negati-
vos en diversas fases del ciclo reproductivo como la produccién y calidad de las semillas o el creci-
miento y supervivencia de las plantulas (DUDASH & FENSTER, 2001; SEVERNS, 2003). Hay muchos
ejemplos de plantas afectadas de depresién por endogamia, como Swertia perennis L. (LIENERT ¢
FISCHER, 2004), Chamaecrista keyensis Pennell (L1u & KOPTUR, 2003) o Platanthera leucophaea
(Nuttall) Lindley (BOwLES & al., 2002), en las que se presenta una reduccion de la produccién y
germinacion de semillas obtenidas por autogamia con respecto a las producidas por xenogamia.

Como solucién para evitar la reduccion del desarrollo de las plantas en poblaciones que ma-
nifiestan depresion por endogamia, en ocasiones se ha propuesto la introduccién de variabili-
dad genética en la poblacién, a través de la incorporacion de polen o semillas de plantas de una
poblacién diferente (MADSEN & al., 1999; TALLMON & al., 2004). Sin embargo, esta estrategia
modifica la estructura genética original de la poblacién y puede generar fenémenos de depre-
sién por alogamia (la descendencia originada por cruces entre plantas distantes presenta me-
nor desarrollo que la proveniente de cruces entre plantas proximas) (HEDRICK & KALINOSWKI,
2000; TAKAGAWA & al., 2006).

La depresion por endogamia puede estimarse con informacién genética obtenida con mar-
cadores moleculares (ECKERT ¢ BARRETT, 1994), 0 como se expone en este capitulo, a partir de
datos procedentes de cruzamientos experimentales (PROTOCOLO 2 y PROTOCOLO 4).



El P/O es un parametro que estima el tipo de sistema reproductivo de un taxén (CRUDEN, 1976,
1977), mediante la relacion entre la produccion de polen y la de 6vulos por flor. Este valor refleja
la eficiencia de la flor en la transferencia de polen y es mas bajo cuanto mas eficaz es ésta. Los
valores mas bajos de P/O corresponden a plantas de flores cleistdgamas (flores que no se abren
e inevitablemente son autégamas), mientras que a las xendgamas se les atribuyen los valores de
P/O mas altos (Tabla 4). A pesar de que el P/O predice con cierta fiabilidad el sistema reproduc-
tivo de cada especie es conveniente estudiar en profundidad cada caso, pues se conocen situa-
ciones en las que el tipo de sistema reproductivo estimado con el P/O no se corresponde con el
real de la planta (TALAVERA & al., 1993; AFFRE ¢ THOMPSON, 1999; JURGENS & al., 2002).

Para el célculo del P/O se seleccionan entre 10-20 flores de plantas distintas de cada pobla-
cién. El nimero de granos de polen se puede obtener de manera automatica, con un aparato
contador de particulas (ver DAENI & al., 2005) o de forma manual. En este dltimo caso, se debe
introducir una antera atin no abierta en un tubo eppendorf, y después depositar un volumen
conocido de agua con una gota de jabdn, para evitar la adhesion de los granos de polen a las pa-
redes del tubo. La antera se abre y se vacia de polen con unas pinzas, y la solucién resultante se
mezcla en un vortex. Se extrae un minimo de tres submuestras de la solucién, se colocan sobre
un portaobjetos y se cuentan todos los granos de polen de cada submuestra bajo un microsco-
pio optico. La produccion de polen por antera se obtiene multiplicando la media del recuento
de polen de las submuestras por el factor de dilucién. El nimero de granos de polen por antera
se multiplica por el nimero de anteras para obtener la produccién de polen por flor. Para el
célculo del nimero de évulos se disecciona el ovario bajo el microscopio estereoscopico y se
cuentan todos los évulos. E1 P/O de cada flor se calcula dividiendo el valor de la producciéon de
polen por el numero de 6vulos, y finalmente se obtiene un valor medio de P/O a partir de todas
las muestras.

Cleistogamia 47 +0,7
Autogamia obligada 27,7+3,1
Autogamia facultativa 168,5 + 22,1
Xenogamia facultativa 796,6 + 87,7
Xenogamia 5859,2 + 936,5

Tabla 4. Tipos de sistemas de cruzamiento con los valores medios de P/0 segtin Cruoen (1977).



Este ensayo, que permite evaluar el sistema reproductivo de una especie, requiere seleccionar
un minimo de 10 plantas de cada poblacién, sobre las que se realizan los siguientes ensayos de
polinizacién (Tabla 5): (1) agamospermia (las flores se emasculan y embolsan sin polinizar),
para evaluar la capacidad de reproduccién asexual; (2) auto-polinizacién auténoma (las flores
se embolsan sin polinizar) para evaluar la capacidad de produccién de frutos y semillas sin que
medien agentes externos; (3) auto-polinizacién (las flores se embolsan y polinizan con su pro-
pio polen) para la determinacién de auto-incompatibilidad; (4) geitono-polinizacion (las flores
se emasculan, embolsan y polinizan con polen procedente de otra flor de la misma planta) para
la determinacién de auto-incompatibilidad; (5) polinizacién (las flores se emasculan, embol-
san y polinizan manualmente con polen procedente de otra planta) para evaluar la capacidad
de produccién de frutos y semillas cuando median agentes externos; (6) control (las flores se
marcan y dejan libres para la polinizacién natural) para evaluar la capacidad de produccién de
frutos y semillas bajo condiciones naturales (ver figura 3.1).

A continuacion se indican algunas consideraciones necesarias para el desarrollo de los ensa-
yos de polinizacion, basadas en DAENI (1992): (1) la emasculacion se realiza antes de la apertura
de las anteras con unas pinzas finas, para evitar la contaminacion de polen en el estigma; (2)
las bolsas evitan la polinizacion de la flor por medio de agentes externos, y se colocan siempre
antes de la apertura de la flor, se retiran para polinizar si lo requiere el tratamiento, se vuelven
a colocar y no se retiran hasta la marchitez de la flor; (3) el embolsamiento se realiza con bolsas
de malla que eviten cualquier efecto lateral (ej., la entrada de polinizadores, reduccion de la luz,
aumento de humedad y temperatura, infestacién con hongos o insectos o interferencias en la
antesis floral); (4) las polinizaciones deben realizarse con polen viable (ver apartado 4.4.4) y en
el momento en el que el estigma es receptivo (PROTOCOLO 3); (5) en plantas que producen
una cantidad suficiente de flores, las polinizaciones artificiales y el control deben hacerse sobre
la misma planta para minimizar los efectos de la variabilidad intraespecifica; (6) sdlo se debe
utilizar una fraccién pequena (cerca del 20% o menos) del namero total de flores de cada in-
florescencia o planta para prevenir el aborto de los évulos previamente fertilizados por falta de
disponibilidad de recursos.

Finalmente, el sistema reproductivo de la planta se evalta en relacién con el éxito reproduc-
tivo obtenido en cada ensayo de polinizacién, en funcién de la cantidad y calidad de los frutos y
semillas producidos. Para ello, para cada tratamiento se calcula un porcentaje de fructificacion
y de fecundacion, y se pesan las semillas obtenidas. El porcentaje de fructificacion resulta de
dividir el niimero de frutos producidos por el numero total de flores tratadas; y el porcentaje de
fecundacion dividiendo el nimero de semillas producidas en el numero total de évulos conte-
nidos en las flores tratadas.

El tipo de sistema reproductivo puede describirse a través del calculo del indice de auto-
polinizacién automatica (IAS) y del indice de auto-incompatibilidad (ISI). EITAS se obtiene di-
vidiendo el porcentaje de fructificacién y/o fecundacion de la auto-polinizacién auténoma por
el porcentaje de fructificacién y/o fecundacién xendgama, respectivamente. El ISI se obtiene
como el cociente entre el porcentaje de fructificacion y/o fecundacién de la auto-polinizacién
y el porcentaje de fructificacion y/o fecundacién xendgama, respectivamente. Los valores del
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Figura 3.1 - Cruzamientos experimentales en Narcissus cavanillesii A. Barra & G. Lopez.

IAS y del ISI por encima de 0.2 indican capacidad de auto-polinizacién auténoma y auto-com-
patibilidad, respectivamente (RU1z-ZAPATA & ARROYO, 1978; JAIMES ¢ RAMIREZ, 1999).

Ensayo de polinizacion Procedencia polen
+ + - -

Agamospermia

Auto-polinizacion auténoma - + - Misma flor (espontanea)
Auto-polinizacién - + + Misma flor (activamente)
Geitonogamia + + + Otra flor de la misma planta
Xenogamia + + + Otra planta

Control - - - Diverso

Tabla 5. Caracteristicas metodoldgicas de los ensayos de polinizacion, basado en BoscH (1999).

PROTOCOLO 3: Receptividad estigmatica

El éxito del ensayo de los cruzamientos experimentales dependera, en parte, de que las polini-
zaciones se realicen sobre un estigma receptivo, es decir, capaz de promover la germinacion de
los granos de polen, y que se caracteriza por presentar una alta actividad enzimatica (DAFNI &
MAUES, 1998). Este ultimo hecho ha servido como base para el desarrollo de diversos ensayos
que determinan la receptividad del estigma a partir de la identificacién de la actividad de de-
terminados enzimas como las peroxidasas, estrasas, oxidadas o fosfatasas (KNOX & al., 1986;
DAFNI, 1992; KEARNS ¢ INOUYE, 1993).

Una técnica sencilla para estimar si el estigma es receptivo consiste en colocar el pistilo
previamente separado de una flor en la depresién de un portaobjetos excavado, para después
cubrirlo con una solucién de 1% de benzidina (debe manipularse con precaucién por ser can-
cerigena) en 60% etanol, perdxido de hidrégeno y agua. El estigma receptivo presenta peroxi-

125

Foto |. Marques & D. D. Draper



dasas que rompen el peréxido de hidrégeno y desencadenan la oxidacién de la benzidina que
adquiere un color azul. De manera mas sencilla, se puede sumergir el pistilo en una solucién
de perdxido de hidrégeno (3%), y observar si se producen burbujas en el estigma, provocadas
por la actividad de las peroxidasas, lo que indica que el estigma es receptivo. Segtin DAENI & al.
(2005), cuando se realiza este ensayo se debe: (1) utilizar estigmas no polinizados (pueden dar
falsos resultados), por lo que hay que embolsar las flores antes de la antesis; (2) usar flores de
diferentes plantas y en distintos estados de desarrollo, pues la receptividad del estigma puede
variar con la edad de la flor; (3) utilizar estigmas no daiados (pueden dar falsos resultados); (4)
trabajar con una temperatura entre 25-35° C.

Adicionalmente a los métodos de identificacién de actividad enzimadtica (ver mas métodos
en DAFNI & al., 2005), la receptividad del estigma puede evaluarse con otras técnicas basadas en
la deteccién de cambios morfologicos del estigma, germinacion de los granos de polen o produc-
ci6on de semillas después de la polinizacion del estigma (ver DAFNI 1992; DAENI & al., 2005).

El nivel de depresién por endogamia se estima a partir de los resultados del ensayo de los
cruzamientos experimentales comentados en el PROTOCOLO 2 (porcentaje de fructificacion,
porcentaje de fecundacién y del peso de las semillas), aunque se pueden usar otros componen-
tes del desarrollo de la planta, como la germinacion de las semillas. El coeficiente de depresién
por endogamia (6) se calcula mediante la férmula:
d=1-(w/w)

donde w,_es el desarrollo de la progenie autégama obtenida por auto-polinizacién (o geito-
no-polinizacién) y w_es el desarrollo de la progenie xenégama obtenida por polinizacion
(SCHEMSKE ¢ LANDE, 1985; CHARLESWORTH ¢ CHARLESWORTH, 1987). El valor del coeficiente
de depresién por endogamia normalmente oscila de cero a uno. El valor cero indica que no hay
depresion por endogamia, un valor negativo indica que el desarrollo de la progenie autégama
es mayor que el de la xenégama, mientras que un valor positivo indica lo opuesto.

Es posible calcular un valor acumulativo de § que consiste en restar a uno el producto del
cociente del valor de desarrollo de la progenie autégama entre el de la xendégama para: (a) el
porcentaje de fructificacion, (b) el porcentaje de fecundacion, (c) el peso de la semilla, o (d)
cualquier otro componente del desarrollo de la planta (NAVARRO & GUITIAN, 2002), segtin la
férmula:

S=1-[(w /w )xw /w )xw Iw )x W, /w )

Hay que tener en cuenta algunos aspectos cuando se evaliia la depresion por endogamia:
(1) el nivel de depresién por endogamia puede variar en funcion de las condiciones en las que
se encuentra la planta, por ejemplo, las plantas cultivadas en invernadero pueden mostrar un
nivel inferior al que exhibirian en condiciones naturales (CHARLESWORTH ¢» CHARLESWORTH,
1987; DUDASH, 1990); (2) las especies autdgamas suelen expresar la depresion por endogamia
tarde en el ciclo de vida, mientras que en las xendgamas la expresion de la depresion por endo-
gamia se produce a lo largo de todo el ciclo de vida (HUSBAND & SCHEMSKE, 1996).



El resultado ultimo de las diferentes estrategias de reproduccion existentes en las plantas se
basa en la formacién de nuevos individuos, con el propdsito de perpetuar la especie, y ofrecer
sistemas de adaptacion al medio basados en la variabilidad genética. Todo ello no seria posi-
ble sin la ayuda de sistemas de propagacion del material germinativo, a través de procesos de
dispersion muy variados. Debido a que las caracteristicas del germoplasma (principalmente
semillas y frutos de plantas vasculares) estan directamente relacionadas con los mecanismos de
dispersion propias de cada especie, la comprension de estos aspectos resulta de especial interés
cuando se elaboran estrategias de conservacion de plantas, ya sean éstas in situ o ex situ.

Sobre la base de la estructura externa de semillas y frutos, WERKER (1997) sintetiz6 las princi-
pales estrategias de dispersion activa y pasiva, que se describen a continuacion.

Dispersion determinada por el viento y caracteristica de semillas ligeras, a menudo dotadas de
apéndices que aumentan su superficie (figura 3.2). Tipica de numerosas familias y en particular
de Apiaceae, Asteraceae, Orchidaceae, Poaceae y Scrophulariaceae.
Los apéndices pueden ser de naturaleza diversa:
- Pelos cubridores de la totalidad o parte de la superficie de la semilla (p.ej. Platanus, Ne-
rium oleander, etc.)
- Pelos simples o plumosos formando un mechén o una corona de pelos denominado vilano
(¢j. Taraxacum, Crepis, Sonchus, Hieracium)
- Cola plumosa (ej. Clematis, Anemone, etc.)
- Alas (p.ej. Bignonia, Tilia, Fraxinus, Acer, etc.)

Muchas semillas y frutos de especies acuaticas flotan sobre el agua, siendo desplazadas por la
corriente (ej. Posidonia, Nuphar, etc.); otras pertenecientes a especies no acuaticas (ej. Anchusa
formosa Selvi, Bigazzi & Bacch., Pancratium maritimum L.) pueden ser transportadas por las
precipitaciones, por cursos de agua o por mareas, dispersandose a distancias considerables.

La autocoria es un tipo de dispersion por la cual la didspora esta originada por la propia planta.
El método pasivo de dispersion por el cual los frutos o las semillas caen en las proximidades de
la planta madre por gravedad, siendo arrastradas hacia abajo se denomina barocoria. Las se-
millas asi dispersadas pueden, en un segundo tiempo, ser comidas por animales que aseguran
de este modo su dispersion (diplocoria). Por otro lado, las especies geocoras no dispersan sus
semillas, sino que entierran sus frutos, asegurando asi su conservacion en el lugar (ej. Morisia
monanthos (Viv.) Ascherson, Arachis hypogaea L., Trifolium subterraneum L.). La maduracién
de algunos frutos secos viene acompafiada de un “lanzamiento” de sus semillas (balistocoria)
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Figura 3.2 — Adaptaciones para la dispersion de semillas por (a) anemocoria (cipselas con vilano de
Aster pyrenaeus Desf ex DC.), (b) hidrocoria (fruto flotante de Nuphar luteum (L.) Sm. subsp. pum-

ilum (Timm) Bonnier & Layens), (c) autocoria (Hura crepitans L.) y (d) zoocoria (myrmecoria, Polyga-
la sardoa Chodat).

(ej. Cytisus scoparius (L.) Link., Acanthus mollis L., Cardamine, Geranium, etc.). En Hura cre-
pitans L., el fruto explota en 18 piezas con tal violencia que las semillas, de 1 cm de grosor, son
proyectadas a 25 metros. En Mercurialis annua L., las semillas son también proyectadas a una
distancia media de 15 cm (Liscr & PACINT, 1997). El poder de diseminacion de semillas a través
de este mecanismo es mucho mds limitado respecto al producido por la dispersion a través del
viento, el agua o los animales.

Zoocoria
La zoocoria es la dispersién producida por animales, jugando éstos un papel activo (principal-
mente a través de la endozoocoria) o un papel pasivo (epizoocoria).

En el caso de la endozoocoria, las semillas estin siempre contenidas en el interior de frutos o
pseudofrutos carnosos, consumidos por animales frugivoros (ej. Ficus carica L., Fragaria vesca
L., Pyrus, Malus, Phoenix, etc.). Después de ser expulsadas con las heces, las semillas germinan
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facilmente, una vez que sus tegumentos han sido atacados por los acidos gastricos en el transito
por el aparato digestivo del animal.

La epizoocoria actlia en aquellas semillas provistas de un sistema de enganche macro o
microscopico, mediante setas, pelos o uncinulos que permiten fijarse a los pelos o a las plumas
del animal (ej. Xanthium strumarium L., Agrostemma githago L., etc.). Por otro lado, y de un
modo mas sencillo, los animales transportan las semillas a través de la tierra pegada a sus patas
0 a Su cuerpo.

Las hormigas merecen un tratamiento aparte, no actuando ni por endozoocoria ni por epi-
zoocoria propiamente dicha. Estos himendpteros transportan, entre sus mandibulas, un gran
nimero de semillas, en particular aquellas provistas de apéndices ricos en aceites, de los cuales
se nutren (ej. Euphorbia). Este tipo de dispersion se denomina mirmecocoria.

En las semillas de algunos frutos secos se encuentra un apéndice, no involucrado en la ger-
minacién, cuya funcién principal es la de atraer a los animales dispersadores, normalmente
hormigas, y mas raramente aves (LiscI & al., 1996). Este apéndice fue llamado eleosoma por
SERNARDER (1906) por su contenido en lipidos, y en algunos casos se ha identificado como ca-
runcula, estrofiolo, etc. No obstante, independientemente del nombre y su origen anatémico,
su funcioén es principalmente ecoldgica, facilitando la dispersion de las semillas mediante hor-
migas, las cuales encuentran en el eleosoma una recompensa comestible (Lisct & al., 1996).

Los eleosomas son protuberancias que se encuentran en el extremo de la semilla, siem-
pre de colores claros, que contrastan con el resto de la semilla, normalmente de color oscuro,
marrén o negro. Estan constituidos por células muertas cuyo citoplasma acumula reservas
lipidicas. Los eleosomas son delicados y facilmente extraibles por las hormigas u otros ani-
males. Las reservas que contienen consisten generalmente en lipidos, si bien en algunos casos
también proteinas, como en el caso de Cirsium arvense (L.) Scop., Cytisus scoparius, Euphorbia
cyparissias L., Centaurea parlatoris Heldr.; o también almidén, como en Euphorbia lathyris L.,
Lamium purpureum L., o Tussilago farfara L. En Centaurea jacea L., las recompensas para los
dispersadores consisten tan solo en proteinas, por lo que estas estructuras no se denominarian
propiamente eleosomas (L1scI & al., 1996.; VIEGI & al., 2003).

Al medir el contenido calédrico de la semilla entera y del eleosoma, se ha comprobado que
este tltimo contiene siempre cerca de un tercio de la energia total de la semilla, independiente-
mente del grupo sistematico estudiado (Lisc1 & al., 1996). Entre los frutos secos con eleosoma
en el ambito mediterraneo destacan los géneros Euphorbia, Viola, Chelidonium, Corydalis, Me-
lampyrum, Trillium o Vulpia (BEATTIE & LYONS, 1975; ARONNE & WILCOCK, 1994; LiscI & al.,
1996). También se encuentran eleosomas en los aquenios de algunas Asteraceae, como Sylibum
marianum (L.) Gaertn., en algunas especies del género Centaurea, y también en las semillas de
algunos frutos carnosos (ej. Rhamnus alaternus L.).



Independientemente de la dispersién, que es su funcién primaria, los eleosomas pueden indi-
rectamente estar implicados en una o mas de las siguientes funciones:
Permiten evitar la depredacién de otros animales, ya que las hormigas hacen desaparecer
las semillas del suelo apenas son dispersadas por la planta madre.
Las semillas depositadas por las hormigas en el nido son protegidas del fuego y de las
altas temperaturas.
Sirven para evitar la competencia intraespecifica, al ser las semillas alejadas de la planta
que las ha producido.
Las paredes de las células de los eleosomas pueden ser espesas, conteniendo pectinas,
esto es, moléculas que consiguen absorber y retener el agua que servira durante el inicio
del proceso de la germinacién (BIANCHINI ¢ PACINI, 1996).
Gracias a estas paredes espesas los eleosomas pueden estar involucrados en la deshidra-
tacion de las semillas que precede a la dispersion, asi como en la rehidratacion que prece-
de ala germinacion (Lisct & al., 1996; BIANCHINT & PACINT, 1996).
Determinan la dormicién de la semilla, como sucede en Mercurialis annua L., Euphorbia
cyparissias y Calendula arvensis L., donde la semilla germina solo cuando el eleosoma es
extraido de manera natural o experimental (PACINI, 1990; Lisc1 & al., 1996).

Las semillas con eleosoma son a menudo también diplocoras, presentando una dispersién que
tiene lugar en dos tiempos. ARONNE & WILCOCK (1994) han puesto en evidencia que en Rham-
nus alaternus L. los frutos carnosos son en primer lugar dispersados por los pajaros, mientras
que, después de la defecacion, y gracias a los eleosomas (que no han sido daiados durante el
trayecto por el aparato digestivo), son dispersados por las hormigas. PACINI (1990) y LiscI &
PacINI (1997) indican que en Mercurialis annua las semillas son antes lanzadas al aire graciasa
un mecanismo de catapulta presente en las paredes del fruto, a distancias de hasta 130 cm, para
luego ser recolectadas por las hormigas, alejandolas generalmente a distancias de seis metros,
raramente mds (LIscr ¢ PACINI, 1997).

VIEGI & al. (2003) muestran en cambio que, en el género Centaurea, los aquenios pueden
o no presentar eleosomas y vilanos, segtn las especies. Cuando el vilano y el eleosoma es-
tan presentes, los pelos del vilano, en funcién de la especie, pueden tener diferente longitud,
permitiendo una dispersion a diferentes distancias. En cualquier caso, la dispersién mediante
el viento precede siempre a la producida por las hormigas. En las especies donde existe tan
solo eleosoma o vilano se tiene un solo tipo de dispersién. Los mismos autores indican que la
presencia-ausencia de los eleosomas no sigue la sistematica del género, rebatiendo que estas
estructuras, mas que sistemdtico o evolutivo, tienen un significado ecoldgico para la especie.
Las distancias a las cuales las hormigas pueden dispersar las semillas dependen de la especie:
tratdndose de himendpteros sociales, existen diferentes tipos y niveles de sociabilidad. Existen
hormigas pertenecientes a especies con un bajo nivel de organizacion que se alimentan del eleo-
soma apenas encuentran la semilla, alejandolo poco del lugar donde ha sido recogido. Existen
otras hormigas, con un nivel superior de sociabilidad, que llevan la semilla al nido, el eleosoma



es extraido y la semilla llevada fuera del nido, hacia la zona de desechos. Por ultimo, resulta
interesante el caso de Messor structor, una hormiga mediterrdnea que vive en ambientes antro-
pizados y que, una vez llevadas las semillas al nido, extrae el eleosoma y deposita las semillas en
celdas separadas, segtin la especie. Existe la hip6tesis de que este mecanismo de “conservacion
sistemdtica” sirve para consumir el interior de la semilla, lleno de reservas, en el momento en
que se emblandece el tegumento duro, mediante la acciéon de bacterias y hongos (PACINI, 1990).
La mayor parte de las semillas consiguen escapar de este “secuestro” gracias a las practicas
agricolas de arado que tienen lugar en los ambientes en que este proceso tiene lugar.

Concluyendo, cabe destacar que las semillas con eleosoma son todas ortodoxas (BASKIN
& BASKIN, 1998), esto es, dispersadas con un bajo contenido de agua y con un metabolismo
ralentizado (ver capitulo 6). Por la propiedad de los eleosomas de asegurar la dispersiéon en
tiempos variables, y a veces largos, su presencia no es compatible con las semillas recalcitrantes,
de dificil conservacién.
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3.3 El estudio de los bancos de semillas del suelo

Ecoélogos y botanicos coinciden en el importante papel que los bancos de semillas del suelo
juegan en el mantenimiento de la biodiversidad ecoldgica (a nivel de especie) y genética en las
poblaciones y en las comunidades vegetales (GRosS, 1990). El estudio del banco de semillas del
suelo, que pone en evidencia la capacidad de las plantas de crear depdsitos de semillas viables
enterrados, ayuda a definir mejor la autoecologia de la especie, a estimar la capacidad de com-
pactacion de las comunidades, a profundizar en el estudio de las dindmicas de la vegetacién y
a obtener informacion bésica para la programacion de actividades de gestion (CERABOLINI &
al., 2003).

La formaci6n de bancos de semillas en el suelo es una estrategia de las plantas que viven en am-
bientes sujetos a perturbaciones, sean de origen natural o antrépico. Los suelos de estos ambientes
contienen generalmente mas semillas de especies anuales que perennes, mas semillas de plantas
herbaceas de hoja ancha (anuales y perennes) que de gramineas, y muchas semillas de legumino-
sas y plantas especializadas en la colonizacion de lugares alterados (MILLER, 2000). En funcién del
periodo de persistencia de las semillas en el suelo, pueden definirse dos tipos principales:

« Bancos transitorios: las semillas permanecen viables en el terreno cerca de un afio.

« Bancos persistentes (o duraderos): las semillas permanecen viables durante largo tiempo.

Son estos ultimos los que mayormente contribuyen a la regeneracién de fitocenosis destrui-
das o degradadas (THOMPSON, 1993). Muchas especies australianas o sudafricanas, adaptadas
al fuego, ademas de algunas coniferas mediterrdneas, forman bancos aéreos de semillas en los
frutos lefiosos que se abren después de los incendios (frutos serotinos). La tipologia de plantas
que forman bancos de semillas en dreas norteamericanas habitualmente sometidas a incendios
se ilustran en la Tabla 6.

Grupos de plantas B.anclos tran-
sitorios
Coniferas (arboles) °
Latifolios perennes (arboles) °
Caducifolios (arboles) °
Arbustos °
Herbaceas de hoja ancha de dimen- .
siones medio-grandes (anuales)
Herbéaceas de hoja ancha de dimen- .
siones medio-grandes (perennes)
Gramineas e

Tabla 6. Tipologia de bancos de semillas del suelo (MiLLer, 2000).
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El procedimiento para el estudio de los bancos de semillas consiste en tomar muestras de
suelo, introducirlas en sacos de plastico y registrar la informacion 1til para el reconocimiento
de las semillas presentes. Posteriormente, en el laboratorio se procede al reconocimiento meti-
culoso de las semillas contenidas en la muestra. El estudio puede ser realizado extrayendo ma-
nualmente o con la ayuda de instrumentos mecanicos las semillas del terreno, reconociéndolas
y contdndolas, o bien disponiendo las muestras de suelo en ambientes controlados y favorecien-
do la germinacién de las semillas contenidas en ellas. El método de la germinacién prevé que la
muestra, previamente dispuesta en un ambiente controlado, sea distribuida (espesor de 1 cm)
en bandejas de vidrio, después de haber desechado los restos vegetales (ej. ramas, hojas, etc.),
los pequeifios organismos y las pequefias piedras presentes (ROBERTS, 1981). Se procede después
al riego de las muestras, realizando un seguimiento de las plantulas que van apareciendo. De
manera alternativa, las muestras pueden disponerse también en salas de germinacion: esta op-
ci6én permite la germinacion de semillas durmientes solo en el caso en que sea bien conocido el
protocolo de germinacion de la unidad taxonoémica a estudio.

La dificultad de aplicacion de algunas metodologias han llevado a la definicién de un mé-
todo mds rapido y expeditivo, que permite predecir la persistencia de las semillas en el suelo a
través de la informacién morfométrica de la semilla, en este caso teniendo en cuenta su forma
y dimensiones (THOMPSON ¢ al., 1993). El método se fundamenta en la observaciéon de que
las semillas persistentes generalmente son pequefias y de formas regulares, mientras que las
no persistentes son gruesas, aplanadas o alargadas. Las dimensiones y la forma son, de hecho,
los pardmetros que influyen en la capacidad de enterramiento de la semilla en el terreno. Se
ha demostrado que las semillas sepultadas tienen tasas de depredacion mds bajas respecto a
aquellas que permanecen en la superficie del terreno (HULME, 1994) y que la depredacién se
considera el factor principal que determina el tiempo de permanencia de la semilla en el suelo
(HULME, 1998).

Sélo recientemente se ha empezado a considerar el estudio de los bancos de semillas del
suelo en el analisis demografico de las poblaciones; esto es debido probablemente a que los
datos que provienen de los bancos del suelo (semillas viables y tasas de germinacién) a menudo
son dificilmente confrontables con los datos relativos a las plantulas y a las plantas adultas.
Las caracteristicas de los bancos de semillas del suelo resultan determinantes para la estructu-
ra, dindmica y distribucién espacio-temporal de las fitocenosis en general, y para aquellas de
influencia mediterrdnea en particular (PARKER & al., 1989; ORTEGA ¢ al., 1997; PECcO & al.,
1998). Las variaciones en la dindmica de los bancos de semillas del suelo se reflejan en la com-
posicién, distribucién y dominancia de las especies (PARKER ¢ KELLY, 1989). Sin embargo, no
siempre puede establecerse una correlacion directa ente la vegetacion y el banco de semillas del
suelo (THOMPSON, 1986; LEK, 1989; RICE, 1989), ya que algunas especies se reproducen tanto
por semillas como de forma vegetativa.



Fumana juniperina (Dunal) Pau es una especie perenne de distribucién mediterraneo-occidental
que vive sobre suelos arenosos de naturaleza silicea. Se conoce su presencia en la Peninsula
Ibérica (Cadiz), Menorca, Cerdenia, Sicilia, Argelia, Tinez y Marruecos. Por la caracteristicas del
substrato que ocupa su presencia no es frecuente en ninguno de los territorios, pero en todos
ellos, excepto en Espaiia, las poblaciones conocidas estan formadas por numerosos individuos
y, aparentemente al menos, no presentan sintomas de amenaza. Sin embargo, en Espaiia,
esta catalogada, de acuerdo con las categorias de la UICN como en peligro critico [CR: A4c;
Blab(i,ii,iii,iv;v)+2ab(i,ii,iii,iv;v); C1], debido principalmente a que las dos unicas poblaciones
espanolas conocidas (Cadiz y Menorca) se han visto reducidas drasticamente en los ultimos
anos como consecuencia del cambio del uso del territorio (GUEMES, 2003). La poblacién de
Cadiz esta formada por unos 700 individuos dispersos en varios nicleos como consecuencia
de la fragmentacion producida por el desarrollo urbanistico del litoral gaditano. Por su parte la
poblacién de Menorca estd formada por apenas 20 individuos, que presentan fuertes fluctuaciones
y cambios importantes en el nimero. Seguramente el cambio del uso del territorio, la reduccién
del pastoreo y el avance de la vegetacion natural han apartado a esta especie marcadamente
heliofila.

La necesidad de desarrollar un plan de conservacion in situ-ex situ nos llevo a plantear el
estudio de la influencia del sistema reproductivo en el mantenimiento de poblaciones pequeiias,
potencialmente de individuos consanguineos. Es conocido que las Cistaceas lefiosas en general
presentan una marcada autoincompatibilidad y, por tanto, la eficacia de su sistema reproductivo
depende del cruzamiento con la participacion de insectos polinizadores, principalmente
himenopteros, dipteros y coledpteros (BoscH, 1992; HERRERA, 1992; TALAVERA & al., 1993, 1997;
BLAsSCO & MATEU, 1995; RODRIGUEZ-PEREZ, 2005). Si la autoincompatibilidad estaba presente
también en F juniperina, las poblaciones cada vez menores dificilmente serian capaces de sacar
adelante a una descendencia que las renovara y cualquier plan de recuperacién deberia pasar por
el reforzamiento y el aumento de la diversidad genética de las poblaciones. Sin embargo, habia
antecedentes de autocompatibilidad y de cierta capacidad para la polinizaciéon auténoma en
algunas Cistdceas subarbustivas del género Helianthemum (TEBAR & al., 1997) y concretamente
en otra especie de Fumana, en este caso de amplia distribuciéon (GUEMES & Bosca1u, 2001). Si
E juniperina también fuera autocompatible, capaz de polinizarse de manera auténoma, y no
presentara depresion por endogamia, la recuperacion de las poblaciones podria plantearse solo
desde la perspectiva de facilitar su desarrollo, reducir la competencia y evitar la destruccién de
mas ejemplares, pero no seria necesario un refuerzo poblacional con material ajeno.

Con estos antecedentes nos planteamos estudiar dos cuestiones principales, directamente
relacionadas con el éxito reproductivo de la especie: 1) ;Qué capacidad de autocompatibilidad
y de autopolinizacién auténoma presenta E juniperina?; 2) ;Presenta algun grado de depresion
por endogamia?



E juniperina es una especie con flores pequenas (6,4-9,2 mm de didmetro), casmdgamas,
que se abren con los primeros rayos de luz de la mafana y se marchitan apenas cinco o seis
horas después. Produce muy pocas flores por planta (unas 40-45), de las que solo 3-5 se abren
simultdneamente en cada planta.

Al plantear el estudio, la primera dificultad encontrada fue la limitacién de las poblaciones
espaiolas por el bajo nimero de ejemplares. Un estudio de estas caracteristicas necesita no
menos de 200-250 individuos para poder realizar todos los ensayos necesarios para establecer
con precision el sistema reproductivo de la especie. Por este motivo trasladamos el estudio a las
poblaciones, bien conservadas, de Cerdefia para después contrastar los datos alli obtenidos. El
estudio abord¢ la valoracion de los siguientes aspectos del sistema reproductivo:

- Caracteristicas de la flor

- Relacién entre la produccion de polen y de primordios por flor

- Viabilidad del polen y receptividad estigmatica

- Sistema de cruzamiento mediante polinizaciones controladas

- Papel de los polinizadores

- Carga polinica en el estigma a lo largo de la antesis

- Porcentaje y velocidad de la germinacién de la semillas
- Depresion por endogamia

Los resultados mas importantes desde el punto de vista de la conservacion de la especie y de
la elaboracién de un plan de recuperacién fueron los siguientes:

No se encontraron diferencias significativas entre los resultados de los distintos tratamientos
de polinizacidn, lo cual significa que la autogamia es tan eficaz como la alogamia. Por ello
podemos afirmar que E juniperina es una planta autégama, capaz de producir semillas viables
por autopolinizaciéon auténoma, que ocurre después de la antesis de las flor. Este dato coincide
con los valores calculados del cociente polen/6vulo (1232,26 + 223,46) que se situan en lo que
CRUDEN (1977) definié como especies alégamas facultativas.

La observacién del proceso de polinizacion y la participacion de los insectos en él nos ha
permitido concluir que la especie presenta limitacion de polinizadores. No se observaron visitas
de polinizadores y el estigma permanecio libre de cualquier grano de polen en mas del 50% de
los casos. Solo excepcionalmente al final de la antesis el estigma presentaba algunos granos de
polen, insuficientes para garantizar la fecundacién de los primordios. De ese modo E juniperina
se comporta como una especie autégama estricta (o casi, ya que es posible que se produzca una
polinizacién cruzada mientras la flor esta abierta).



Tratamiento Produccion N°flores  Produccion N° frutos Peso N° semillas

frutos tratadas  semillas por fruto® muestreados  semillas® pesadas

Autopolizacion 35,0 100 95,8 32 0,997 160
auténoma +4.1 +0,258

Autopolinizacion 53.4 53 91,6 27 1,118 135
forzada 34 +0,118

Geitonogamia 46,4 84 859 36 1,186 180
forzada +3,5 +0,045

Polinizacion 45,7 59 84,4 25 1,123 125
cruzada +7,3 +0,112

Control 39,1 92 93,0 34 1,235 170
+3,7 + 0,066

Produccion de frutos (%), produccion de semillas por fruto (%) y peso de las semillas (mg) de Fumana
Jjuniperina en cada tratamiento de polinizacion (:No se encuentran diferencias significativas en funcion
del Test de Kruskal-Wallis (P > 0,05). Valores medios + desviacion estandar).

[EEE Porcentaje germinacion? Velocidad germinacion?
Autopolinizacion 42,18 19,21
P +13,59 +6,02
Geitonopolinizacion 53,12 23559
P +14,09 +6,17
Xenopolinizacion 50,00 21,66
P +5,70 +2,64
59,37 27,34
Control e o

Porcentaje y velocidad de germinacion de las semillas de Fumana juniperina resultantes de diferentes
tratamientos de polinizacion (2No se encuentran diferencias significativas en funcién del Test de Krus-
kal-Wallis (P > 0,05). Valores medios + desviacién estandar).

La autogamia no seria un mecanismo eficaz para mantener la viabilidad de las poblacio-
nes si se presentara acompanada de una elevada depresion por endogamia. Sin embargo, no
hemos podido detectar la existencia de esta consecuencia negativa. La produccién y calidad
de las semillas (peso) es semejante en los tratamientos a autogamia y de alogamia; tampoco
son significativas las diferencias de porcentaje y velocidad de germinacion entre las semillas
procedentes de distintos tratamientos (ver tablas), por lo que no hay una seleccién negativa de
sobre las semillas autégamas. No existe pues depresion por endogamia, al menos en esta fase
temprana del ciclo vital de la especie. Pero entre las especies autdgamas es relativamente fre-



cuentes la aparicion tardia (en fase de plantula o a lo largo del desarrollo de las plantas adultas)
de fendmenos de depresiéon por endogamia (HUSBAND & SCHEMSKE, 1996). Serdn necesarios
mas estudios sobre el desarrollo de plantulas y plantas antes de poder conocer con precision el
efecto de la depresion por endogamia en esta especie.

Las consecuencias del conocimiento del sistema reproductivo de F. juniperina son las

siguientes:

1) La autogamia probablemente es el mecanismo dominante en esta especie y podria ser el
responsable de un importante aislamiento poblacional al reducir el flujo génico entre las
poblaciones. Es previsible la existencia de una alta diferenciacién genética entre pobla-
ciones y una baja diversidad genética en cada poblacién, quiza fundada a partir de pocos
individuos.

2)Hasta disponer de estudios genéticos sobre la distribucion de la diversidad genética, debe
evitarse el reforzamiento de poblaciones con material aldctono.

3)La especie no presenta limitaciones reproductivas, al menos en las fases de polinizacidn,
fecundacion y germinacion.

4)El primer paso para intentar el aumento del tamafio poblacional pasaria por una facili-
tacion del desarrollo de las plantas (eliminar competencia, evitar alteraciones del terri-
torio) y el seguimiento del éxito reproductivo. También podria realizarse una plantaciéon
con plantas de la misma poblacién para aumentar mas rapidamente el nimero de indivi-
duos reproductores.

La conservacion ex situ se basard en la recoleccion de semillas de todas las poblaciones y, en
la medida de todos los individuos ya que el flujo génico entre ellos puede ser muy bajo y cual-
quiera de ellos podria albergar un alelo singular.



4. Recoleccion y gestion







La recoleccién constituye, quizas, la actividad mas critica en cualquier banco de germoplama,
ya que de ella depende la eficacia de cualquier estrategia de conservacion ex situ. Una vez co-
nocida la distribucién, ecologia y caracteristicas bioldgicas de un taxon, y disefiado el método
de muestreo més adecuado (ver capitulo 2), las técnicas de recoleccion y gestiéon pueden incidir
de manera positiva o negativa en la calidad y viabilidad del germoplasma, por lo que resulta
imprescindible garantizar unos protocolos minimos para el desarrollo de esta actividad. En
este apartado se detallan algunas de las pautas generales que deberian considerarse para la re-
coleccién en un banco de germoplasma, considerando por separado las condiciones especiales
que atafien a las semillas, polen y esporas.

Durante la recoleccién es importante tener en cuenta el estado de maduracion de los frutos y
semillas, asi como su localizacién en la planta, ya que la diferente posicién en la inflorescencia
puede dar lugar a una maduracién escalonada de las semillas. Por ejemplo, en Pastinaca sativa
L., las umbelas primarias maduran aproximadamente 10-14 dias antes que las umbelas secun-
darias que, a su vez, maduran 10-14 dias antes que las terciarias. Asi, para toda la poblacién,
las semillas se dispersan durante un periodo de tiempo comprendido entre agosto y octubre
(HENDRIX, 1984).

La observacién de la polinizacion también puede aportar datos importantes a la forma de
proceder a la recoleccién. La polinizacion con polen proveniente de distintos donantes puede
llevar a una maduracion heterogénea de los frutos producidos; en los 6vulos de plantas que
han sido fecundadas en un primer momento es mds facil que se desarrollen semillas que en
las plantas fertilizadas tardiamente (LEE, 1988). Para reducir el riesgo de pérdida de semillas
maduras, la recoleccidon deberia desarrollarse a lo largo de todo el periodo de dispersion de las
semillas, registrando de manera individual cada recoleccién. La longevidad de una muestra de
semillas que llega al banco de germoplasma esta fuertemente determinada por su calidad en el
momento de la recoleccidn, sobre todo en las semillas consideradas “ortodoxas” (ver apartado
5.9.1). Como norma general, deberia recogerse el mismo numero de semillas (o frutos) de cada
planta, en el mismo estado de maduracién y justo antes del momento de la diseminacion.

La forma en que se han recogido las semillas puede igualmente influir en los resultados de
los ensayos de germinacién realizados en el laboratorio y en la capacidad para superar posi-
bles dormiciones. Ha sido demostrado que, para algunas especies, dichas variaciones pueden
depender de la posiciéon que las semillas tienen en el interior del fruto (ej. semillas basales
mas durmientes que semillas apicales) o de su distribucion en la planta (TOOLE & al., 1964).
Ademds, el peso y el tamaiio de las semillas también pueden influenciar la calidad del lote y su
respuesta en los ensayos de viabilidad. En concreto, algunas especies de la familia Poaceae de-
sarrollan dos tipos morfolégicos de semillas, de las cuales las mds grandes dan lugar a plantas
mas vigorosas y con mayor capacidad de germinacion (LAHIRI ¢ KHARABANDA, 1961).



Recoleccion y gestion
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Figura 4.1- Frutos de Astragalus verrucosus Moris en fase de maduracion; Figura 4.2- Semillas de He-
licodiceros muscivorus (L.f.) Engl.; Figura 4.3- Galbulo de Juniperus oxycedrus L. subsp. macrocarpa
(Sibth. & Sm.) Neilr. Para su correcta conservacion, las semillas deben ser extraidas de los galbulos

en el momento de entrada en el banco.
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Técnicas de conservacion ex situ

(foto E. Mattana)

Figura 4.4 - Estados de maduracién de frutos de Ribes multiflorum Kit. ex Roem. & Schult. subsp. sanda-

lioticum Arrigoni. (a) frutos inmaduros, (b) estado intermedio de maduracidn, (¢c) maduracion completa.

4.1.2 Momento idoneo para la recoleccion

En muchos casos las semillas no pueden ser recolectadas separadamente, sino junto a los
frutos que las contienen (figuras 4.1, 4.2 y 4.3). De este modo se evitara interrumpir el proceso
de maduracidn fisioldgica que se estd produciendo, a la vez que se favorece la adquisicién, por
parte de las semillas, de la tolerancia a la deshidratacion.

Sabiendo que las semillas producidas por los frutos no carnosos, sean éstos dehiscentes o
indehiscentes, son en las primeras fases del desarrollo intolerantes a la deshidratacion, la reco-
leccién se debe efectuar en una fase posterior, cuando la semilla es capaz de absorber agua 'y,
por lo tanto, tolera la deshidratacién. Seleccionar este momento no es facil. Cuando no existe
experiencia, algunos indicios en el fruto (carnoso o no carnoso) pueden ayudar en la forma de
proceder:

+ El cambio de coloracion puede ser un buen indicador, aunque no siempre es fiable. Por
ejemplo, en el tomate (Lycopersicum esculentum Mill.) bayas de diferente color (del verde
al rojo) pueden contener semillas en el mismo estado de maduracién (ELLIS & ROBERTS,
1981).

+ El tamaiio del fruto en las drupas esta relacionada con el desarrollo completo de sus semi-
llas (SMITH, 1995).

+ El endurecimiento del pericarpo de determinados frutos se manifiesta inicamente cuan-
do el embrién se ha desarrollado.

Los frutos carnosos deben ser recogidos en un estado de maduracién 6ptimo (figura 4.4).
Una recoleccién anticipada puede proveer de materiales con bajo poder de germinacion. Por
otro lado, una recolecciéon demasiado tardia puede ocasionar pérdidas de material debidas a
la dispersién natural, como la predacién por parte de animales o a fendémenos meteorolégicos
como granizo o lluvias intensas.
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Figura 4.5 - Prueba del corte en una semilla de Pancratium maritimum

4.1.3 La prueba del corte

Después de seleccionar la poblacién que se va a muestrear se deberia examinar con atencién
una primera muestra de las semillas usando la “prueba del corte” (figura 4.5), utilizando en el
caso de semillas muy pequefias una lupa de campo. Este simple andlisis preliminar permitira
realizar una estimacion bastante aproximada sobre la calidad del material, la cantidad de se-
millas vacias o estropeadas y el momento 6ptimo para la recoleccion. La prueba consiste en
realizar una seccion de un ntimero representativo de semillas por la mitad, utilizando una
cuchilla o un bisturi; las semillas de buena calidad presentan sus tejidos turgentes, sanos, con
el color tipico de cada especie (generalmente blancos o marfilefios) y sin dafos producidos
por patégenos o insectos. El niumero adecuado de semillas utilizadas varia en funcién de ca-
da especie, si bien es necesario tener en cuenta que en el caso de lotes de calidad mediocre el
corte de pocas semillas puede llevar a sobrestimar el numero de semillas sanas (Suszka ¢ al.,
1994).

Los problemas que pueden surgir al realizar estos andlisis preliminares estdn relacionados
con una limitada experiencia del recolector, o la manipulacién de semillas de muy pequefio
tamano (PIOTTO & al., 2001). En este tltimo caso, y cuando el aumento de la lupa no permita
un buen analisis de la semilla, se puede recoger el material en bolsas transpirables y posponer
la investigacién de la calidad de las semillas al banco de germoplasma, donde la prueba puede
realizarse examinando tres réplicas de 30 semillas cada una (CROSTI & al., 2006).
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Si existe suficiente cantidad de semillas en el momento de la recoleccion, puede llevarse a cabo
el siguiente protocolo:
Conservar las semillas maduras y secas en bolsas de papel o algodén.
Conservar las semillas enteras, dentro de los frutos, en bolsas de papel.
Conservar los frutos carnosos en bolsas de plastico y mantenerlas aireadas: se pueden
descomponer rapidamente y una mala conservacion puede perjudicar la viabilidad de
sus semillas. En general, la limpieza de las semillas deberia ser llevada a cabo por el equi-
po del laboratorio del banco de germoplasma.
Recoger un ejemplar para el herbario con el fin de asegurar su correcta determinacion,
siempre que ello no perjudique a la poblacion.
Para ejemplares muy raros o amenazados, repetir la recoleccién en dos ailos sucesivos,
para tener la certeza de haber recogido el material en un estado idéneo, o bien repetir
varios muestreos en el mismo afio.
La cantidad ideal de semillas a recolectar es aquella que permite:

Disponer de una muestra representativa que pueda ser conservada en un banco de
germoplasma a largo plazo, en caso de desaparicion de la poblacién o como base para
realizar estudios sobre la genética y biologia de la especie, a través de analisis tanto
cuantitativos como cualitativos, no destructivos.

Obtener semillas suficientes para realizar los ensayos de germinacion y de
viabilidad.

Realizar pruebas periédicas de viabilidad en el banco de germoplasma.

Que una parte de la coleccidon pueda destinarse a la produccion de lotes para la du-
plicacién de las colecciones y para la validacion de los protocolos de germinacién que
se realicen, bien en el banco de germoplasma, bien en otros centros de investigacién.

En el caso de que se prevea que la recoleccién pueda influenciar negativamente en el de-
sarrollo demografico de una especie o de una determinada poblacién que esta ya fuertemen-
te amenazada, la recoleccién no debe efectuarse, aplicando otros métodos de multiplicacién
compatibles con la forma bioldgica del taxén (ej. multiplicacién in vitro, realizacién de esque-
jes o regeneracion a partir de multiplicacién de germoplasma proveniente de otros bancos de
germoplasma, etc).

A continuacién se especifica la secuencia de trabajo recomendable para la recolecciéon de
germoplasma:
Identificacién inicial del taxén objetivo.
Si no existe certeza de su naturaleza, utilizar floras para la determinacién (en este caso,
indicar en la ficha de recoleccion la bibliografia utilizada); en el caso de que no pueda ser
determinado el taxdn con total certeza, indicar en la ficha: “se necesita regeneracion para
la determinacion”.
Delimitar la localidad de muestreo.



Si la localidad de muestreo tiene dimensiones cuantificables, determinar los limites, la
extension, la presencia de posibles microhabitats, etc., reflejando todos estos datos en la
ficha de recoleccion. Es importante, ademas de la informacién geografica, indicar datos
sobre el régimen de propiedad y uso del espacio afectado, asi como las medidas de pro-
teccion existentes.

Recolectar el material.

Indicar en la ficha de campo el nimero de individuos de los que se ha recogido material
y la cantidad obtenida de cada unos de ellos, ademas de la metodologia llevada a cabo en
el muestreo.

Finalizar la ficha anotando cualquier dato que pueda resultar util al banco de
germoplasma.

Registrar el pliego testigo recogido para el herbario.



La caracterizacion de poblaciones es un instrumento basico para la diagnosis de su estado de
conservacion y para la estimacion de su viabilidad futura, que puede realizarse desde diferen-
tes perspectivas (GARC{A, 2002), ofreciendo informacién util para la programacion y la gestion
de la conservacion in situ. En lo referente a la conservacién ex situ, los resultados derivados
del estudio de la estructura y dindmica de las poblaciones, unidos al conocimiento de la dis-
tribucién actual del taxon, la variabilidad genética, la autoecologia o la biologia reproducti-
va, permiten obtener muestreos mas eficaces y mds representativos del taxén que se pretende
conservar.

Para garantizar que los datos recogidos por distintos recolectores o diversos bancos de
germoplasma sean comparables y homogéneos, suelen desarrollarse fichas de campo estan-
darizadas, cuya cumplimentacién permite recoger y elaborar los datos relativos a la localidad
de muestreo de los taxones de interés. De este modo, cada vez que se realiza una determina-
da investigacion, las fichas aportadas por diferentes instituciones pueden ser contrastadas y
unificadas siguiendo criterios homogéneos. Por ejemplo, las fichas empleadas en el proyecto
GENMEDOC poseen una primera parte relativa a los datos de la localidad de muestreo, y una
segunda parte especifica para cada tipo de estudio (ver cuadro 4). La repeticién de los datos
referidos al hdbitat de cada una de las recolecciones permite obtener una mayor seguridad en
la informacién y la posibilidad de observar en el tiempo las posibles variaciones de los parame-
tros ambientales (ej. rango altitudinal, superficie, etc.). Por otro lado, la disponibilidad de estos
datos es fundamental para la elaboracion de protocolos de germinacion de taxones endémicos,
o sobre otros para los que no existen datos publicados.

El equipamiento y los materiales necesarios para el trabajo de campo (figura 4.6) son en gran
parte los mismos que se utilizan en cualquier otro tipo de investigacion o practica botdnica. A
continuacion se especifica el equipamiento ttil para la recoleccién de germoplasma y toma de
datos, incluyendo otros elementos que pueden ser necesarios:

Cuaderno de campo.

Grabadora.

Fichas de campo.

Ordenador portatil - Notebook.

Bolsas de algodén o de papel de diferentes tamafios.

Bolsas de polietileno de varios tamaios.

Botes de pléstico o vidrio (para capturar posibles parasitos, polinizadores y

recolectores).

Bolsas de filatelia transparentes y transpirables.

Cinta adhesiva, elastica.

Etiquetas para introducir en cada bolsa.

Alcohol 95° desnaturalizado y glicerina.

Formaldehido al 30% para la fijaciéon de material vivo.
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Floras y manuales de campo de obras genéricas.
Altimetro / barémetro.

Termoémetro.

Higrometro.

Clin6émetro.

Medidor de pH.

GPS o DGPS.

Guantes de jardineria o de latex y mascarillas.
Lupas de 3x 0 6x.

Cuchillas / bisturi.

Bolsas de nailon.

Vidrios portaobjetos.

Navaja / tijeras de podar.

Berbiqui / pala / pico.

Figura 4.6. Recoleccion de ndculas de Anchusa formosa
Selvi, Bigazzi & Bacch.

Equipamiento de escalada (casco, cuerdas, arnés, descendedores, mosquetones, etc.).

Lapicero / boligrafo / goma.
Camara fotografica réflex o compacta.
Prismaticos.

Papel de periddico / almohadillas absorbentes / prensa de campo.

Macetas de pléstico.

Gel de silice para conservar el material recogido para determinados estudios

moleculares.

Conservacion ex situ de plantas silvestres



Cuando no puede ser recogido material adecuado, conviene rellenar igualmente los campos
basicos de la ficha de recoleccion, describiendo los motivos de la ausencia de recolecciéon e
indicando cémo suplir tal ausencia (determinar nuevas fechas de recoleccion, escoger otra lo-
calidad, recoger otro tipo de germoplasma, etc.). Cuando se realicen otro tipo de inventarios,
cumplimentar en las fichas realizadas para tal efecto (ficha fenoldgica, demografica, inventario
floristico-socioldgico, inventario edafolégico, etc.) y adjuntarlas a la ficha de recoleccion que se
entregard en el banco de germoplasma.

En el caso de no poder realizar una recoleccion repetitiva (por condiciones meteoroldgicas
desfavorables, condiciones fitosanitarias precarias, ausencia de germoplasma, etc.), se podra
recoger una muestra de suelo en las proximidades de los ejemplares o, en el caso de infeccién
por agentes patégenos, un ejemplar completo de la planta. Estos materiales se conservaran en
bolsas de nailon con su correspondiente etiqueta de identificacion.

Cuando se trabaja con taxones endémicos y/o en riesgo de extincién cuya distribucion se en-
cuentra restringida a localidades puntuales, es relativamente facil que las poblaciones presen-
ten un reducido tamafio poblacional. Tal es el caso Ribes sardoum Martelli, presente exclusi-
vamente en una localidad (Oliena, Nuoro) de la isla de Cerdenfa, o el endemismo Ranunculus
parnassifolius L. subsp. muniellensis Bueno, Fern. Casado & Fern. Prieto, reducido a una tinica
poblacién en la Reserva de la Biosfera de Muniellos, en la Cordillera Cantabrica, en el norte de
Espaia (figua 4.7).

Cuando una poblacién es muy pequenia (menos de 100 individuos), si hay material sufi-
ciente y la recoleccién no perjudica de ningtin modo el futuro de la especie, conviene indivi-
dualizar el material recogido de cada individuo, utilizando una bolsa para cada uno de ellos.
En la ficha de recoleccién se debe anotar el niimero de lotes y las indicaciones para tratar de
forma separada el material individualizado. Esto contribuye a la conservacién de la diversidad
genética de la poblacion.

La capacidad de observacion del recolector es un elemento importante para individualizar los
factores de perturbacion o amenaza al habitat y al taxén en cuestion. El recolector deberia de
verificar en todas las ocasiones las condiciones generales de la especie y de los individuos de los
que se recoge el germoplasma. En el caso de que exista alguna infeccién por insectos, hongos u
otros agentes patégenos, se hace necesaria la recoleccién de una muestra del hospedador y del
patdgeno, cerciorandose de conservarlos en una bolsa cerrada y hermética, que se mantiene
separada del resto del material para que no se produzca contaminacién alguna. Este material
puede también ser conservado en botes de plastico o vidrio con formaldehido al 30% o alcohol
desnaturalizado y glicerina en la proporcién de 1:1.



Cuando las condiciones meteoroldgicas son desfavorables (ej. lluvia, granizo, nieve) no se de-
beria recoger el material. Si ha llovido los dias anteriores a la salida de campo, debe valorarse
con atencion las condiciones de las semillas y en particular si éstas han sido ya dispersadas o si
estan muy himedas y dafadas. En el caso de que el material sea apto para la recoleccion, serd
util realizar este proceso prestando especial atencion al secado del germoplasma al aire y no al
sol, entregandolo con la mayor brevedad posible al banco de germoplasma.

Excepto en el caso de poblaciones amenazadas, es necesario recoger siempre un pliego testigo
de la poblacién. Estos ejemplares de herbario deberan portar el mismo niimero de referencia
de la correspondiente coleccion de semillas y lo ideal seria que fueran muestras completas que,
en el caso de plantas herbdceas, incluyan flores, frutos, partes vegetativas y raices (figura 4.8).
Para la realizacién de un buen pliego de herbario se sugiere que, para excursiones largas, se
complete el secado con la mayor brevedad de tiempo posible, utilizando papel absorbente (pa-
pel de periddico) o laminas de goma espuma y prensas de campo. Cuando esto no sea posible,
los ejemplares se mantendran en lugares secos, cambiando el papel de secado con frecuencia.
Sino es posible realizar esta desecacion, se aconseja prensar igualmente el material de herbario
y conservarlo en bolsas de pléstico, teniendo la precaucién de vaporizarlo con alcohol desnatu-
ralizado antes de cerrar las bolsas. Este es el procedimiento mas frecuente en las expediciones
y campaiias de recoleccion que se llevan a cabo en lugares cilidos y humedos (areas tropicales)
donde los procesos de fermentacién pueden impedir la conservacién. No se deberian recoger
ejemplares de herbario para plantas muy raras o amenazadas, sobre todo si son bien conocidas
desde el punto de vista taxonomico.

Un ulterior instrumento para el estudio, conservaciéon y multiplicacién del germoplasma
de un taxon es la recoleccion de planta viva para conservar en maceta o en vivero. Este proceso
sélo sera efectuado por personal especializado, siempre y cuando no perjudique ni reduzca el
potencial biolégico de la poblacién; resulta de gran utilidad en los casos en los que no se cono-
ce la biologia reproductiva y la fenologia de la especie, o cuando el ejemplar recogido permita
la multiplicacién de forma vegetativa.

En algunas ocasiones es importante tomar, anotandolo en la ficha correspondiente, una o
mas muestras de suelo, con las que se podran realizar analisis fisicoquimicos o del banco
de semillas del suelo. La informacién fisicoquimica proveniente del suelo ayuda a definir de
forma mds completa la ecologia de una determinada unidad taxonémica. Para conseguir una
completa caracterizacion se podra determinar, segtin los casos, la composicion de la textura,
el pH en agua, el pH en cloruro potasico (KCl), los carbonatos, la materia organica, el carbo-
no organico, el nitrégeno total, el fosforo asimilable, el indice de contenido de agua en campo
(pF, entre 2.5 y 4.2), la acidez total, las bases de intercambio, la saturacién en bases y la capa-
cidad de intercambio catiénico. Una vez que se han obtenido estos datos, se podra clasificar
el suelo siguiendo los criterios de la Soil Taxonomy (SOIL SURVEY STAFF, 1998). Generalmente



Técnicas de conservacion ex situ

Figura 4.7 — Frutos inmaduros de Ranunculus parnassifolius subsp. muniellensis Bueno, Fern. Casa-
do & Fern. Prieto, endemismo cantabrico con una Gnica poblacion conocida. Debido a la variabilidad
fenoldgica y a las vicisitudes meteroldgicas, la recoleccion de semillas de 100 individuos requiere de
varias campafias de muestreo en un (nico afio.

bastard con una o varias muestras representativas del area de ocupacién de la poblacién para
el analisis.

Para los estudios de caracter ecoldgico son de suma importancia los analisis realizados
para determinar la cantidad de semillas en el suelo y poder asi cuantificar la abundancia y la
persistencia de las semillas en el terreno (ver apartado 3.3). En este caso es necesario realizar
muestreos mas completos y de mayor volumen, para su posterior cribado en el laboratorio.

151



Recoleccion y gestion

—_— l-n-l——--

|_-' .-i,lln-'l s _,u-.}f"&q.. ‘...f_

=

=

. B~

i E

| B
g -

B

=-

Datarzabarll < )
Lagh S = BiPE g v __,-i?. fo e i

bt bbb g bbb 4
|
|

1

Figura 4.8. Pliego de herbario escaneado de Serapias parviflora Parl. (coleccion Tornabene) disponi-

ble en Internet a través de la web del Dipartimento di Botanica di Catania (www.dipbot.unict.it)




El polen se desarrolla dentro de unas cavidades de las anteras denominadas loculos, rodeados
por un tejido efimero, el tapete, que tiene la funcién de nutrir y regular el desarrollo de los
granos de polen (PACINI, 1997), las células germinales masculinas haploides. Cuando los gra-
nos estan maduros fisioldgicamente, la antera se abre para que queden expuestos a los agentes
diseminadores. Previo a este proceso de apertura se produce una pérdida parcial de agua por
parte de la antera, si bien los granos pueden también perder agua antes, durante o después de
la apertura (PACINT, 2000).
En el momento de la apertura de la antera el polen puede ser:

Expulsado de la antera, como ocurre en algunas plantas anemofilas (ej. Morus, Parieta-
ria) y algunas entomofilas (ej., ciertas especies del género Genista).

Dispersado en el momento en el que la antera se abre, puesto que no existen mecanismos
que lo mantengan dentro, como ocurre en muchas plantas anemofilas (ej. Poaceae).
Mantenido dentro de la antera con el cemento polinico, sustancia viscosa derivada de la
degeneracion del tapete (PACINI & HESSE, 2005) hasta que la fuerza de adhesion del po-
len a la antera sea vencida por el viento o el polen sea transportado accidentalmente por
los animales que visitan las flores.

En los tres casos el polen, en el momento de la apertura de la antera, esta siempre expuesto
a oscilaciones de temperatura y humedad relativa. Si los granos no poseen mecanismos pa-
ra sobrevivir a este estrés, pueden perder o ganar agua, ser invadidos por mohos y bacterias
(sobre todo cuando la humedad relativa es muy alta) e incluso morir de forma mas o menos
rapida.

El espacio y el tiempo transcurridos entre el momento de la apertura de la antera y la lle-
gada del polen a los estigmas en las Angiospermae o las gotas micropilares de Gymnospermae
pueden oscilar mucho. Varian desde pocos centimetros y pocos segundos en las plantas so-
ciales anuales (ej. Poaceae) a algunos kilémetros y pocos dias, como sucede en muchos arbo-
les aneméfilos (ej. coniferas), asi como grandes desplazamientos en pocos dias, como ocurre
en plantas entomdfilas con un nimero muy bajo de individuos por unidad de superficie (ej.
Orchidaceae).

En el momento de la apertura de la antera se pueden diferenciar los granos de polen en fun-
cién de distintas caracteristicas: tamafo, forma, estructura, estado de desarrollo, contenido
en agua o forma de agregarse. El tamano de los granos de polen suele oscilar entre 30 y 200
micrometros, existiendo gran cantidad de especies con tamaiio de grano entre 60 y 80 micré-
metros. La forma suele ser oval, a veces esférica y s6lo en casos excepcionales con otra forma,
como en muchas monocotiledéneas marinas: Posidonia oceanica (L.) Delile, por ejemplo, pre-
senta granos de polen en forma de aguja con pocos milimetros de longitud y pocas decenas de
micrémetros de anchura.



La estructura externa e interna del grano de polen es muy importante a la hora de su re-
conocimiento. Las dos paredes de diferente composicion, exina e intina, determinan la geo-
metria del grano y son caracteres importantes para su determinacién. Ademas, la presencia o
ausencia de almidon en su interior es a menudo caracter taxondmico (FRANCHI & al., 1996).
Aunque durante su desarrollo siempre existe acumulacion de almidon, el grano de polen ma-
duro puede estar parcial o totalmente hidrolizado (PACINI, 1996). Si no existe almidén no sig-
nifica que no haya carbohidratos de reserva, sino que se encuentran localizados en el interior
de vesiculas citoplasmaticas en vez de en amiloplastos (FRANCHI & al., 1996). En el grano ma-
duro existen también reservas solubles de carbohidratos, fundamentalmente glucosa, fructosa
y sacarosa (SPERANZA & al., 1997).

El grano de polen, en funcién del grupo taxondémico al que pertenezca, puede finalizar su
desarrollo antes de la dispersion o bien durante la formacién del tubo polinico. Los granos se
clasifican en trinucleados o binucleados; los primeros son los que han completado su desarro-
llo y estan compuestos de dos gametos masculinos y una célula del tubo; los binucleados, por
su parte, deben todavia sufrir una divisién mitética para la diferenciacién de los dos gametos
masculinos.

Recientemente se ha descubierto que, en analogia con lo que ocurre con las semillas, se
pueden diferenciar dos categorias dentro de los granos de polen: los que estan bastante des-
hidratados, andlogos a las semillas ortodoxas, y los hidratados, analogos a las semillas recal-
citrantes (FRANCHI & al., 2002; NEPI ¢ al., 2001; PACINI ¢ HESSE, 2004; PACINI & al., 2006).
Del mismo modo que para las semillas, se adopta un limite del 30% del agua presente en el
polen para clasificarlo en dichas categorias. Los granos que en la naturaleza se consideran par-
cialmente deshidratados, con un contenido en agua inferior al 30%, resisten bien el estrés de
temperatura, humedad relativa y se conservan facilmente; pero, por otro lado, germinan sobre
el estigma de forma mas lenta, empleando siempre mas de una hora. Los granos de polen con
un contenido en agua superior al 30% no soportan la deshidratacién, pero germinan mas ra-
pidamente, incluso en cuestion de pocos minutos, ya que la rehidratacién se produce de forma
muy rapida.

Cuando la antera se abre, los granos de polen pueden presentarse de formas diversas pa-
ra su dispersion, dependiendo de los mecanismos que posean para formar agregados. Con la
denominacién “unidad dispersora de polen” se hace referencia a la configuracién en la que se
produce la dispersién del polen. De hecho, los granos pueden dispersarse de manera indivi-
dual, como ocurre en muchas plantas anemofilas, o agrupados. Los cuatro granos de polen que
derivan de la meiosis pueden separarse, o bien permanecer juntos formando una tétrada.

PacINI & FRANCHI (1998) han descrito trece formas diferentes de unidades dispersoras de
polen. Los granos de polen en ménadas o en tétradas pueden ademas diseminarse en unidades
mas complejas, ya que se adhieren mediante sustancias viscosas como el cemento polinico
(pollenkitt) o los filamentos adhesivos de viscina. De esta manera los granos de polen puede
ser que lleguen al estigma solos o agrupados, incluso en masas de centenares de miles, como
ocurre en las Orchidaceae.

Desde un punto de vista genético, cuanto mayor sea el nimero de granos que compongan
una unidad dispersora de polen que llega al estigma, mayor sera el niumero de semillas pro-



cedentes del mismo padre. Por el contrario, si el polen se dispersa individualmente, serd mas
facil que sobre el mismo estigma lleguen granos provenientes de diferentes plantas, es decir,
de padres distintos; en este caso se producira una fuerte competencia masculina (seleccion
gametofitica).

Todas estas caracteristicas son importantes, directa o indirectamente, para la recolecciéon
del polen y para su posterior conservacion.

El polen se recoge con fines de investigacidn basica o aplicada (HOEKSTRA, 1995; DAFNT & al.,
2004); en base a las motivaciones por las que se ha recogido, la forma y cantidad de polen pue-
de variar en funcién de una o mas de las siguientes razones:
Para conocer la forma y el tipo de la unidad dispersora.
Para comprobar su estado de hidratacion, establecer si esta parcialmente hidratado o
deshidratado y poder asi valorar las posibilidades y metodologias para su conservacion.
Para controlar si es viable, es decir, si es apto para la fecundacion.
Para saber si esta formado por dos o tres células y valorar su estado de desarrollo.
Para almacenarlo y usarlo en investigacién de la biologia vegetal.
Para la obtencion de individuos haploides.
Para la experimentacion y terapia en el campo de las alergias de polen.
Para su almacenaje y posterior polinizacién de plantas interesantes desde el punto de
vista econdémico, como ocurre con el kiwi, donde los frutos polinizados abundantemen-
te son de gran tamaiio y alcanzan los mayores precios en el mercado.
Para conservar informacion genética (gametos masculinos) de una determinada
especie.

Independientemente de las razones por las cuales se recoge el polen, al igual que ocurre con
las semillas es importante conocer su viabilidad, es decir, si posee la capacidad de fecundar en
el tiempo. Esta caracteristica es importante cuando se produce la apertura de la antera, pero
también en el momento de la recoleccion y en las posibles fases posteriores. Si se trata de po-
len parcialmente hidratado, por lo tanto particularmente vulnerable, se deberia saber durante
cuanto tiempo permanece viable si se expone a condiciones de baja humedad.

Basicamente existen cinco aproximaciones para valorar si el polen es viable, por medio de
distintas metodologias con las que se obtienen resultados tanto directos como indirectos. Los
resultados directos son los que derivan de la medida de la actividad de fecundacién, mientras
que los resultados indirectos ofrecen informacion que induce a pensar si el polen es mas o
menos viable.

Entre los métodos directos de valoracion de viabilidad del polen figuran los siguientes:

Se analiza el polen para verificar la presencia y abundancia de moléculas que participan
en el proceso de la respiracion, de cuya presencia se deduce que el polen estd vivo.
Se tifie el citoplasma o algunas moléculas genéricas que indiquen su presencia o activi-
dad metabdlica, aunque estas caracteristicas no garantizan que el polen esté vivo.



Se hace germinar el polen in vitro, en medio sélido o liquido. Si los granos emiten el tubo
polinico esto significa que estdn vivos.

Se utiliza el polen para polinizar y se observa la formacion de los frutos y el nimero de
semillas maduras. Este método requiere de semanas e incluso meses, debiendo conside-
rar en todo momento la posible existencia de barreras post-zigdticas que, después de la
fecundacién, impidieran la formacién de semillas.

El método indirecto mas usado es el de la reaccién fluorocromatica (HESLOP-HARRISON ¢
al., 1984). Esta metodologia utiliza el colorante apolar “diacetato de fluoresceina” que penetra
en el interior de los granos de polen. En su citoplasma, por la actividad enzimatica (esterasas)
se produce la liberacion de fluoresceina, un compuesto polar fluorescente que permanece en
el interior de los granos sélo si la membrana estd intacta. Por tanto, mediante esta técnica se
evidencia la presencia de enzimas activas y también la integridad de la membrana plasmatica.
Si se observa con un microscopio con luz ultravioleta, los granos viables que han acumulado
en su interior la fluorescencia aparecen intensamente fluorescentes, mientras que los que estin
muertos poseen una fluorescencia débil o ausente. Para obtener datos fiables es aconsejable
observar al menos un centenar de granos por preparacion y hacer al menos tres réplicas para
poder realizar el andlisis estadistico. Mediante este método se puede valorar la viabilidad de
una muestra en menos de una hora, aunque requiere la disponibilidad de un microscopio de
fluorescencia.

En el caso de poder disponer unicamente de un microscopio éptico de luz visible, se pue-
den utilizar otros métodos indirectos que evidencian actividad enzimatica, como las deshidro-
genasas o las perosidasas que, aunque son también simples y ttiles, pueden dar lugar a falsos
positivos (DAENT & al., 2004). Otro método que utiliza el microscopio de luz visible es el de
PALFI ¢ MIHALIK (1985) en el que mediante un colorante especifico se marca la prolina, un
aminoacido que estd siempre presente en las células que son viables.

No todos los granos de polen conservan su viabilidad en el tiempo, ya que depende en gran
medida del contenido en agua y en carbohidratos (PACINI & al., 2006). Los granos parcial-
mente deshidratados normalmente conservan dicha viabilidad durante mas tiempo, puesto
que son capaces de hacer variar la presién de turgencia interna al producirse un cambio en
las condiciones externas. El mecanismo relacionado en este tipo de homeostasis consiste en
la polimerizacién y despolimerizacién de sacarosa, glucosa, fructosa y almidén. Cuando la
temperatura se eleva se produce una despolimerizacion de sacarosa y almidén, aumentando la
presion de turgencia y el agua de los coloides del citoplasma no se evapora. También, cuando
la temperatura se aproxima a los 0° C, se produce un aumento en la presiéon de turgencia, que
impide la formacién de cristales de hielo. De igual modo, se produce un aumento de presiéon de
turgencia cuando la humedad relativa disminuye considerablemente, evitindose de este modo
la evaporacion. Al contrario, cuando la humedad relativa es muy alta, incluso superior al 90%,
la presién de turgencia disminuye por la polimerizacién de glucosa y fructosa a sacarosa y de
almidén con la glucosa (VESPRINI & al., 2002; PACINT & HESSE, 2005).

Los granos de polen parcialmente hidratados normalmente estan desprovistos de mecanis-
mos homeostaticos, por lo que muchos pierden agua, disminuyen de volumen y mueren a las



pocas horas de producirse la apertura de la antera, sobre todo si se conservan en ambientes se-
cos. Este proceso se ha puesto en evidencia con distintos experimentos realizados sobre Cucur-
bita pepo L., en los que la exposicién del polen a los agentes diseminadores dura unicamente
seis horas (NEPI & PACINI, 1993). Las Poaceae poseen granos de polen parcialmente hidratados
y son muy dificiles de conservar durante periodos largos. Naturalmente, su viabilidad se pro-
longa un poco en el tiempo si se conservan en condiciones de elevada humedad relativa (Paci-
NI & al., 1997). BARNABAS & RaJKI (1981) han desarrollado un método para conservar a largo
plazo los granos de polen de maiz haciendo disminuir muy lentamente su contenido en agua,
método no muy extendido por el momento.

Puesto que el polen puede abandonar la antera en el momento en el que ésta se abre, o bien
permanecer dentro de ella, las formas de recogerlo pueden variar. Es necesario individualizar
el tiempo inicial (t ), después del cual algunas caracteristicas de los granos pueden verse modi-
ficadas en funcién de las condiciones externas, en particular en el caso de los granos de polen
parcialmente hidratados (PACINI, 2000). Se debe tener en cuenta cudnto tiempo después de la
apertura de la antera debe pasar para realizar la recoleccion, o bien recolectar inflorescencias
o flores prematuras para su secado en bandejas o botes que posteriormente seran filtrados. En
este caso, es necesario esterilizar a la llama todo el instrumental utilizado.

El polen, cuando cae de las anteras, se recoge con hojas de papel con parafina. Si se trata
de plantas que expulsan el polen de la antera o si éste sale en el momento en el que la antera se
abre, se recogen las plantas o fragmentos de las plantas con las flores o inflorescencias mascu-
linas, en el momento mas préximo posible a la dehiscencia de las anteras, y se colocan en una
maceta situada en el centro de un papel con parafina, intentado que queden todas las flores
fuera de la maceta. Se aconseja realizar esta operacién por la tarde. La mafiana siguiente, si el
papel no se encuentra en un lugar donde penetra la luz del sol, es mejor iluminar la maceta con
las flores usando una lampara para facilitar un aumento en la temperatura y la consiguiente
apertura de la antera. Es también aconsejable recoger el polen dia tras dia y repetir la opera-
cién cada tarde. La recoleccion se debe realizar en ambientes sin corrientes de aire ni contami-
nantes dispersos en el aire.

Se puede utilizar el mismo método en el caso de que el polen se quede en el interior de
las anteras, por ejemplo por la presencia del cemento polinico (Pollenkitt); también se ob-
tienen buenos resultados cuando las flores han sido cortadas, poniéndolas boca abajo sobre
el papel, como en las Asteraceae. En cualquier caso tampoco se deben dejar las flores de las
que se recoge el polen mas de un dia, ya que se puede producir la liberacién de polen atn
inmaduro.

En algunos casos se pueden recoger las anteras cortando los filamentos, en particular cuan-
do son muy largos, dejarlos un poco de tiempo en una atmoésfera seca que facilite la apertura
de las anteras, y después pasarlos por un tamiz con mallas algo mayores que el diametro del
polen. En estos casos, sobre todo si los granos esta rodeados de pollenkitt, el rendimiento de la
recoleccién puede ser muy bajo y ademas, si las mallas son demasiado grandes, pueden pasar
pelos o residuos de las anteras. Un método que esta dando resultados buenos es el de usar una



pequeiia bomba que aspire los granos directamente de la antera recién abierta. En este caso los
granos se recogeran en un recipiente que servira para la posterior conservacion.

Cualquiera que sea la metodologia utilizada en la recoleccién del polen, se debe siempre ve-
rificar su pureza, evitando la presencia de particulas extrafias provenientes de la misma planta
o de otro origen, incluso polen distinto. Este proceso es particularmente importante si los gra-
nos de polen van a ser utilizados en la elaboracién de sueros usados en alergologia (COUR &
LOUBLIER, 1980). Si el polen va a ser usado en investigacion, es necesario también comprobar
su viabilidad.



La metodologia para obtener un buen niimero de esporas y en las mejores condiciones de de-
sarrollo, viabilidad y esterilidad, esta bastante consensuada a través del trabajo de diferentes
autores (DYER, 1979; FORD, 1992; AGRAWAL ¢ al., 1993; BERI & BIR, 1993; CONSTANTINO & al.,
2000; PENCE, 2000; QUINTANILLA ¢ al., 2000; BALLESTEROS & al., 2006).

Como se indica en el capitulo 2, es importante elegir poblaciones silvestres genéticamente
diferenciadas y en los momentos 6ptimos de maduracién. Para ello, y debido a las diferencias
de esporulacion de las especies en sus diferentes poblaciones, de las que hay muy pocos datos
concretos y fiables en la bibliografia, se debe realizar un trabajo previo de revisién de herbarios,
bibliografico y de campo en el que se establezca la corologia y fenologia precisa de las especies
y poblaciones a recolectar. Es muy importante determinar exactamente los momentos de espo-
rulacién de los taxones con los que queremos trabajar, ya que aunque algunos de ellos lo hacen
durante meses (ej. Equisetum sp. pl.), otros realizan la esporulacion en cuestiéon de unas sema-
nas (ej. Thelypteris palustris Schott o Notholaena marantae (L.) Desv). Para ello sera de gran
ayuda establecer una base de datos de anteriores recolecciones, a la hora de predecir los meses
de trabajo de campo. El conocimiento de todos estos datos sera previo a plantear la recolecciéon
de los materiales vegetales y evitar llegar cuando las frondes ya han liberado las esporas.

Como norma general, la recoleccién debe ceilirse a las frondes sanas, fértiles y con los espo-
rangios maduros. En funcién de las especies con las que estemos trabajando, se recolectaran
frondes completas o fragmentos de éstas donde la maduracién de los esporangios sea unifor-
me. Habra que evaluar, segun la disponibilidad de plantas y el estado de conservaciéon de la
poblacidn, la cantidad de frondes por individuo a recolectar para no alterar la dindmica pobla-
cional. Si se trata de una poblacion bien conservada, con ejemplares de gran tamafio (ej. Dry-
opteris, Polystichum, Athyrium, etc), y con buen nimero de individuos, se recolectara de cada
una de las muestras una fronde de al menos 20 individuos de la misma poblacién. (PANGUA &
al, 1994; BALLESTEROS & al., 2006). En el caso de taxones de menor tamano, y siempre que la
poblacién sea abundante, es mejor recolectar mas de una fronde fértil por individuo. En el ca-
so de poblaciones de tamafio mas reducido se recolectaran tantos individuos como sea posible
para asegurar captar la mayor variabilidad genética de la poblacién. Para ello pueden servir
como referencia los 10 y 15 individuos contemplados en QUINTANILLA & al. (2002) y ARAGON
¢ PANGUA (2004), respectivamente.

Las frondes a recolectar deberan estar libres de insectos y parasitos, barro y otras impure-
zas que puedan contaminar las muestras. Es importante recoger las frondes de plantas vigo-
rosas y en momentos de crecimiento y desarrollo 6ptimo, ya que las esporas de plantas some-
tidas a estrés o que crezcan en los limites de su distribucién geografica pueden llegar a estar
abortadas o germinar mal.

Con el fin de evitar la apertura prematura de los esporangios y la liberacién de las esporas
durante el transporte, QUINTANILLA ¢ al. (2002) recomiendan envolver las frondes en papel



humedecido, lavando posteriormente las hojas con abundante agua corriente en el laborato-
rio, secandolas antes de la extraccion de las esporas. Otra forma de hacerlo seria lavando las
frondes en el campo y transportdndolas en bolsas de plastico cerradas, sacando las frondes y
poniéndolas a secar en cuanto se llegue al laboratorio, para evitar pudriciones o el crecimiento
de hongos.

No todos los helechos tienen los esporangios localizados en las frondes. En el caso de espe-
cies de los géneros Equisetum, Psilotum, Ophioglossum o Botrichium, los esporangios se loca-
lizan en estrébilos, en sinangios o agrupados en una espiga terminal, que son los érganos que
se recolectardan.

Las frondes recolectadas deben tener los esporangios maduros, lo cual puede verificarse me-
diante un examen detallado, a través de una lupa de campo. En general, los soros con esporan-
gios maduros suelen tener un aspecto granulado con un color brillante, mostrando los espo-
rangios apiflados. Cuando las esporas estan inmaduras los soros presentan un color verdoso o
blanquecino. Cuando las esporas ya se han liberado los soros tienen un color mate y un aspec-
to deshilachado, con los esporangios abiertos y caedizos.

En el caso de especies con indusio, éste servird de ayuda para ver el estado de maduracion
de los esporangios. Los indusios cubren totalmente el soro cuando los esporangios estan inma-
duros, y su coloracion es verdosa. A medida que maduran el color verde desaparece, dando pie
a una coloracién amarillenta o marrén, destacando los esporangios, por debajo, con un color
brillante y un aspecto granulado. El estado 6ptimo de recoleccién sera cuando los esporangios
mas viejos de la fronde (los mas alejados al apice) se han empezado a abrir y en el resto siguen
cerrados. Sin embargo, esta norma no debe aplicarse de forma general, ya que en algunas es-
pecies los esporangios van madurando a medida que la fronde se desarrolla. En estos casos se
recogeran las partes de la fronde con los esporangios de maduracién mds uniforme, como se
ha indicado anteriormente.

En los casos de especies de los géneros Equisetum, Psilotum, Ophioglossum, Botrichium y
Osmunda, habra que evaluar la maduracion de los esporangios de manera diferente. Por ejem-
plo, en el caso de Equisetum el momento dptimo de recoleccion es cuando se observa que los
estrobilos se abren mostrando los esporangios de un color verde intenso. El color blanquecino
es indicativo de que ya se han liberado las esporas, y si los estrébilos estdn cerrados las esporas
pueden estar aun inmaduras. En los casos de Psilotum, Ophioglossum o Botrichium y Osmun-
da, el momento 6ptimo de recoleccidn es cuando los esporangios situados en la parte inferior
de la espiguilla comienzan a abrirse.

Para obtener las esporas, las frondes recolectadas en el campo se deben depositar en pliegos
de papel (lo mas satinado posible), con un ligero peso encima y en un lugar seco (humedad
relativa ambiental inferior al 65%) y a temperatura ambiente (25°C). Si son espiguillas o
estrobilos pueden dejarse secar en placas petri o sobre de papel, sin necesidad de prensarse
ligeramente.



Tras dos o tres dias, las frondes habran liberado ya una gran cantidad de esporas, y tras
cinco o siete dias practicamente todos los esporangios se habran abierto y tendremos a nuestra
disposicién todas las esporas de cada fronde prensada. Las esporas se observan como polvo
fino sobre el papel, si bien también se liberan trozos de esporangios, restos del indusio, trico-
mas, paleas, etc. Las esporas verdes deben recogerse lo mas pronto posible (uno o dos dias) ya
que pierden viabilidad rdpidamente (LLOoYD ¢ KLEKOWSKI, 1970). Las esporas se retiraran de
los pliegos, y antes de guardarlas en recipientes herméticos adecuados se pasaran por un tamiz
de luz de ca. 0,074 mm, o por varias capas de papel para limpiar lentes y asi eliminar impure-
zas como restos de paleas, esporangios, etc.

Por lo general las esporas no se han tratado previamente a su almacenado en seco, aunque
se estd comenzando a estudiar los efectos del desecado controlado y el contenido de agua de
las esporas en su conservaciéon (BALLESTEROS ¢ WALTERS, 2007A,B). En los casos en los que
se desee desecar las esporas con gel de silice y mantener una atmdsfera seca, se debe evitar el
contacto directo del gel de silice con las esporas.

En muchos trabajos en los que se han sembrado esporas de Pteridéfitos se ha procedido a la
esterilizacion de éstas con diferentes sustancias, para eliminar o reducir las contaminaciones
producidas por hongos y bacterias (DYER, 1979 y referencias; FORD, 1992; AGRAWAL & al.,
1993; BERI & BIR, 1993; SIMABUKURO €& al., 1998; WHITTIER & PINTAUD, 1999; CONSTANTINO
& al., 2000; PENCE, 2000). Sin embargo, en diversos estudios se indica que la esterilizacién
quimica de esporas afecta a su viabilidad (SIMABUKURO & al., 1998; CAMLOH, 1999), por lo
que este aspecto debe ser tenido en cuenta, si se pretende conservar material sin mermar su
capacidad de germinacion.

SIMABUKURO & al. (1998) muestran los efectos de diferentes sustancias empleadas para la
esterilizacion sobre la viabilidad de esporas, concluyendo que lavar con agua, tratar con hi-
poclorito de calcio, incubar, filtrar y volver a lavar con agua, es la opcién menos dailina y que
mejor esteriliza las esporas. En algunos trabajos las esporas son sembradas sin esterilizar, o
pasandolas simplemente por varias capas de papel para limpiar lentes y asi eliminar restos de
paleas o esporangios (WHITTIER, 1973; COLLI AUREA ¢ PEREZ SONIA, 1999; QUINTANILLA &
al., 2002; ARAGON & PANGUA, 2004), sin que haya efecto manifiesto de contaminaciones, o sin
que éstas hayan afectado a la germinacion o al desarrollo inicial de los gametoéfitos.

En conclusién, un proceso de extraccién de las esporas que se realice en condiciones de
asepsia y limpieza, y un tamizado que elimine impurezas, sera suficiente para obtener esporas
limpias para su conservacion y futuros usos. Otra cosa es que, con posterioridad, las esporas
se quieran sembrar en esterilidad total para su cultivo in vitro, para lo cual el método de Sima-
BUKURO & al. (1998) arriba descrito en el mas recomendado.



Las muestras de germoplasma, lotes o ejemplares recolectados en el campo deben de ser con-
servados en un lugar fresco y sombrio, antes de ser enviados al banco. A continuacion se deta-
llan algunas recomendaciones a seguir para una correcta conservacion de las muestras:

No dejar el germoplasma en lugares con altas temperaturas (vehiculo, etc.). La exposi-
cién a temperaturas elevadas y la radiacion directa del sol puede dafiar y estropear la
muestra.

Mantener siempre una buena ventilacién en torno al germoplasma; utilizar sélo y exclu-
sivamente bolsas de papel o sacos de algodén que garanticen una correcta transpiracion.
Comprobar siempre que las bolsas y sacos estén bien cerrados con el fin de evitar la pér-
dida y/o la contaminacién del germoplasma que se ha recogido.

Cerrar las bolsas preferiblemente con clips; en caso de usar cinta adhesiva se debe tener
la precaucion de aplicarla inicamente en el exterior del envoltorio puesto que, al abrir la
bolsa, el material puede quedar pegado al adhesivo y ser inservible.

En ningun caso congelar el germoplasma antes de entregarlo al banco de germoplasma.
Si se han recogido frutos carnosos en el momento 6ptimo de maduracion, se aconseja
quitarles las partes carnosas lo mas rapidamente posible tras la recogida, para evitar fer-
mentaciones que puedan dafar la germinacion. Este proceso deberia llevarse a cabo en el
banco. Cuando no es posible entregar los frutos inmediatamente al banco, ni limpiarlos,
se pueden conservar en un frigorifico a pocos grados centigrados (0-5° C).

En la mayor parte de los casos es aconsejable delegar las operaciones de limpieza al banco o
al personal especializado. Si las semillas han sido recogidas completamente maduras y se en-
cuentran dentro de los frutos o en capsulas secas, se puede proceder de manera rapida y segura
a la apertura de los frutos y extracciéon manual de las semillas.

En los frutos carnosos la tolerancia a la desecaciéon se manifiesta de forma tardia en las
semillas. Los indicadores morfoldgicos de este proceso no siempre se manifiestan en el fruto,
permaneciendo las semillas con elevada humedad interna. En el caso de que la entrega al ban-
co se posponga durante algunos dias, se recomienda extender las semillas en una capa sobre
papel absorbente con el fin de maximizar la aireacién y permitir la deshidratacion, para alcan-
zar un equilibrio con las condiciones ambientales que rodean a las semillas. Estas condiciones
deben de mantenerse lo mas constantes que sea posible, al menos en lo referente a la humedad
relativa y a la temperatura, controlandolas diariamente.



Cuando se trata de plantas espontaneas, muy a menudo las muestras recolectadas son modes-
tas y de calidad heterogénea. El banco aceptara el lote y, en afios sucesivos, se incrementara la
cantidad de germoplasma recogida de esa determinada localidad. No se aceptara el material en
el caso de que no venga acompaiado de su correspondiente ficha de recoleccion u otras fichas
de campo, o cuando no sea posible su determinacion (ej. ausencia de pliego testigo para el
herbario, de informacién bibliografica sobre la planta, etc.), salvo que por su interés se decida
germinar parte del material para una identificacién posterior.

Para el registro y la posterior elaboracién de la informacién, las fichas especificas para la reco-
gida del germoplasma deberian ser cuamplimentadas en todos sus campos, y utilizadas siempre
que se recoja material de una determinada planta, en una localidad de muestreo (estacion o
microestacion) y en una fecha concreta. A esta ficha el banco le atribuird un nimero o cédigo
que identificara ese lote, identificando cada “entrada” o “accesién”. Por lo tanto, al efectuar la
recogida del material, es muy importante indicar claramente en las etiquetas o fichas los datos
fundamentales para facilitar el reconocimiento de la muestra y reducir las dudas de identifi-
cacién que puedan surgir. Para las muestras de semillas del suelo, se llevard a cabo el mismo
procedimiento. Si el material proviene de otros estudios realizados in situ (inventarios floris-
ticos, de vegetacion, demograficos, fenoldgicos y/o indicaciones) se hace necesario adjuntar,
junto a la ficha de recoleccion, una copia del resto de fichas cumplimentadas durante el trabajo
de campo.

Las muestras deberian estar siempre acompaiadas de una lista compendio que recopile el
contenido de los lotes, indicando todo el material que se ha recogido y los datos del recolector,
con el fin de poder localizarlo en el caso de que surjan dudas sobre el material producido, o se
solicite un certificado fitosanitario. Sera responsabilidad del responsable técnico del banco de
germoplasma vigilar el contenido de cada paquete y su correspondencia con la documentacién
adjunta.

Para cumplimentar las fichas, las etiquetas y la lista compendio, se pueden seguir los si-
guientes consejos:

No usar abreviaturas para los nombres comunes y binomios cientificos que puedan in-
ducir a interpretaciones erroneas.

Escribir de forma clara y preferiblemente en mayusculas.

Utilizar lapicero o boligrafos indelebles.

Evitar realizar tachones o correcciones que puedan dificultar la lectura y su
comprension.

El transporte del germoplasma puede difundir distintas patologias o agentes patdgenos. Por
ello, en muchos paises se ha elaborado una legislacion que regula el ingreso e incluso también



el movimiento interno de las plantas. La difusién de agentes patégenos puede comprometer
de forma muy seria la viabilidad de las semillas recogidas. Si el material se multiplica puede
ademas difundir infecciones a otras especies o territorios.

Puesto que este tipo de riesgos son reales, se debe documentar la presencia de patologias y
el estado sanitario de la poblacion de la que se ha recogido el material, ademas de los posibles
tratamientos a los que haya podido estar expuesto el germoplasma (ej. fumigacién, pretrata-
mientos fungicidas u otras sustancias biocidas). Por ello, puede ser necesaria la ayuda y expe-
riencia de un fitopatélogo o de un entomoélogo (FRISON & JACKSON, 1995). Por regla general,
el riesgo de transmitir enfermedades es mayor cuando se transportan también las raices de
las plantas, ya que muchos agentes patégenos permanecen en el suelo, siendo de esta manera
transportados con la muestra. Para los especimenes que se regeneran de forma vegetativa, la
transferencia del germoplasma in vitro reduce de manera considerable este tipo de inconve-
nientes. Las patologias presentes en el germoplasma deberan siempre ser anotadas, asi como
las enfermedades existentes en la regién de muestreo. Es igualmente importante indicar si las
plantas estan sanas en zonas que, de manera importante, han estado histéricamente sujetas a
determinadas infecciones.

Antes de realizar un envio de material con fines cientificos o de conservacién, hay que
asegurarse de que no sea necesario acompanarlo de un certificado fitosanitario; actualmente,
la normativa comunitaria permite la libre circulacién de germoplasma dentro de la Unién Eu-
ropea, mientras que para el material proveniente de terceros paises se requieren certificados de
procedencia, asi como documentacion fitosanitaria. En concreto, la Directiva de la Comision
Europea del 15 de octubre de 2004, determina los modelos de certificados fitosanitarios oficia-
les o de certificados fitosanitarios de exportaciéon que acompanan a los vegetales, productos
vegetales u otro tipo de material vivo proveniente de terceros paises, que se encuentran inclui-
dos en la Directiva 2000/29/CE.

Como ejemplo, tomamos las normas generales, para cualquiera que sea el destino del germo-
plasma, utilizadas por el Banco de Germoplasma del Royal Botanic Gardens de Kew, que se
detallan a continuacién.
Los embalajes que contienen las semillas deben estar etiquetados tanto en su interior como

en el exterior y estar perfectamente cerrados. Se recomiendan los siguientes tipos:

Sacos de algodon o tela.

Sacos de nailon transpirable o tejido de PVC.

Cajas de cartdn resistentes, dentro de las cuales se disponen los sacos con el material.

Se desaconseja embalar las semillas dentro de contenedores o bolsas no transpirables de

plastico o PVC.

Para el envio del material se deberian seguir los siguientes pasos:
Embalar las semillas en el altimo momento antes de realizar el envio.
Adjuntar los datos inherentes al material y el nimero de sacos contenidos en cada caja,
guardando una copia de esta informacion.



Utilizar polietileno u otro material para rellenar los huecos y asi impedir la movilidad
del germoplasma dentro de la caja.

Adjuntar el certificado de envio correspondiente, conservando una copia.

Cerrar herméticamente las cajas y etiquetar con la direccion, tanto del destinatario como
del remitente.

Medir y pesar las cajas.

La documentacion fotografica, pliegos de herbario y otro material util, pueden ser enviados
posteriormente.

Todo lo dicho hasta este momento acerca de la forma de conservacion y del envio del material,
es valido también para el germoplasma que no proviene directamente de la recogida in situ,
sino de otros centros como pueden ser otros bancos de germoplasma, jardines botdnicos o
viveros.

Para la correcta gestion del material proveniente de otros centros es de gran importancia
recopilar toda la informacién acerca de la gestiéon y de los tratamientos a los que han sido
sometidas las semillas antes de ser enviadas. Es una buena norma proveer al responsable del
banco de germoplasma de la historia cronoldgica del material que recibe, de una fotocopia de
la ficha original de recogida y de todos los datos que le permitan contactar con los recolectores
y responsables de otros bancos de germoplasma.

Cuando se envian varios lotes o varias especies, es aconsejable elaborar una lista de todo el
material contenido en el envio. Sera responsabilidad del personal del banco de germoplasma
conservar y gestionar el lote siguiendo la metodologia mas adecuada en cada caso. Se debe
siempre acompanar los lotes que llegan al banco de las fichas de recogida de campo, la infor-
macion sobre tratamientos antiparasitarios, la forma de conservacion y la existencia de proto-
colos de germinacién o de reproduccion en vivero. En el caso de no disponer de este tipo de
informacioén se debe de indicar el nimero de teléfono, direccion de correo electrénico o postal,
de la persona responsable de dicho material con anterioridad a su llegada al banco.



Una vez que se verifica el material recibido y su documentacion, el banco se convierte en el
responsable de su correcta gestiéon y debe elegir la metodologia mas adecuada para su limpieza,
conservacion y multiplicacion, a no ser que esté ya especificada. Los responsables del banco
deben valorar si se debe trabajar con todo el lote o con parte de él, en funcion de las priorida-
des del banco, la importancia del material y la cantidad recibida.

La gestién cotidiana de un banco de germoplasma prevé el control y el seguimiento de diver-
sas estructuras, equipamientos y parametros. Periédicamente se realizan controles de los lotes
conservados, con el fin de verificar que los contenedores mantengan una perfecta hermetici-
dad; para este fin es importante observar, con frecuencia, si el indicador de humedad presenta
cambios determinados por una excesiva humedad (ver capitulo 6).

Algunas instituciones como IPGRI (actualmente Bioversity International) proponen que
se efecttien cada 5-10 afios pruebas de germinacidn o viabilidad sobre el material conservado
(después de haberlo re-equilibrado a temperatura y humedad ambiente durante algunos dias)
para testar el estado del material. Cuando el nivel de viabilidad desciende de un cierto valor
(que depende de la calidad inicial del lote y de la especie tratada), se hace necesario proceder
a una nueva recoleccién o, en algunos casos, a la regeneracion en vivero/laboratorio, profun-
dizando en el conocimiento del taxén. Como referencia suelen tomarse en consideracion los
estdndares de regeneracion propuestos por IPGRI, variables entre el 65%-95% para accesiones
de 10-20 afos conservadas en colecciones activas (FAO/IPGRI, 1994). Sin embargo, este tipo
de procedimiento esta disefiado principalmente para los bancos de semillas cultivadas, por lo
que su aplicacién en plantas silvestres debe valorarse en funcién del tipo de germoplasma y la
cantidad disponible, supeditada en cualquier caso al desarrollo de unas buenas practicas de
conservacion (ver capitulo 6 y cuadro 6 para mas informacién).

La mejor opcién para la gestion de los datos generados en un banco de germoplasma es
la informatizacién de los mismos, incluso en el caso de los centros que manejen un nimero
reducido de muestras. Una primera aproximacion puede realizarse mediante una hoja de cél-
culo, si bien el uso de software especifico para la gestion de datos es un instrumento muy va-
lioso para la administraciéon de accesiones. Por este motivo, muchos bancos han decidido con
el tiempo desarrollar instrumentos concretos relacionados con las bases de datos relacionales.
Como ejemplo, el Conservatoire Botanique National Méditerranéen de Porquerolles (CBNMP)
ha desarrollado un software de gestién para el banco de germoplasma, denominado VANDA
(figura 4.9). Este instrumento se divide en dos partes: una que gestiona el almacenamiento de
los datos y otra que permite busquedas segtn criterios de multi query. El software utiliza me-
nus ramificados y jerarquicos, los cudles permiten abrir una serie de ventanas en cascada. Los
archivos de datos se guardan como tablas base que se incrementan cada vez que se introducen
nuevos datos. Las tablas base estan constituidas por: localidad de recogida, nomenclatura (que
incluye las caracteristicas bioldgicas de los taxones y la informacién sobre su proteccion legal),
bibliografia y protocolos de germinacién. Las accesiones generan fichas inicas que permiten
una bisqueda de caracter jerdrquico por ensayo de germinacion y por tipologia de tratamiento.
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Técnicas de conservacion ex situ

Figura 4.9. VANDA, software de
gestion del Banco de semillas del
Conservatoire Botanique Méditerra-
néen de Porquerolles (M. Virevaire).

Figura 4.10. Aspecto de la base de
datos del proyecto INTERREG Illb
GENMEDOC

A partir de esta experiencia, en el proyecto GENMEDOC han sido elaboradas fichas de campo
y de laboratorio especificas para la gestién de la informacién generada durante el proyecto
(figura 4.10), las cuales se adjuntan de forma sintética en este apartado (cuadro 4). El software
utilizado en dicho proyecto permite el archivo, la busqueda y la actualizacion del sistema di-
rectamente en linea, existiendo un sistema de seguridad de los datos en tiempo real, gracias a
un servidor virtual que permite a un nimero ilimitado de operadores el acceso simultdneo y la

interaccidn entre ellos.
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Los procedimientos relativos a la recoleccién y entrega al banco de material para la propa-
gacién vegetativa (rizomas, tubérculos, bulbos, bulbillos, esquejes, etc.) no se alejan excesi-
vamente de los procedimientos estandar expuestos anteriormente. De hecho, cada accesion
debe ser complementada con la correspondiente ficha de recoleccion y eventualmente de otras
fichas de campo (ej. ficha de muestreo fenoldgico, demografico, floristico-sociolédgico, etc.),
ademads de una lista enumerativa sobre el elenco de todas las fichas producidas e informacion
sobre los recolectores.

Por el contrario, la conservacion y multiplicacion del material vegetativo presenta sustan-
ciales diferencias respecto a las accesiones constituidas por semillas, por lo que se hace necesa-
ria la adopcidn de protocolos especificos segun el tipo de material entregado al banco. Después
de haber completado los datos referentes a la ficha de recolecciéon en la base de datos, aportan-
do la informacién a través de la ficha del material vegetativo, se procede a la verificacién del
tipo y la cantidad de material producido. Es necesario adoptar las debidas precauciones en el
manejo, ya que se trata en general de material mas sensible a la manipulacién, con tendencia a
una rapida deshidratacién si no se conserva bajo condiciones ambientales adecuadas. Si fuese
necesario, se indicaria el tratamiento inicial mas idéneo (ej. empleo de fungicidas, eliminacién
de la parte basal de los esquejes con hojas, tiempo y condiciones de conservacién para la for-
macién de callos en algunos esquejes, etc.), recogiendo en la ficha los procedimientos adecua-
dos para la conservacion que deben realizarse sobre el material. También deberia indicarse el
nimero de muestras producidas, por ejemplo cudntos esquejes han sido preparados, y cuantos
de ellos son viables. Finalmente, se entrega a cada muestra producida un cédigo, indicando
para cada uno la localizacién y las técnicas utilizadas para su plantacion.



Los helechos son unas plantas que se dispersan generalmente a través de la produccién de
enormes cantidades de pequefias didsporas, las esporas, que son transportadas mayorita-
riamente por el viento. Aunque la dispersién de las esporas es anemoéfila (TuoMisTO & al.,
2003), muchas de éstas suelen caer en las zonas proximas a sus progenitores (dispersion lep-
tocurtica, WOLF & al., 2001), ayudando asi a conservar el pool genético de la poblacién de la
que provienen. Estas esporas al depositarse en el suelo permaneceran en estado latente hasta
que las condiciones de humedad, luz y temperatura sean las 6ptimas para poder germinar.

Desde hace practicamente dos décadas se conoce la existencia de los bancos de esporas
naturales en el suelo, y del papel tan importante que juegan en la regeneracién y estable-
cimiento de las poblaciones de helechos (HAMILTON, 1988; SCHNELLER, 1988; LINDSAY &
DYER, 1990; SCHNELLER & al., 1990; DYER & LINDSAY, 1992; LINDSAY & al., 19924A).

Los bancos de esporas del suelo naturales tienen un potencial considerable como fuente
de material para la conservacion (DYER, 1994). Ademas, incluso atin siendo las muestras
de suelo pequenas, éstas recogen una diversidad genética que puede dar lugar a un elevado
numero de esporofitos genéticamente diferentes (SCHNELLER, 1998). Diversos trabajos cons-
tatan su posible uso para la obtencidn y propagacion de los helechos que habitan en los eco-
sistemas donde son recogidas, aunque no siempre haya sido posible propagar o determinar
todas las especies presentes en esos territorios (SIMABUKURO & al., 1998, 1999; BALLESTEROS
& al., 2002).

El banco de esporas del suelo es de interés por su potencial como recurso para la restau-
racién in situ de poblaciones en peligro critico o incluso extintas (SIMABUKURO & al., 1999).
Un ejemplo de su efectividad lo podemos encontrar en el trabajo de ESTRELLES & al. (2001),
donde se pudo propagar con éxito la especie Marsilea quadrifolia L. tras la localizacién de
los esporocarpos que atin se conservaban en el banco del suelo de zonas que antano habia
habitado. Otro importante trabajo, donde se ha conseguido recuperar a partir de las esporas
obtenidas de muestras de suelo una especie incluida el catalogo nacional de flora amenaza-
da, fue el realizado por la Junta de Andalucia con Christella dentata (Forsskal) Brownsey &
Jermy en sus poblaciones ya extintas del Parque Natural de los Alcornocales (RODRIGUEZ-
HIRALDO & al., 2006).

La idea de una conservacion de las esporas en estado hidratado y en oscuridad, como
ocurre en el banco de esporas del suelo, es la que dio pie a la metodologia de conservacion
himeda para las esporas (LINDSAY & al., 1992B), desarrollada en trabajos como el de QUIN-
TANILLA & al. (2002) para especies protegidas a nivel mundial como Culcita macrocarpa C.
Presl. y Woodwardia radicans (L.) Sm., y las especies del género Dryopteris: D. corleyi Fraser-
Jenk., D. guanchica Gibby & Jermy y D. aemula (Aiton) Kuntze, incluidas como vulnerables
en la Lista Roja de la Flora Vascular Espaifiola (VV.AA., 2000).

Atendiendo a estas experiencias de conservaciéon himeda de las esporas, y a las propias
de los investigadores y gestores presentes en el “I Taller de Conservacién de Helechos” reali-
zado en Diciembre de 2006 en el Jardin Botanico El Aljibe (Alcald de los Gazules, Cadiz), se
podria deducir de las conclusiones que muestras de bancos de esporas de suelo podrian ser



foto A. Bueno

Dryopteris corleyi.

recolectadas y almacenadas en bancos de germoplasma (en oscuridad y a 4°C) para la con-
servacion y posterior propagacion de las esporas que alli se encontrasen. Por todo ello, los
bancos de esporas de suelo ademas de servir como fuente de material genético in situ para
su propagacion, podrian valorarse como otra forma de recolectar y conservar ex situ esporas
en condiciones de almacenado hiimedo en los bancos de germoplasma. Es una alternativa
natural a tener en cuenta.

foto A. Bueno



5. Tratamiento del germoplasma
antes de su conservacion







En este capitulo se resumen los procedimientos estdndar elaborados por una buena parte de los
bancos de germoplasma europeos dedicados a plantas silvestres, en relacion con el tratamiento
del germoplasma que ingresa en el banco, y de cara a optimizar su conservacion ex situ. Los
protocolos que se detallan se basan principalmente en el tratamiento de semillas, dado que es-
te material es el que con mayor frecuencia se ha trabajado hasta el momento. Los procedimien-
tos indicados se han recopilado a través de la experiencia madurada por algunos bancos de
germoplasma representativos, principalmente los de Cerdena (BG-SAR, Centro Conservazio-
ne Biodiversita — CCB), Porquerolles (Conservatoire Botanique National Méditerranéen), Kew
(Royal Botanic Gardens, Millenium Seed Bank Project) y Valencia (CIEF, Centre d’Investigacio
i Experiénces Forestals — Generalitat Valenciana), lo que no excluye que se hayan incorporado,
como procedimientos complementarios, los desarrollados en otros centros afines.

Una vez que el material se encuentra en el banco de germoplasma y se han realizado los contro-
les fitosanitarios necesarios, se procede a la introduccién de la informacién en la base de datos,
comprobando si existe la necesidad de adoptar determinadas precauciones en su manipula-
cion. En las dependencias donde se almacena el material, se comprueba la validez e integridad
del germoplasma recogido, efectuando la “prueba del corte” en el caso de que no haya sido ya
efectuada en el campo (ver apartado 4.1.3) y determinando el porcentaje de semillas frescas.
El registro de las entradas de material es una operacion rutinaria fundamental para la co-
rrecta gestion del germoplasma y para el inicio de todos los procedimientos realizados sobre
el material que ingresa en el banco. El banco controla la correspondencia entre la relaciéon de
entradas que entrega el recolector y las bolsas con las que se acompaiia, anotando las posibles
dudas y ausencias de informacion.
Por tanto, es de fundamental importancia indicar en el registro la siguiente informacion:

Nombre del taxén.

Numero de entrada del lote.

Fecha de ingreso en el banco.

Calidad de la limpieza de las semillas o el tipo de tratamientos a los que han sido

sometidas.

Procedencia del lote: nombre de la localidad de muestreo y nombre o cédigo del recolec-

tor o del centro del que proviene el material.

Objetivo o proyecto para el cual se ha llevado a cabo la recoleccion.

El nimero de entrada puede ser un cédigo alfanumérico. Por ejemplo, en la Banca del ger-
moplasma delle Alpi Sud-Occidentali, Chiusa Pesio (Cuneo), se utiliza un cddigo compuesto
del siguiente modo:

“NA/06/89”, donde:

NA es el numero de accesiéon o nimero de entrada en el banco
06 indica el afo (2006)
89 es un nimero secuencial que se incrementa cada vez que llega nuevo material.
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L)
O EG0245-SA01-0502- B Figura 5.1- Ejemplo de etiqueta automatica desarro-
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gé Bi;a"z";ia et:;“ﬁ?&%: Ve llada desde la base de datos GENMEDOC.

Ms 0 22112005

En el 2007 variard la fecha (07) pero el niimero final continuara creciendo. De esta manera,
se consigue una intuitiva indicacién de la procedencia del material, de su antigiiedad y de su
numero identificativo entre todos los demas lotes.

Dentro del proyecto GENMEDOC se ha utilizado la siguiente codificacion:

GM 1234 SA01 00/00A,

donde:

+ GM = identifica el proyecto para el cudl se ha recogido el lote.

* 1234 = corresponden al c6digo de la unidad taxonémica que se ha recogido.

+ SA =identifican el miembro del proyecto.

* 01 = codigo de la poblacién de la que se ha recogido material.

+ 00/00 = dos cifras (afio)/dos cifras (numero sucesivo de recoleccion) que identifica la

recoleccion.

+ A = una letra para identificar cada muestra producida para su almacenamiento después

de su tratamiento.

Asi, el c6digo GM0245SA010502 - B (figura 5.1), identifica la muestra B de la recogida nu-
mero 2 del 2005, realizada en la poblacién 01 “Monte Lattias — Uta (CA)”, por el equipo SAR-
DEGNA, del taxén Anchusa formosa Selvi, Bigazzi & Bacch., para el proyecto GENMEDOC.

El nimero de entrada acompaiiard siempre al germoplasma al que hace referencia, permi-
tiendo de este modo reconstruir la historia cronolédgica de dicho material incluso después de
realizar el ensayo de germinacidn, la deshidratacidn, la congelacién, el envio a otros centros o
la posible regeneracioén en vivero o en laboratorios de investigacion. Todas las fichas de papel,
etiquetas (figura 5.1), informes, analisis de datos o fichas de la base de datos, deberan siempre
hacer referencia a este cdigo, que aparecerad en toda la documentacion digital, ya que su pre-
sencia facilita en gran manera la catalogacién y manipulacién de los datos. De forma comple-
mentaria a estos sistemas, los codigos de barras pueden resultar eficaces para la identificacién
de las accesiones, por lo que se estan ya aplicando en algunas colecciones, como las de la Banca
di Germoplasma Onlus di Palermo o el Banco de Germoplasma Vegetal de la Universidad Poli-
técnica de Madrid.
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5.2 Cuarentena

Antes de introducir en las dependencias del banco el material recogido en el campo, se debe
respetar un periodo de cuarentena, de tiempo variable, en el que el germoplasma se almacena
en un ambiente externo y aislado del banco. Este procedimiento permite valorar el estado fito-
sanitario del material y determinar la presencia de hongos o parasitos fitéfagos o daninos (fi-
gura 5.2). De hecho, no es raro encontrar, incluso en material perfectamente tratado y limpio,
semillas que presentan dafios u organismos dafiinos que pueden estropear el germoplasma.

Figura 5.2- Semillas parasitadas de Astragalus nitidiflorus Jiménez Mun & Pau.
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5.3 Pruebas iniciales para la valoracion de los lotes de entrada

Si las condiciones del lote lo permiten, se puede realizar una serie de pruebas (germinacién,
viabilidad, céalculo de la humedad interna, estimacién del numero y del peso inicial de las se-
millas, etc.) al material fresco (semillas, frutos, etc.) para recopilar los datos necesarios y poder
asi planificar su destino, el nimero de réplicas de las pruebas y el numero de semillas por ré-
plica, ademds de monitorizar la productividad de la poblacién. Los resultados de cada prueba
se registran en una ficha especifica (figura 5.3), que acompanara a la ficha de limpieza y a toda
la documentacién relativa al material.
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Figura 5.3 — Ejemplo del registro informatico de datos iniciales sobre un lote de semillas en una hoja

de calculo.
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5.4 Frutos carnosos

La pulpa de los frutos carnosos se debe eliminar manualmente y/o mecdnicamente (primera
limpieza), preferiblemente en las 48 horas posteriores a la recogida, con agua corriente (figura
5.4) para limitar el desarrollo de micosis y procesos fermentativos que reducirian la capacidad
de germinacién de las semillas, comprometiendo su viabilidad. En los casos en los que este
proceso no se pueda realizar en el tiempo deseado, se debe conservar el material en una cima-
ra frigorifica a temperaturas entre 0° C y 5° C.

Si en el momento de la recoleccion los frutos se encuentran demasiado deshidratados, an-
tes de quitarles la pulpa se deben sumergir en agua durante un periodo de tiempo compren-
dido entre unas pocas horas o incluso dias, para facilitar la limpieza y separacién de las semi-
llas. Después de eliminar la pulpa, las semillas deben de contener sélo impurezas de pequefio
tamarfio; si no es asi, serda necesario realizar una segunda limpieza manual (mas selectiva que
la primera) en un contenedor lleno de agua donde se puedan eliminar hasta los residuos car-
N0s0s Mas pequenos.

El agua en exceso de las semillas se elimina, secindolas durante un periodo de tiempo
variable de entre uno y siete dias, en funcién del tipo de semilla y de las condiciones ambien-
tales. Posteriormente se procede a la eliminacién manual de los residuos inertes que aun estén
presentes y a la deshidratacion, siguiendo los procedimientos descritos mas adelante para los
frutos no carnosos. Cuando las cantidades de material a procesar son grandes, este proceso se
puede realizar mecanicamente con maquinas que extraen las semillas de la pulpa.

foto B. Jiménez-Alfaro

Figura 5.4 — Extraccion de semillas de Rosa sp. mediante lavado de frutos sobre tamices y agua

corriente.
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5.5 Post-maduracion

Se denomina post-maduracion al proceso de maduracion fisioldgica que se desarrolla en las
semillas y en los frutos después de haber sido recogidos. Es un proceso necesario para que
las semillas inmaduras adquieran la capacidad de germinacién (SCHIMDT & J@KER, 2001). De
hecho, aunque la recoleccién se realice con atencién, es muy frecuente recoger semillas en di-
ferentes estados de maduracién. El periodo de post-maduracion tiene como objetivo obtener
una muestra homogénea, permitiendo que las semillas aptas lleguen al estado de maduracién.
Para conseguirlo, se conserva el material temporalmente en recipientes de plastico, cartén,
aluminio o acero (figura 5.5) por un periodo variable, desde algunas semanas hasta un maxi-
mo de un mes, dependiendo del taxdn (se debe eliminar la pulpa en los frutos carnosos). La
temperatura ambiental se debe mantener por debajo de 20°C y la humedad relativa por debajo
del 40%. Para periodos superiores a un mes, se debe bajar ain mds la temperatura. El riesgo
que se corre es el de acelerar el proceso de envejecimiento de la muestra, y esto dificultara la
posterior interpretacion de los ensayos de germinacion, a la vez que provocara una reduccién
en el tiempo de conservaciéon (PROBERT, 2003).

En esta fase se eliminardn las impurezas (ramas secas, hojas o detritos del suelo) del ma-
terial almacenado, pero sin ser manipulado. De esta manera las semillas no se deshidratan
rapidamente; en funcién de las condiciones de la recogida y del tipo de fruto, se determina el
tiempo que debe transcurrir antes de que el germoplasma pueda ser manipulado. El material,
distribuido homogéneamente en el fondo de los contenedores, se mezcla cada 2-3 dias, pa-
ra asegurar la uniformidad del tratamiento y favorecer una mejor aireacién y la consiguiente
deshidratacién, cubriendo los contenedores con una malla para impedir la contaminacién con
semillas de otras muestras.

Figura 5.5- Lotes de
semillas en proceso de
post-maduracion, en las

dependencias de la Ban-
ca del Germoplasma della
Sardegna, BG-SAR.
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De las semillas que cumplen los requisitos adecuados, se extrae una pequena cantidad que
sera testada para estimar el porcentaje de germinacion y la validez del material recogido. Los
procedimientos de trabajo seran considerados como vélidos y las semillas podran continuar
siendo manipuladas, si el porcentaje de germinacién es mayor del 50%, excluyendo los casos
en los que sea dificil conseguir cantidades suficientes de germoplasma, cuando la poblacién
esté en riesgo de extincion o cuando la capacidad de germinacion tipica de la especie sea muy
baja. Los resultados de estos ensayos de germinacién no son comparables con los que se rea-
lizan con el material ya deshidratado y/o conservado, ya que, en el momento de la recogida,
no todas las semillas presentan el mismo estado de maduracion (ej. Fabaceae) y necesitan un
periodo de post-maduracion.

La calidad del lote puede ser también estimada a través de observaciones directas (de color,
tamano, presencia de parasitos) o mediante pruebas de viabilidad como la “prueba del cor-
te”, si no ha sido ya realizada en el campo en el momento de la recoleccién. Ademas, deben
eliminarse las impurezas presentes en las semillas: polvo, residuos resinosos, semillas vacias
o abortadas, semillas dafiadas por insectos y/o infectadas. Estos trabajos pueden realizarse
mecanicamente, manualmente o de ambas formas.

En muchos casos, el uso de técnicas mecanicas puede dafar las semillas, exponerlas a infeccio-
nes fuingicas y deteriorar el tegumento. El trabajo manual, a pesar de ser muy laborioso, casi
siempre es imprescindible a la hora de desarticular los frutos o las infrutescencias. Para esta la-
bor generalmente se utiliza una base construida con pléstico blando, sobre la que se depositan
pequeiios trozos de los frutos o inflorescencias. El operario, utilizando un tampon de madera
(revestido en su parte inferior con el mismo plastico que la base sobre la que se trabaja), ejerce
fuerza de forma mas o menos perpendicular al plano de trabajo, para desmenuzar y separar
las semillas de otras estructuras de la flor o del fruto, para luego ser cribadas mediante tamices
con diferentes mallas (figura 5.6).

En los casos en los que no se pueda desarrollar esta técnica, el trabajo manual se podra lle-
var a cabo con utensilios y/o instrumentos de laboratorio (ej. pinzas, agujas, etc.). Cuando las
dimensiones de las semillas sean muy pequefias, incluso microscopicas (ej. Plumbaginaceae,
Scrophulariaceae, Orchidaceae), no se pueden separar utilizando estos instrumentos, por lo
que se debe recurrir al uso de microscopios estereoscopicos y lupas binoculares.

Esta técnica se utiliza con el género Abies, Cedrusy algunas especies del género Pinus, con pro-
cedimientos algo particulares para cada especie. Al finalizar la post-maduracidn, las bracteas
de los conos se abren mucho y las semillas pueden ser extraidas con una simple maquina cri-
badora. Puesto que se trata de especies ricas en resina es necesario esperar a que ésta se seque,
antes de utilizar la criba. El paso por la cribadora da lugar a una mezcla de semillas aladas,
polvo, escamas rotas, semillas vacias, fragmentos de aciculas, peciolos, pequefias ramas, etc.,
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Figura 5.6. Bateria de tamices

de la que se deben seleccionar las semillas limpias. Se obtiene mayor éxito cuando se recogen
los conos en el momento en el que las bracteas comienzan a separarse unas de otras (GORIAN,
2001). A veces es necesario realizar algin trabajo de tipo manual, tanto antes como después de
efectuar la criba.

5.6.3 Extraccion con calor

Este procedimiento se aplica a los géneros Cupressus y Pinus, con pocas excepciones, aunque
también puede ser utilizado en la extraccién de las semillas de Fagus y Alnus. En el caso de
las coniferas, los conos bien cerrados y poco resinosos se limpian con méquinas y posterior-
mente se extienden sobre una superficie de madera para su post-maduracién. En esta tltima
fase se mezclan cada cierto tiempo, facilitando su deshidratacion mediante corrientes de ai-
re. Transcurrido cierto tiempo, que varia en funcién de la especie, los conos comienzan a
abrirse, momento en que se empieza a aplicar calor mediante hornos, a temperatura y tiempo
variables en funcién de la especie y del contenido en agua de los estrébilos. Para no arriesgar
la viabilidad de la especie, la temperatura no debe en ningtin caso superar los 50°C (GORIAN,
2001).
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Figura 5.7- Maquina para la seleccio

Después de la extraccidn, sigue una fase de seleccién y limpieza de las semillas para eli-
minar impurezas como polvo, residuos, semillas vacias o abortadas y semillas dafiadas por
insectos, que ya no son conservables. Estos procesos pueden realizarse mecanicamente, ma-
nualmente o de ambas formas.

5.6.4 Métodos mecanicos

El trabajo con pocas cantidades de semillas normalmente se lleva a cabo con pequenios apara-
tos en el laboratorio (GORIAN, 2001.). Los mads comunes realizan una seleccion de tipo gravi-
métrico (figura 5.7), emitiendo un flujo de aire que separa las impurezas de las semillas y las
semillas viables de las vacias, estandarizando las semillas por dimensiones y peso.

Cada grupo de semillas necesitarda de un namero de ciclos directamente proporcional a
la homogeneidad del material y al tipo de germoplasma que se esta limpiando. Regulando los
flujos de aire, en los primeros ciclos se eliminan las impurezas y el polvo y, a continuacion, se
seleccionan las semillas. Si estas operaciones no se realizan de forma correcta, se puede produ-
cir un empobrecimiento genético de la muestra respecto a la poblacion de la que proviene, ya
que se podrian perder todas las semillas que, atin siendo viables, no poseen un peso diferente
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Figura 5.8 a- Maquina de flujo de aire con cilindro dentado para la separacion de semillas utilizado

en el CNNGF “El Serranillo”; b- Maquina de flujo de aire para la limpieza de grandes lotes de semillas
utilizada en el Banc de Llavors Forestals, CIEF.

respecto al del material de desecho. Al finalizar el trabajo se puede valorar de forma aproxima-
da el porcentaje del material de desecho respecto a las semillas y el rendimiento de la campaiia
de recoleccién por cada muestra recogida.

Si se trabaja con cantidades muy grandes de semillas y no es imprescindible un grado muy
elevado de limpieza, como por ejemplo en los lotes destinados a la hidrosiembra, se puede re-
currir a maquinaria industrial (figura 5.8).

5.6.5 Métodos manuales o mixtos

En algunos casos, las técnicas automatizadas no pueden desarrollar perfectamente el trabajo,
por ejemplo cuando el tamaiio de las semillas es tan pequeio que es parecido a las dimensio-
nes del polvo o de los tejidos fragmentados o reducidos a polvo. Con este fin, se utiliza una
bateria de tamices (figura 5.6) con didmetro de malla variable entre 1 cm y 0.1 mm, para ir
selectivamente eliminando las impurezas. En los casos mas complejos las semillas se separan
manualmente ayudandose con pinzas y otros utensilios de laboratorio. El uso combinado de
técnicas manuales y mecdnicas se utiliza cuando a una primera limpieza manual, mas grosera,
le sigue una posterior limpieza mecdnica y, para finalizar, una tercera limpieza manual muy
precisa.
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Una vez que ha sido verificado el grado de pureza y el estado de limpieza del material, las se-
millas se cuentan valorando el peso total de cada lote y el peso medio de una semilla. Para ello
se pueden utilizar sistemas de analisis de imagen que permiten cuantificar el peso y el nimero
de semillas presentes en una muestra sin tener que contarlas previamente, siempre que el lote
no presente impurezas. Otras observaciones sobre el germoplasma (tegumento, endosperma,
cotiledones, embriones, etc.) deben realizarse al microscopio, estereoscopio o negativoscopio,
con el fin de poder detectar anomalias o caracteres peculiares del taxdn que se analiza.

La humedad interna (moisture content o mc %) de las semillas es un dato indispensable pa-
ra determinar el tiempo y modo de deshidratacion para su posterior conservacion. El porcen-
taje de humedad es un factor que determina, en gran medida, la intensidad de la respiracién,
influyendo asi en la velocidad de los procesos metabdlicos y por tanto en la longevidad de la
semilla. En general este dato (mc %) se obtiene siguiendo los protocolos estandar ISTA y apli-
cando unas reglas generales de tratamiento de las semillas, que en el caso de plantas cultivadas
se basan en los siguientes aspectos (IBPGR, 1982):

Minimizar el tiempo durante el cual las semillas estdn expuestas a las condiciones am-
bientales del laboratorio.

La determinacion se realiza sobre dos réplicas provenientes de muestras previamente
mezcladas.

Para las muestras de semillas muy himedas puede ser necesaria una deshidratacién
previa.

Algunas semillas deben ser molidas o trituradas (ej. Poaceae y Fabaceae).

Los contenedores utilizados en el desecado deben ser de vidrio o metal, con tapaderas her-
méticas que impidan las variaciones de humedad. Antes de utilizarlos se deben secar en
la estufa durante una hora a 130° C y colocarlos en un desecador para su enfriamiento.
Se deben pesar 4,5 - 5 g de semillas por réplica en los contenedores (que se han pesado
previamente). Para las muestras con un nimero muy reducido de semillas, aunque es
menos preciso, deberia bastar con pesar dos réplicas de 0,5 g cada una.

Las semillas con elevado contenido en aceites y las semillas de las especies arbdreas se
deben secar a temperaturas mas bajas para evitar la volatilizacién de las esencias: 103°
+ 2°C durante 17 + 1 horas (tratamiento a baja temperatura). Las semillas del resto de
especies a 130° - 133°C durante una hora (tratamiento a alta temperatura), con la excep-
cién del maiz y otros cereales para los cuales el periodo de exposicién es respectivamente
de 4y 2 horas. La desecacion debe realizarse en estufas con ventilacion forzada. Después
de la desecacion, los contenedores se cierran y son enfriados en un desecador durante 30
- 45 minutos y repesados.

El contenido de humedad en base hiimeda se calcula como la pérdida en peso y se expresa
como un porcentaje de una cifra decimal. Si M, es el peso del contenedor (con la tapadera), M,
es el peso del contenedor con las semillas antes de la desecacién y M, el peso del contenedor
con las semillas después de la desecacion, el mc % se obtiene con la siguiente férmula:

mc % =100x (M, - M,) / (M, - M)
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Figura 5.9. Ejemplos de analizadores electronicos de humedad o termobalanzas utilizadas en la Banca

del Germoplasma della Sardegna, BG-SAR (a) y en el Banc de Llavos Forestals, CIEF (b).

El significado de este pardmetro varia en funcién del estadio fisioldgico en el que se en-
cuentran las semillas en el momento del analisis y se utiliza para saber si son aptas para poder
ser conservadas o si deben volver a ser deshidratadas.

La humedad presente en las semillas se puede también calcular con determinados instru-
mentos electrénicos, denominados analizadores de humedad o termobalanzas (figura 5.9), que
pesan y deshidratan la muestra mediante una regulaciéon computerizada (Suszka & al., 1994;
ISTA, 2006). Las réplicas se fragmentan para favorecer la pérdida de agua a través del tegu-
mento y se introducen en el interior del aparato. La temperatura utilizada, que puede ser se-
leccionada por el operador, generalmente es de 105°C, para evitar la evaporacién de sustancias
organicas como los aceites. El instrumento pesa y calienta las muestras, generalmente median-
te radiacion infrarroja, y se apaga automaticamente cuando la pérdida de peso se estabiliza
(salvo que se haya determinado un tiempo de ejecucion).
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La caracterizaciéon de germoplasma es una funcién comiunmente atribuida a los bancos de se-
millas de plantas cultivadas, que en el caso de especies silvestres deberia corresponderse con
una actividad de investigacion complementaria, de gran utilidad para la conservacién, pero
que requiere de una infraestructura y recursos no siempre disponibles. Entre los principales
factores que condicionan la calidad de las semillas figuran: el patrimonio genético, la edad y el
tipo de gestion a la que se ha sometido la planta madre, las condiciones climaticas y fisiolégicas
de la planta madre durante la formacién de la semilla, el grado de madurez en el momento de
la recogida, la técnica de recolecta y los métodos de conservacién (P1oTTO & al., 2001).

La calidad del germoplasma se puede expresar mediante parametros que midan el compor-
tamiento de la semilla in situ y ex situ. Antes de ser conservadas, las semillas deben ser someti-
das a pruebas cualitativas, para determinar su capacidad de germinacién y viabilidad; existen
otras pruebas que caracterizan genéticamente la semilla y otros aspectos importantes de su
fisiologia que no son evidenciados con las pruebas de germinacién. En el presente capitulo no
se describen con profundidad estas pruebas, puesto que se detallan perfectamente en trabajos
como el International Rules for Seed Testing (ISTA, 2006), aunque si se ponen de manifiesto los
aspectos criticos y los objetivos de las diversas pruebas. A continuacion se describen los para-
metros mas estudiados y las pruebas empleadas de manera mas general en la valoracion de las
caracteristicas cualitativas de las semillas.

La capacidad germinativa es el porcentaje de semillas germinadas (normales y andmalas). Es
considerado el pardmetro mds 1til para valorar un lote de semillas, aunque no explica otros
componentes de su calidad. El ISTA define la germinacién como el proceso que lleva a las
semillas a un estado en el cual su aspecto puede indicar si seran capaces de desarrollarse en
una planta normal, siempre que las condiciones ambientales lo permitan (ISTA, 2004). Algu-
nos autores consideran la germinacién como el proceso de desarrollo de la planta mediante la
emision de 1 mm de la radicula, limite minimo para la observacién macroscépica de la germi-
nacion. La velocidad es un aspecto importante en la germinacion, ya que puede proporcionar
importante informacion acerca de la calidad de la semilla, aunque no resulta indicadora de
la presencia de posibles taras genéticas, como por ejemplo los fendémenos de introgresion (ej.
Orchidaceae). En relacién con las recomendaciones del ISTA, es necesario tener en cuenta que
la disponibilidad de semillas de plantas silvestres es casi siempre inferior a la de los bancos de
especies cultivadas (por ejemplo, frente a las 4 (réplicas) x 100 (semillas) recomendadas en los
ensayos de germinacion, en el caso de plantas raras puede reducirse a 4 x 25 6 3 x 20, sin dismi-
nuir la validez de los resultados).

El vigor germinativo de las semillas se define como la suma total de las propiedades que
determinan el nivel de actividad y el comportamiento de los lotes durante la germinacion en
una amplia gama de ambientes (ISTA, 2004). El vigor no se puede medir a través de un solo



parametro porque es un concepto que agrupa diferentes aspectos del comportamiento de las
semillas, como la velocidad y la uniformidad de la germinacién y el desarrollo de la plantula;
la capacidad de emergencia de la plantula en condiciones desfavorables; o el comportamiento
tras la conservacion (en particular la capacidad de conservar su poder germinativo inicial). Las
semillas vigorosas son potencialmente capaces de tener un comportamiento éptimo en condi-
ciones que no son consideradas como las ideales para la especie a la que pertenece la muestra.

Las diferencias en el vigor germinativo se pueden manifestar en los procesos bioquimicos
y en las reacciones que se desarrollan durante la germinacion (reacciones enzimaticas, acti-
vidad respiratoria, etc.), en la velocidad y uniformidad de emergencia de las plantulas, en el
crecimiento durante el desarrollo y después de ser trasplantada y en la capacidad de germina-
cién en condiciones ambientales desfavorables. El grado de vigor puede condicionar también
el crecimiento de las plantas adultas, su fructificacién y produccién. La definicién de vigor
hace referencia a la semilla y al comportamiento inicial de la plantula, pero no considera la
posible dormicién y la composicion genética. Las pruebas que se basan en aspectos especificos
del comportamiento de la semilla durante la germinacién, como la prueba del envejecimiento
acelerado, el cold-test (P1IOTTO & al., 2001) y la prueba de la conductividad, generalmente son
empleadas para la valoracion de determinados componentes especificos del vigor (P1oTTO &
al., 2001; ELIAS & al., 2006).

Se considera que una semilla es viable cuando presenta las caracteristicas morfoldgicas, fisio-
légicas y bioquimicas fundamentales para su germinacioén. La pérdida de viabilidad general-
mente viene acompaiada de la reduccion de la capacidad respiratoria, del contenido de aci-
dos grasos insaturados, de lipidos de membrana, de actividad enzimética y del contenido de
ARNm. Las pruebas para determinar la viabilidad sélo dan una estimacién de la calidad de
la semillas (indicando si la semilla esta “viva” o no), pero son muy rapidos (24 / 28 horas) en
relacién a las pruebas de germinacién.

La viabilidad no debe ser confundida con la capacidad germinativa, de hecho las semillas
viables durmientes no necesariamente germinan. Aunque erréneamente utilizados como si-
nénimo de viabilidad, los ensayos de germinacién nos permiten cuantificar la capacidad ger-
minativa de los lotes de semillas analizados, pero poco o nada nos aportan sobre las semillas
que no han germinado. La utilizacién paralela de ensayos de germinacién (incluyendo pruebas
para romper la dormicion, ver capitulo 7) y de ensayos de viabilidad nos aporta informacioén
mas fiable sobre el estado de las semillas que pretendemos conservar o estamos conservando.

Principalmente se utilizan 4 métodos para analizar la viabilidad (FREELAND, 1976): (1) te-
trazolio; (2) catalasa; (3) sustancias reductoras; (4) electrolitos. Los dos primeros son los mas
faciles de ejecutar en cualquier laboratorio y no representan costes elevados siendo por ello los
mds generalizados y los que desarrollamos en este apartado.
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La prueba del tetrazolio es una prueba colorimétrica que utiliza una solucién al 1% de 2,3,5
- trifenil tetrazolio cloruro o bromuro a pH 6.5 - 7.5 (ISTA, 2006), fotosensible, transparente
y soluble en agua. La utilizacion de tetrazolio permite obtener una medida directa de la ac-
tividad mitocondrial. Los enzimas celulares (deshidrogenasas situadas en las mitocondrias)
reducen las sales incoloras del tetrazolio a formosan, una sustancia de color rosa-rojizo. La
intensidad del color producida estd directamente relacionada con la actividad deshidrogenasa
de las mitocondrias de cada célula, de esta forma los tejidos muertos ya no presentan esta acti-
vidad y por lo tanto no se tifien.

Esta prueba colorimétrica es utilizada cuando existe la necesidad de determinar en poco
tiempo la viabilidad del lote o cuando se debe comprobar la viabilidad de las semillas después
de un ensayo de germinacioén que no ha producido resultados satisfactorios. También se reali-
za cuando se trabaja con semillas de taxones que presentan una profunda dormicion o un pe-
riodo de germinacién muy largo. La coloracién final tras la prueba puede variar desde un tono
de rojo mas o menos marcado para los tejidos sanos y viables, hasta la ausencia de color para
los tejidos muertos o daiiados que no se tifien. La prueba del tetrazolio tiende a sobrestimar la
viabilidad aproximadamente un 10% por encima del valor que se obtiene con las pruebas de
germinacion (P1otTo & al., 2001).

En general se recomienda embeber las semillas 24 horas antes del ensayo. Unicamente des-
pués de que las semillas estén embebidas, se realiza un corte longitudinal y posteriormente se
sumergen en una solucion del 1% de tetrazolio. Para facilitar la penetracion del tetrazolio en
los tejidos puede utilizarse una bomba de vacio. Los embriones que se tifien corresponden a se-
millas vivas mientras que los que no se tifien a semillas muertas, si bien debe tenerse en cuenta
que una mala manipulacién de la semilla puede provocar un daio en el tejido, impidiendo la
tincion. Por tratarse de un ensayo de observacién morfologica, esta prueba presenta algunos
aspectos de caracter subjetivo, por lo que debe ser realizado de forma muy minuciosa y por
personal experimentado. Por otro lado, el hecho de ser un ensayo basado en el cambio de color
provoca muchas veces dudas sobre el resultado obtenido, dado que se pueden teiir otros teji-



dos diferentes del embrién, como el endospermo. Debe tenerse presente, ademas, la variabili-
dad en la reaccién de las distintas especies, debida principalmente al color de los tejidos tipico
de cada taxén (blanco, marfil, etc). Este tipo de ensayo es ideal para semillas grandes como las
alubias o el maiz, pero en semillas pequenas el factor subjetivo puede ser mayor. Para intentar
eliminar este problema se utilizan muestras de control: (1) control positivo: semillas recogidas
recientemente y (2) control negativo: semillas muertas en una estufa durante 24h a 150°C. La
comparacion de la muestra estudiada con los 2 controles permite eliminar una buena parte de
subjetividad (figura 5.10).

Al contrario que en el andlisis anterior, cuyas semillas viables o no viables pueden ser cuantifi-
cadas, el ensayo de la catalasa es un andlisis cualitativo que distingue lotes de semillas viables de
lotes de semillas no viables. Una muestra determinada de peso conocido (generalmente se utili-
za un peso de 1 g en el caso de semillas pequeias) se sumerge en una soluciéon de hipoclorito de
sodio al 1% durante 1 hora para eliminar cualquier microorganismo. Posteriormente se lava la
muestra con agua destilada y se dejan embeber durante 6 horas, afiadiendo posteriormente una
gota de perdxido de hidrégeno de 20 volimenes de concentracién y se determina la concentra-
ci6én de peréxido con ayuda de una etiqueta indicadora de perdxido. Estas mediciones se efec-
tdan cada 6 horas anotdndose la concentracion de peréxido. Las mediciones se realizan hasta
que no se produzcan alteraciones de concentracion indicando que todo el perdxido se ha redu-
cido. Generalmente (para muestras de 1 g), en lotes viables el peroxido se reduce en 6-12 horas
mientras que en lotes no viables no se elimina el peréxido, incluso después de 18- 24 horas.

El indigo-carmin es una prueba colorimétrica que se utiliza en algunos paises como alternati-
va al tetrazolio, por ser mas econdmico y de metodologia relativamente sencilla. Se trata de un
procedimiento que usa una solucién de dextrosa y de hidréxido de sodio. Se necesita eliminar
los tegumentos de las semillas después de dejarlas embebidas en agua destilada durante 24 ho-
ras. A continuacion se extraen los embriones y se introducen, en funcion de la especie, durante
1 - 2 horas en una solucién de indigo-carmin diluido al 1/2000, a 20°C, en oscuridad; pasado
este tiempo, se examinan. Los tejidos muertos se colorean de azul, mientras que los tejidos
vivos no se colorean (SUSZKA & al., 1994).

Es una solucién de yoduro de potasio y de yodo. El colorante reacciona con el almidén provo-
cando el paso al azul de los tejidos del embrién que contienen almiddn por lo que, presumible-
mente, son viables.

Se trata de una prueba que valora la integridad de los tejidos y de las membranas celulares, e
indirectamente la calidad. Las semillas con la membrana dafada, en imbibicién sufren una



pérdida del contenido celular (iones, carbohidratos, etc.) que modifica las caracteristicas de
la solucidén en la que estdn inmersas, lo que aporta una medida de la conductividad eléctrica.
La ventaja de esta prueba, puesta a punto para un niimero limitado de especies, es la rapidez y
simplicidad en su ejecucion (P10TTO & al., 2001).

Es una prueba colorimétrica para la estimacion rapida de la viabilidad de las semillas. Se utili-
za también para determinar la viabilidad del polen, raices de arboles, cultivos meristematicos
y semillas de Orchidaceae. El diacetato de fluoresceina penetra rapidamente en el interior de
las células viables con membranas integras; este compuesto es transformado por esterasas en
un producto fluorescente que se difunde dentro de las células. Utilizando un microscopio de
fluorescencia, con fuentes especiales de luz y filtros, es posible cuantificar los embriones y teji-
dos viables ademas de los que estén dafiados (P1oTTO & al., 2001).

Es una técnica que ofrece informacioén bastante precisa acerca del desarrollo del embrién y el
grado de maduracién de la semilla, ademas de la posible presencia de larvas u otros patdge-
nos. La radiografia es un método de investigaciéon no destructivo, que resulta muy util para
el germoplasma de plantas de las que se dispone de poco material o que estén en peligro de
extincion. Es un método muy utilizado para las semillas de las coniferas. Puesto que el coste de
los instrumentos necesarios es relativamente elevado y que deben de tomarse ciertas precau-
ciones, actualmente su uso esta bastante restringido (Suszka & al., 1994; MARTIN & al., 1998;
GUDIN & al., 1992; TERRY & al., 2003).

En algunos casos, los resultados obtenidos con la radiografia no reflejan fielmente la calidad
de los tejidos, sobre todo cuando se valoran semillas completamente embebidas. Los tejidos
viables embebidos pueden confundirse con los que no lo son, asi que es mucho mas fcil dis-
tinguirlos cuando la cantidad de humedad de las semillas es reducida. La resonancia mag-
nética es una técnica no destructiva que ofrece imdagenes de protones (H*) unidos al agua de
los tejidos y a las cadenas de 4cidos grasos. De esta manera, permite seguir el movimiento de
los metabolitos resultando particularmente util para valoraciones relativas a la fisiologia de la
semilla. Utilizando ciertos programas informaticos se pueden obtener imagenes de alta reso-
lucién para el estudio de la estructura y de la distribucién de los lipidos en las semillas (P1oTTO
& al., 2001).

El germoplasma puede ser caracterizado a través de parametros cualitativos como la forma,
las dimensiones y el color. Estos parametros son dificilmente mesurables, tanto que en algin
caso tan solo es posible una estimacion, mas que una medida exacta y objetiva. Las caracte-
risticas espaciales (dimensiones) de las semillas son por norma estimadas manualmente, con
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gran gasto de tiempo. El color es en muchos casos definido a partir de una estimacion intuitiva
del observador, confrontando colores estindar mediante tablas fotograficas de referencia, de
las cuales es posible llegar a definir valores correspondientes de RGB (Red- rojo, Green- verde,
Blue- azul) o HLS (Hue- tonalidad, Lightness- luminosidad, Saturation - saturacién) (FAGUN-
DEZ & 1zC0, 2003). Dicho método resulta subjetivo y no reproducible. De hecho, dos personas
pueden atribuir colores diferentes a la misma muestra, y una misma persona puede asignar
colores diferentes en diferentes momentos. Por otro lado, a menudo no se llega a estimar pe-
queias diferencias existentes entre semillas de una misma muestra. También la forma suele ser
definida de manera visual, no pudiendo obtener asi valores objetivos.

Las limitaciones recién expuestas en relacién con el estudio morfo-colorimétrico de las
semillas pueden ser ampliamente superadas con mediciones reales y objetivas tanto de las
dimensiones como de la forma y el color. De hecho, actualmente se dispone de métodos, no
destructivos y veloces, basados en la tecnologia de andlisis de imagen (VENORA ¢ al., 2007A,B).
A continuacién se muestra un ejemplo de aplicacion de la tecnologia de analisis de imagen
para la caracterizacién morfo-colorimétrica de semillas y posterior clasificaciéon estadistica.
La validacion de esta herramienta ha sido realizada sobre diversas accesiones de judias y len-
tejas cultivadas (VENORA ¢ al., 2007A,B). Las imagenes de las semillas que se desea analizar
son adquiridas mediante un escaner plano adecuadamente estandarizado (figuras 5.11 y 5.12).
A continuacién o al mismo tiempo, las imagenes son tratadas mediante una funcién Macro,
debidamente desarrollada en lenguaje KS400 (Sistema de analisis de imagen de Zeiss), con la
cual es posible medir los siguientes pardmetros:

drea
perimetro
didmetro maximo
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a. Imagen contrastada. Sirve para delimitar con claridad el contorno de los objetos que deben ser
medidos;

b. Imagen segmentada. Es el resultado de la separacion de las muestras respecto al fondo, y repre-
senta la imagen que servira de referencia o plantilla para distinguir los objetos de interés;

c. Imagen en HLS. Creada a partir de la imagen estandarizada para convertir los colores del modelo
RGB (Red, Green, Blue = rojo, verde, azul) al modelo HLS (Hue, Ligthness, Saturation = tono, brillo,
saturacion), obteniendo una imagen sobre la cual es posible medir otros tres parametros colorimé-
tricos;

d. Imagen con las muestras identificadas. Esta imagen tiene el objetivo de confirmar visualmente que
todas las muestras a analizar han sido discriminadas, y que dos 0o més objetos no hayan sido identi-
ficados como una sola semilla;

e. Imagen para la medida de los pardametros morfométricos. Permite la seleccion interactiva de los
objetos a los cuales realizar mediciones de forma y dimension;

f. Imagen de medida. Permite seleccionar de modo interactivo los objetos a los que realizar medidas
colorimétricas;

g. Imagen numerada. Esta es la imagen que permanece al terminar el anélisis, con los nimeros que
indican el orden seguido por el sistema para la medicion de cada objeto. Esto permite establecer
correlaciones entre otras caracteristicas de las semillas (capacidad germinativa, vitalidad) y las
medidas realizadas en el anélisis de imagen.



Forma Redondez Radio
r=x 1 1 1

a=6 0.67 0.67 0.67
a b=4
b
L=2 0.785 0.64 0.71
d I d=2.828
L=5 0.16 0.44 0.37
d 1=
d=5.385
L

Figura 5.13- Pardmetros morfométricos aplicados a la forma, redondez y radio de las semillas.

didmetro minimo
forma

redondez

relacién entre diametros

La forma se calcula a partir de la siguiente férmula:

4 x 7t x Area
Forma= ————

Perimetro *
Este factor incluye valores comprendidos ente 0y 1, donde 1 es el indice de perfecta homo-
geneidad de forma.
La redondez viene dado por la siguiente férmula:

4 x Area
Redondez=

., 2
rt x Didmetro max

Este factor incluye valores que van de 0 a 1, donde 1 es el indice de perfecta circularidad.

La relacion ente didmetros (m/M) es el valor del aspecto, es decir, la relacion entre el dia-
metro menor y mayor, segtn la siguiente férmula:

] Diametro min

Ratio= —————
Didmetro max

También en este caso los valores varian de 0 a 1, donde el 1 indica que los dos didmetros
son idénticos.



En la figura 5.19 se muestran algunos ejemplos de los valores de estos tres factores en re-
lacién a cuatro diferentes formas geométricas. En cuanto a los parametros colorimétricos, los
valores de R, G, By H, L, S (modelos de colores) indican respectivamente el valor medio de
los canales rojo, verde, azul, asi como la tonalidad, luminosidad y saturacién del objeto exa-
minado, expresandose en una escala de gris con valores que van de 0 (negro) a 255 (blanco). Si
las semillas presentan manchas u ornamentos en el tegumento, es posible determinar el area
media ocupada por ellos, el nimero de manchas por semilla y el 4rea porcentual ocupada en
cada semilla. El drea ocupada por las manchas es un parametro que indica la superficie total de
estos ornamentos en cada objeto, expresada en mm?. En cuanto a los parametros colorimétri-
cos, en presencia de manchas u ornamentos en la semilla, puede distinguirse el color del fondo
(color dominante > 50%) y el color de las manchas.

Los datos originales asi obtenidos son integrados, para cada una de las imagenes, en una
tabla u hoja de célculo, pudiendo considerarse como caracteristicas intrinsecas a las semillas,
o bien ser utilizadas para la definicién de procesos estadisticos de clasificacion (VENORA & al.,
2007A,B; BACCHETTA & al., 2008; MATTANA & AL., 2008). En las ﬁguras 5.10 a 5.18 se muestra
la secuencia de imdgenes elaboradas, segtin son utilizadas para efectuar las mediciones morfo-
métricas y colorimétricas de las semillas, utilizando como ejemplo una imagen de Astragalus
verrucosus Moris, cuyas semillas no presentan ornamentos.



Las semillas pueden ser clasificadas en dos categorias principales en base a su respuesta frente
a la deshidratacién y a su comportamiento durante la conservacioén. El primer grupo, definido
como semillas “ortodoxas”, son aquellas cuya conservacion depende esencialmente del conte-
nido de humedad y de la temperatura. Este grupo de semillas pueden ser sometidas sin pro-
blemas a bajos valores de humedad (incluso a niveles muy inferiores a los que se alcanzan en
condiciones naturales); su longevidad aumenta al disminuir la temperatura y el contenido en
humedad, y puede ser calculada mediante la ecuacién de viabilidad de las semillas (ROBERTS,
1973; ELLIS & ROBERTS, 1980; ELLIS, 1988; PRITCHARD ¢ DICKIE, 2003). Actualmente las se-
millas ortodoxas son también denominadas como “tolerantes a la deshidratacién”. Pertenecen
a este grupo la mayor parte de las semillas de climas templados y mediterraneos (HoNG & al.,
1998). Las posibles alteraciones a que se pueden ver sometidas las semillas ortodoxas durante
la conservacién se muestrab en la Tabla 7.

Contenido de humedad Posibles alteraciones durante la conservacion

Inferior al 5% Oxidacion de lipidos

Entre 5y 6% g;é:;i:jae?:)esr;tseensi;ggreas)(nivel 6ptimo para la conservacion de semillas
Entre 10y 18% Marcado desarrollo de la actividad de criptdgamas

Superior al 18% Aumento de la respiracion

Superior al 30% Germinacién de semillas no durmientes

Tabla 7. Comportamientos de las semillas ortodoxas durante la conservacion a bajas temperaturas, en
funcién del contenido de humedad.

La tolerancia a la desecacion estd ligada a las propiedades del protoplasma celular. Para
poder afrontar la deshidratacion, los tejidos celulares deben ser capaces de limitar o reparar
los danos sufridos y mantener su integridad fisiolégica durante el periodo en el que el teji-
do esta seco. Ademas, deben poner en marcha, durante la fase de rehidratacion, los meca-
nismos necesarios para la posible reparacién de los tejidos (BLACK & PRITCHARD, 2002). De
forma especifica, algunos de los mecanismos que permiten la desecacidn estin relacionados
con la capacidad de simplificar las estructuras intracelulares (en particular las mitocondrias),
la capacidad de inhibir la actividad metabdlica, la eficiencia de los sistemas antioxidantes, la
facultad de elaborar las proteinas de la membrana celular (proteinas LEA), la existencia de
proteinas hidréfobas que rodean los cuerpos grasos e impiden que se aglomeren durante la
deshidratacion y la capacidad de vitrificar durante la deshidratacion algunas sustancias como
los aztcares (BERJAK ¢ PAMMENTER, 2002).



El segundo grupo, el de las semillas “recalcitrantes”, también llamadas “sensibles a la de-
shidratacion”, agrupa a las semillas que no toleran una deshidratacion significativa respecto al
contenido de humedad presente en el momento de la diseminacion (en general variable entre
un 20% y un 70%, aunque mas frecuentemente entre el 30% y 50%). Estas semillas no pue-
den conservarse con altos niveles de humedad porque tienden a germinar en poco tiempo,
ni pueden mantenerse a temperaturas inferiores a 0° C, ya que los tejidos sufririan dafios por
congelacion del agua contenida en ellas. Para la conservacién de este tipo de semillas se estan
desarrollando técnicas alternativas que prevén la crioconservacion en nitrégeno liquido de los
embriones, estructuras muy pequefias bastante resistentes a la desecacion y relativamente uni-
formes en dimensiones y contenido en humedad y, por tanto, en grado de ser sometidas a una
deshidratacién “crioprotectora” controlada. Se han realizado varios experimentos con éxito
con varias especies de los géneros Quercus, Arthocarpus, Calamus, Elaeis, Hevea, Nephelium y
Shorea. Las semillas recalcitrantes acumulan un mayor numero de reservas (razén por la que
presentan un mayor peso y dimensiones), y generalmente un mayor contenido en humedad.
El porcentaje de agua en el momento de la dispersion es un buen indice de la aptitud para la
conservacion: un valor elevado caracteriza las semillas de dificil conservacién.

Si se considera el comportamiento de las semillas durante la conservacién (practicamente
la respuesta a la deshidratacion), el 7% de las casi 7000 especies estudiadas hasta la actualidad,
pertenecientes a 65 familias, presentan semillas recalcitrantes (HoNG & al., 1998). Por falta de
mayor informacion sobre el conjunto de la flora mundial, especialmente en dreas tropicales,
esta cifra esta destinada a aumentar. Son recalcitrantes las semillas de muchas plantas tropica-
les (coco, mango, aguacate, cacao, etc.) e importantes especies arboéreas de regiones templadas
y mediterraneas (ej. Quercus, Castanea). Entre las semillas mas sensibles a la deshidratacion
se encuentran las consideradas “viviparas” ya que inician la germinacién cuando todavia se
encuentran en la planta madre (o simultaneamente a la dispersién), como ocurre en algunas
plantas acuaticas de gran importancia ecoldgica, como el manglar. Fagaceae, Moraceae, Sapo-
taceae y Lauraceae son familias con un niimero elevado de especies con semillas sensibles a la
deshidrataciéon. De todo lo expuesto, se evidencia que las especies con semillas recalcitrantes
no forman banco de semillas en el suelo, caracteristica ligada Gnicamente a las especies con
semillas ortodoxas.

Una tercera categoria es la de las “semillas intermedias” (DICKIE & PRITCHARD, 2002) que
agrupa las semillas que soportan mejor la deshidratacién que las recalcitrantes, pero peor en
comparacion con las ortodoxas. En este caso, las semillas parcialmente deshidratadas no tole-
ran el estrés producido por bajas temperaturas (inferiores a 0°C), pero se comportan mejor si
son expuestas a temperaturas mds benignas (en torno a los 15°C). En general, esta tipologia de
semillas tolera una deshidratacion hasta valores de humedad comprendidos entre el 10% y el
20% (HoONG & al., 1998).

Hay que considerar que la identificacién de las categorias descritas ayuda en la gestion del
germoplasma, pero que no son rigidas; de hecho, existe un continuum de condiciones entre las
semillas mas ortodoxas y las mas recalcitrantes. Como ejemplo de variabilidad, sirva comentar
que las semillas de tomate se pueden conservar durante més de 25 afios (a -18°C y 5% conte-
nido de humedad), mientras que las de la planta del té (Camellia sinensis Kuntza) permanecen
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Figura 5.20. Equipamiento para la deshidrata-
cion del BG-SAR: medidor con los valores am-
bientales de humedad relativa y temperatura
(a), deshumidificador quimico (b) y material
almacenado (c).

viables sélo durante 2-8 semanas (WALTERS, 2004). A pesar de que existe una tendencia de los
bancos de germoplasma a unificar los criterios de trabajo, los protocolos aplicados para definir
las categorias de las semillas no son atin lo bastante homogéneos. Esto puede dar lugar a que
una misma especie sea considerada como recalcitrante por algunos y ortodoxa o intermedia
por otros. Ademas es frecuente que, para una determinada especie con semillas recalcitrantes,
la tolerancia a la desecacion sea mas elevada en las poblaciones que se desarrollan en las zonas
menos humedas de su area de distribucion.

A escala global, la gestion de los recursos genéticos de las especies de zonas tropicales hu-
medas es uno de los problemas mas complejos. En este ambito, la dificil conservacién y la
limitada longevidad de las semillas de algunas especies son los factores que producen mayor
preocupacion. La rdpida caducidad de las semillas de algunas especies ha sido ya documentada
desde el siglo VI d.C., cuando un cientifico chino se refiere a la mejor forma de conservar las
castainas (probablemente Castanea mollissima Blume). Desde los afios 70 se han desarrollado
profundas investigaciones en relacion a la conservacion de las semillas recalcitrantes de algu-
nas Fagaceae de importancia tanto ecoldégica como econémica en Europa, ademds de muchos
estudios sobre semillas no tolerantes a la desecacion (Suszka & al., 1994; PIOTTO ¢ AMADEI,
2004; BLACK ¢ PRITCHARD, 2002). Lamentablemente, el conocimiento y la tecnologia hoy dis-
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ponibles no permiten atin programar afinadamente la conservacion y gestion de los recursos
genéticos ligados a especies con semillas muy perecederas.

La disminucién de la humedad de las muestras de semillas se puede realizar de diferentes for-
mas, mediante la exposicion al aire en ambientes secos, ventilados y sombrios. Los bancos de
germoplasma generalmente utilizan camaras de deshidratacion que, aunque son bastante cos-
tosas, producen optimos resultados. El material destinado a la deshidratacion se almacena en
una camara (figura 5.20) que, mediante deshumidificadores y aire acondicionado, mantienen
valores de humedad relativa del 10-15% y temperaturas entre los 10° C y 25° C (FAO/IPGRI,
1994), para evitar que los tegumentos seminales sufran bruscas fracturas y/o arrugamientos.
Este tratamiento tiene una duracidn variable en funcién de las caracteristicas de las semillas y
puede oscilar entre 30 y 180 dias. Es importante que los lugares donde se realiza la desecacion
permitan una buena circulaciéon de aire, garantizando 10 recambios de aire por hora (IPGRI,
1982). Otra alternativa, mds econdmica e igualmente eficiente, es la utilizacién de cdmaras. ge-
neralmente de metacrilato, con gel de silice en su interior, el cual se recambia periédicamente.

Los lotes se someten a la deshidratacion dentro de sobres de papel, sacos de tejido transpi-
rable o bandejas y son pesados regularmente para monitorizar la disminucién de peso; si W es
el peso que corresponde al 5+1% de contenido de humedad interna (o moisture content) final
(mc), y W, es el peso de la accesion al inicio de la deshidratacion, se puede determinar el peso
final (peso objetivo) que debe de alcanzar la accesion al terminar el proceso, segun la férmula
siguiente (IBPGR, 1982):

W, =W_x (100 - mc ) / (100 - mc,)

con mc_ = % mc al inicio; y mc, = 5+1%

En cada momento es posible verificar el contenido en humedad de la accesién (mc,) con la
férmula inversa:

mc, =100 - [(W_/ W,) x (100 - mc )]

con mc,y W, =mc % , peso de la accesion en el momento de ser pesado.

Una vez que se ha comprobado que el contenido de humedad esté comprendido entre el
3,5% (para las semillas con un alto contenido en aceites) y el 6,5% (para las semillas con bajo
contenido en aceites), estos valores de mc% corresponden a una humedad relativa al equilibrio
(ERH) del 15% a 15°C (LININGTON, 2003) y las semillas estan preparadas para la conservacién
alargo plazo a bajas temperaturas (ROBERTS, 1973; ELLIS ¢ ROBERTS, 1980), generalmente me-
diante congelacion a temperaturas por debajo de los -18° C (FAO/IPGRI, 1994). Ademas, las
semillas pueden ser conservadas en cdmaras frigorificas a temperaturas entre -5°C y 5°C.

En los tltimos tiempos se estd desarrollando un método alternativo para controlar la hu-
medad interna de las semillas durante la deshidratacion, el cual presenta una enorme ventaja
frente al calculo del mc%, ya que no es destructivo y se basa en la determinacién de un para-
metro denominado “actividad del agua” (a , activity water) que, en una escala del 0 al 1, repre-
senta la humedad relativa medida en condiciones de equilibrio (ERH) entre el contenido de
agua en el interior de la semilla y el ambiente (figura 5.21).
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Figura 5.21- Instrumentos para la medicion de la actividad del agua (aw) y humedad relativa en equili-
brio utilizado en el Mediterranean Agronomic Institute of Chania. (Creta).

Los valores de a  y de mc% se correlacionan mediante una curva isoterma (PROBERT, 2003)
que varia en funcion de la composicion de la semilla y de la temperatura. Por este motivo, la
exacta correlacion entre ambos pardmetros solo se puede determinar empiricamente mues-
treando los dos valores para cada tipo de semillas. La determinacién de a , y por tanto de ERH,
por si misma representa una medida bastante ajustada para valorar, aunque de forma indirec-
ta, el contenido de agua en las semillas.

5.9.3 Desecantes artificiales

También se puede conseguir la deshidratacién de las semillas utilizando desecantes artificiales
como el gel de silice, (figura 5.22) poniéndolo en contacto con las semillas dentro de conte-
nedores herméticos. Con su poder de absorcién este compuesto disminuye el contenido de
humedad interna de los lotes de semillas hasta valores que garanticen su conservacién a medio
y largo plazo (PROBERT, 2003). La cantidad de desecante que se debe usar varia en funcién de
la composicién de las semillas, de la cantidad de material y, sobre todo, de su contenido en
aceites (ver capitulo 6).

198 Conservacion ex situ de plantas silvestres

foto G. Bacchetta



foto: E. Mattana

Figura 5.22- Ejemplos de diferentes tipos de gel de silice a
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res presentes en el mercado.
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El Banco de Germoplasma de Cerdena (BG-SAR)

El proyecto de creacién del Banco de Germoplasma de Cerdena (Banca del Germoplasma della
Sardegna, BG-SAR) se inici6 en el afio 1997, como una iniciativa del Departamento de Bota-
nica de la Universidad de Cagliari y la administracién provincial de la capital de Cerdeia, y
con la subvencién del MIUR (Ministerio dell’Universida e della Ricerca) en el aio 2003, para
la adquisicién de la infraestructura técnica necesaria. (MATTANA & al., 2005). La actividad del
Banco se encuadra en el seno del programa del CCB (Centro Conservazione Biodiversita) de la
Universidad de Cagliari, dedicado a estudio, gestion y conservacién de la diversidad vegetal
de Cerdena y, en general, las islas mediterraneas. El objetivo principal del BG-SAR es la reco-
leccién, multiplicacion y gestion de germoplasma de especies endémicas, raras y amenazadas
presentes en la isla de Cerdena, asi como aquellas con un especial interés biogeografico en el
contexto de los territorios insulares mediterraneos (CONTI & al., 1992, 1997; PIGNATTI & al.,
2001, SCOPPOLA & SPAMPINATO, 2005; MONTMOLLIN DE & STRAHM, 2005).

La estructura de BG-SAR incluye un local para la cuarentena, en el que el germoplasma traido
del campo es almacenado antes de su procesado y almacenamiento, y un espacio con tempera-
tura y humedad relativa controladas para la postmaduracion, ademas de dos locales para la lim-
pieza y dos laboratorios para la caracterizacion de semillas y elaboracion de los test de viabilidad
y pruebas de germinacién. También se dispone de una camara de deshidratacién y una cimara
frigorifica para la conservacion a largo plazo (-25°C). Como espacio complementario se dispone
también de un invernadero con camas calientes para la multiplicacion y estudio de plantas obte-
nidas a partir de semillas. Para la gestion ex situ del germoplasma se siguen los procedimientos y
protocolos estandar a nivel internacional, como los de FAO/IPGRI (1994) y el ISTA (2006).

foto: EM

Locales del Banco de Germo-
plasma de Cerdefia (BG-SAR).




Recoleccion y procesado de germoplasma
= Las campanas de recoleccion se plani-
fican en funcién de la fenologia de los
taxones objetivo, a partir de los estudios
existentes y el conocimiento botanico. El
: momento idéneo para la recoleccion, la
cantidad de material y los métodos de re-
coleccion se basan en criterios ético-cien-
tificos, garantizando en todo momento la
obtencién de material de calidad (GUARI-
— NO & al., 1995; BACCHETTA & al., 20064).
El BG dispone de las autorizaciones del
Ministero dell’/Ambiente e della Tutela del
Territorio, para la recoleccion de taxones
incluidos en la Directiva 92/43/CEE (apli-
cacion DPR. 357/97, mod. DPR. 120/03).
Junto a la recoleccion del material, en el
campo se toman datos relativos a las po-
blaciones mediante el estudio fenolégico,
demografico, floristico-sociol6gico y eco-
légico (BACCHETTA & al., 2006A).
Después de haber registrado los lotes y
superada la cuarentena, la informacién
de cada accesion se almacena en la base
Medida de la actividad del agua. de datos, y el material es transportado a
un local de ambiente controlado, a 20°C
y 40% de HR, ralentizando asi la post-maduracion. Posteriormente se procede a la limpieza del
material mediante métodos manuales y mecénicos, utilizando procedimientos estandar como
tamices o separadores gravimétricos. Cada accesion es analizada desde el punto de vista cuan-
titativo, calculando el peso total, el peso medio y el nimero de las semillas; y desde el punto de
vista cualitativo, mediante el analisis de imagen de una muestra de 100 semillas para la adqui-
sicién de los parametros morfométricos y colorimétricos del lote.

Una vez seleccionadas y verificada la calidad, las semillas se almacenan en una camara
de secado a 15°C y 15% HR (IBPGR, 1982), utilizando dos deshumidificadores de absorcién
quimica y un acondicionador para el control de la temperatura, controlados electréonicamente
mediante un sensor de humedad. La humedad de las semillas se mide regularmente mediante
el analisis de la actividad de agua, con el fin de evaluar el grado de desecacién hasta alcanzar
los parametros éptimos para la conservacion a —25°C.

Una muestra de semillas es conservada a una temperatura de entre 0°C y 5°C para la poste-
rior realizacion de estudios y test de germinacién. Parte de este material producido, y siempre
en el caso de que el niimero de semillas sea suficiente, se pone a disposicion de instituciones




Test de germinacion de Helicodiceros muscivorus (L. f.) Engl.

cientificas sin animo de lucro, a través del Index seminum (http://www.ccb-sardegna.it/html/
seminum.html). Los protocolos de germinacién se desarrollan siguiendo un esquema direccio-
nal que incluye un analisis bibliografico preliminar, la consulta de algoritmos de germinacioén
ya realizados para taxones afines (IBPGR, 1985), la aplicacién de eventuales pretratamientos
(ISTA, 2006) y la ejecucion de pruebas de germinacién con parametros ambiéntales variables.

Para todas las pruebas realizadas se determinan los siguientes pardmetros:

- Capacidad germinativa, en % de los individuos germinados

- Retardo de germinacién, representado por el tiempo necesario (en dias) para la primera
germinacion

- El valor T50, o tiempo necesario para alcanzar el 50% de la capacidad germinativa final
(COME, 1970)

- Duracion total del test

En el caso de accesiones en las que se disponga de poco material, y para las cuales no se
conoce un protocolo de germinacién o no es posible realizarlo, la vitalidad del lote es estimada
mediante el test del tetrazolio, y sobre las semillas no germinadas.

foto: EM
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Test del tetrazolio en semillas de Astragalus maritimus Moris.

Aplicaciones de las colecciones ex situ

La individualizacién del protocolo de germinacién para cada taxén permite poder valorar la
capacidad germinativa de las accesiones, ademas de regenerar individuos de un modo 6pti-
mo, en los campos experimentales del CCB. La gestion del material vegetativo sigue un pro-
ceso diferenciado segtn su tipologia (esquejes, bulbos, rizomas, etc.). Para la multiplicacién
y el estudio del material vegetativo de taxones de especial interés, el BG dispone de bancales
termoregulados. La conservacion de este material se realiza utilizando la infraestructura del
Orto Botanico di Cagliari, a través de los parterres de biodiversidad, campos experimentales
y colecciones en maceta, los cuales sirven como base para las actividades de translocacién de
poblaciones especialmente amenazadas. Por ejemplo, se esta llevando a cabo la duplicacion de
la tnica poblacién conocida del endemismo de Cerdefia Ribes sardoum Martelli, mediante el
uso de esquejes lefiosos y su multiplicacion ex situ, con el fin de disponer de material suficiente
para reforzamiento y recuperacion de poblaciones in situ.



Estrategias de conservacion

A escala regional, desde el CCB se desarrollan convenios con entidades locales y gestores de
las principales dreas protegidas, mediante proyectos especificos destinados al estudio in situ y
la conservacion ex situ del germoplasma de la isla. Un ejemplo de ello se debe al proyecto de
“Conservacion de la Biodiversidad vegetal en el area marina protegida de Cabo Carbonara”,
promovido desde el CCB y el municipio de Villasimius (Cagliari), y financiado por el Minis-
terio de Medio Ambiente y Proteccién del Territorio y el Mar. La iniciativa tiene multiples
objetivos: por un lado, profundizar en la investigacion sobre especies y hdbitats amenazados
y/o particularmente sensibles; por otro lado, y tratindose de un proyecto de investigacién apli-
cada, la recoleccién de germoplasma y su conservacion ex situ, el seguimiento de poblaciones
y habitats, y la definicién de medidas para la planificacién y gestion del territorio (BACCHETTA
& al., 2006B).

A escala nacional e internacional, el BG-SAR constituye un nexo de referencia para Cerde-
fia en el marco de la red italiana de bancos de germoplasma (RIBES), y participa en la red eu-
ropea GENMEDOGC, en cuyo ambito se desarrolla el proyecto SEMCLIMED (ver Cuadro III).
De forma complementaria, el CCB colabora con el Millenium Seed Bank (Kew Gardens) para la
conservacion de duplicados de semillas de endemismos amenazados de Cerdeiia.



6. Conservacidn y almacenamiento







Comparada con la espora, que es una simple célula haploide, la semilla es una estructura que
puede contener varios miles de células diploides, pero también haploides y triploides, con un
embrién preformado, una cubierta seminal protectora (epispermo) y uno o mds tejidos de
reserva (endospermo, perispermo, etc.). Evolutivamente, la semilla deriva de un esporangio
dentro del cual se ha desarrollado toda la fase haploide femenina del ciclo de la planta y parte
de la diploide. Fisiologicamente es una estructura destinada a resistir y a durar, para facilitar
la dispersion de la especie en el espacio y en el tiempo. Como ya se ha tratado en el apartado
dedicado al desecado (5.9), a efectos de conservacion suelen distinguirse dos tipos de semillas:
ortodoxas y recalcitrantes. Las semillas ortodoxas admiten que se las deseque hasta un 4-7%
de contenido de humedad e incluso que se las ultra-seque hasta un 1-3%. Con ello, el factor hu-
medad puede utilizarse sin trabas para conseguir una maxima longevidad. Las semillas recal-
citrantes toleran mal la desecacion, razén por la cual es necesario utilizar otros procedimien-
tos de conservacion. Como se verd mas adelante, los limites entre ambos tipos no son precisos,
existiendo semillas con un comportamiento intermedio (semi-recalcitrantes), o recalcitrantes
solo en apariencia (pseudo-recalcitrantes).

Con el fin de garantizar una buena conservacioén a largo plazo de semillas ortodoxas, lo
mds importante es verificar el bajo contenido de humedad en la semilla, por ser éste, con gran
diferencia, el parametro mas esencial entre los que pudieran influir en el éxito del proceso. Es
necesario tener en cuenta que las semillas se secan de forma natural para frenar su metabolis-
mo y durar mas tiempo, por lo que los procesos a los que se las somete deben parecerse lo mas
posible al secado natural. A este respecto, hay dos puntos principales a considerar:

El envase a utilizar debe tener una hermeticidad probada, en el sentido de no permitir
el paso de vapor de agua a su interior. Si el envase no es hermético, la humedad de la semilla
tendera a equilibrarse con la humedad ambiental exterior, por lo que las ventajas de las bajas
temperaturas apenas se notarian en semillas himedas. Debe tenerse en cuenta que la humedad
relativa en una camara fria suele ser muy alta, que las semillas secas son fuertemente higros-
copicas, y que por lento que fuera el paso de humedad al interior del envase, se cuenta con
muchos anos por delante para que ello termine ocurriendo.

La ultra-desecacion hasta niveles entre un 1,0 - 3,0% de contenido de humedad en la se-
milla puede prolongar su vida hasta entre 4 y 32 veces (HARRINGTON, 1972) en relacién con la
desecacion hasta niveles de un 5,0 - 7,0%. A pesar de que algunos autores consideran la ultra-
desecacién como un proceso perjudicial para la semilla (VERTUCCI & R0OS, 1990, WALTERS
¢ ENGELS, 1998), otros estudios consideran que, al menos en el caso de semillas ortodoxas,
ésta no provoca necesariamente una alteracion o merma de su viabilidad (ELL1s, 1998, PE-
REZ-GARCIA & al., 2007). Un ejemplo representativo se ha podido verificar en el banco de la
Universidad Politécnica de Madrid (UPM), donde las semillas han mantenido su viabilidad
practicamente intacta (valor medio = 98,4%) después de cuarenta afios ultrasecas. Por el con-
trario, en bancos de germoplasma donde las semillas no se han mantenido lo suficientemente
secas suelen detectarse pérdidas de viabilidad importantes.



Respecto a la baja temperatura, y sin dejar de tener su importancia, quizas se le ha concedi-
do tradicionalmente un papel mucho mayor del que realmente tiene. Ello no implica que se de-
ba prescindir de ella, pero si es necesario considerar que pueden ahorrarse grandes cantidades
de energia eléctrica si se utilizan valores s6lo moderadamente bajos. Por otro lado, las tempe-
raturas proximas a la del nitrégeno liquido (-196 °C) proporcionan un método alternativo de
conservacion (crioconservacion) apto para semillas ortodoxas, y que pudiera llegar a jugar un
papel importante en el futuro para las semillas recalcitrantes (ver capitulo 7).

Un tercer factor - la presencia o ausencia de oxigeno - generd una literatura contradictoria
durante muchos anos, razén por la que se ha venido ignorando en la practica. Sin embargo, in-
vestigaciones recientes de ELLIS & HONG (2007) sugieren que las semillas ultrasecas pudieran
ser mas sensibles al oxigeno, por lo que es necesario tener en cuenta este aspecto. De igual mo-
do, se sabe que el proceso de envejecimiento de las semillas produce gases toxicos, de los que es
preciso librarse, si se desea aumentar al maximo la longevidad de la muestra.

Durante muchos afios se ha mantenido la falsa creencia de que los envases adecuados para
mantener bebidas refrescantes o alimentos durante unos meses, son también adecuados para
conservar semillas a largo plazo. GOMEZ-CaMPO (2002) realizé una prueba de hermeticidad
sobre cuarenta envases distintos — algunos de ellos ampliamente utilizados en los bancos de
semillas — concluyendo que en treinta y seis de ellos (el 90%) entraba humedad, en mayor o
menor medida, en menos de tres afios. Los envases menos herméticos fueron los elaborados
con materiales plasticos, y una gran parte de los de cristal o metal. La explicacion de ello se
atribuye a que la molécula de agua es lo suficientemente pequefia como para pasar por los po-
ros que dejan entre si los polimeros utilizados en los materiales plasticos y, aunque a corto pla-
zo esto no es nada aparente, a medio y largo plazo termina ocurriendo inexorablemente. Par-
ticularmente permeables a la humedad son las bolsitas de polivinilo. Una razén adicional para
el fracaso en envases con tapa radica en que las dos piezas son casi siempre de distinto material
y se dilatan o contraen en distinta medida con los cambios de temperatura, permitiendo el
paso de la humedad. Este ultimo mecanismo actua no solamente en envases de plastico sino
también en muchos envases de cristal con tapa de rosca. Incluso en los tarros de mermelada ti-
po “twist-off” con tapa plastificada aparecen con el tiempo manchas de 6xido y, aunque quiza
no en todos, en la mayoria de los modelos termina entrando la humedad.

Menci6n aparte merecen los sobres termo-sellados de aluminio plastificado (foil bags), por
el uso masivo que aun tienen en los bancos de semillas de especies cultivadas. Si bien los bi-la-
minados (plastificados por un solo lado) se han desechado hace mucho por resultar ineficaces,
los tri-laminados (plastificados por ambos lados) tienen todavia una amplia aceptacion. De
ellos, hasta el 80% de un determinado conjunto podrian mantenerse herméticos después de
bastantes afos, si bien la incertidumbre de sufrir un 20% de pérdida o humedecimiento de
semillas puede resultar un riesgo poco asumible para determinados bancos, especialmente los
dedicados a plantas amenazadas. Una coleccién de 100.000 muestras donde comprobamos que
un 20% (20.000) de ellas no conservan su hermeticidad, y que por aftadidura no podemos sa-
ber cuales son sin una revisién concienzuda, puede provocar una situacion realmente angus-
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tiosa para el responsable de la coleccion. Hacer pruebas masivas de germinacién con el total de
las muestras, o aunque fueran simples determinaciones de humedad para ver si conservan la
inicial, no son soluciones practicas. Afiadamos que al ser opacos no permiten un control desde
el exterior y que al estar soldados con plastico, arrastran a la larga los inconvenientes de éste
ultimo material.
En el experimento de GOMEZ-CAMPO (2002) tan sélo se mostraron herméticos cuatro en-
vases (figura 6.1):
Tubos de vidrio cerrados a la llama. Utilizados desde 1966 en el banco de la Universidad
Politécnica de Madrid (UPM), en ellos s6lo muy excepcionalmente (0,2%) aparecen casos
de entrada de humedad por rotura de la punta soldada, que puede evitarse protegiéndola
con una mezcla de pez y cera, como se indica mas adelante. Sin duda es la mejor opcién
para muestras pequeias de especies silvestres o bien cultivadas con semillas no demasia-
do grandes (especies amenazadas, colecciones de especial interés, etc).
Tarros de appertizacién (Kilner o Scotch) con junta de goma y tapa apalancada, de uso
bastante comun en las cocinas domésticas. S6lo en una de entre veinticinco unidades
entré humedad después de doce aflos. Su tamano permite utilizarlos con muestras ya
casi de cualquier tamaiio, incluyendo las mas o menos voluminosas que son comunes
en los bancos de especies cultivadas. Debe cuidarse de que la junta de goma ajuste bien
y de que nada se interponga entre el vidrio y la junta (cinta adhesiva, semillas, granitos
de gel). Entra sin embargo dentro de lo posible que algunas de las juntas de goma deban
reponerse pasados varios afios.
Frascos de vidrio con tapa de plastico, como los cominmente utilizados en los laborato-
rios para guardar productos quimicos, si bien en el experimento comentado frascos muy
parecidos se comportaron de muy diferente modo. La diferencia radicaba en la calidad
de la junta de plastico existente debajo de la tapa. Entre los inconvenientes de estos fras-
cos figura la estrechez de la apertura exterior, que los hace incémodos, y el hecho de que
las piezas de plastico pueden no ser aconsejables para muy largo plazo.



Latas metdlicas termosoldadas y plastificadas en su interior. Esta plastificacion interna
pudiera ser beneficiosa para evitar posibles efectos nocivos de los vapores del metal, en
contacto con la semilla durante afios. La soldadura es también con pldstico. Sin embargo,
estos envases son opacos y, al contrario de los tres anteriores, no permiten un control
visual desde el exterior.

No se probaron en este experimento los viales con tapa de goma sujeta con una envoltura
de aluminio que antiguamente se utilizaban en farmacia para contener penicilina, si bien los
usuarios actuales de este tipo de envase aseguran que mantienen una alta hermeticidad. En
otro experimento analogo, MANGER & al. (2003) recomiendan la utilizacién de envases muy
parecidos, incluyendo otros de reducido tamaifio. En cualquier caso, este tipo de experimentos
no son definitivos, por lo que es posible que, con los afios, puedan detectarse otros envases va-
lidos. Por otro lado, modelos muy parecidos entre si exteriormente (caso del “c” y también con
algunos “b” de la figura 6.1) pueden comportarse de forma muy diferente, por lo que conviene
realizar pruebas preliminares antes de adoptar uno concreto.

Dado que en los bancos de semillas del mundo se han venido utilizando demasiado a me-
nudo envases no herméticos, ésta parece ser la causa principal por la que la conservacion actual
de semillas (sobre todo de especies cultivadas) ofrezca tan importantes limitaciones, para las
cuales GOMEZ-CAMPO (2002) sugiere posibles soluciones. Concretamente, el mayor volumen
que proporciona la solucién “b” abre el paso para que en los bancos de especies cultivadas se
aplique la metodologia del gel de silice (ver apartado 6.1.3), la cual lleva utilizandose cuarenta
afios con gran éxito en especies silvestres (GOMEZ-CAMPO, 1972, 2006; PEREZ-GARciA & al.,
2007).

Por otro lado, la hermeticidad de los envases va ligada, en la practica, a la necesidad de una
manipulacién mas o menos frecuente de los lotes de semillas. Las ampollas de vidrio obteni-
das a partir de tubos de laboratorio cerrados a la llama (figura 6.2) no pueden abrirse si no es
rompiéndolos y por ello son especialmente recomendables para colecciones a muy largo plazo
de material valioso dirigido al futuro (colecciones “caja-negra”). También pueden usarse para
conservar en casos mas generales haciendo varios tubos por cada accesion. Para colecciones-
base (a largo plazo) pueden valer bien los tarros de appertizacion (b) y también las demas op-
ciones que se seflalaron mas arriba. Las colecciones activas (para distribucién) que requieren
un acceso mas frecuente necesitan envases que se puedan abrir y cerrar con facilidad, por lo
que los tarros de appertizacién pueden cumplir muy bien esta funcién (incluso la doble fun-
cién para coleccion base y activa si la operacion de sacar submuestras se hace con suficiente
rapidez y en un ambiente seco). Lo que no parece tener mucho sentido es diferenciar entre
conservacion “a medio plazo” y conservacion “a largo plazo”, dado que el esfuerzo viene a ser
el mismo vy, al no haberse obtenido demasiado éxito hasta la fecha con las colecciones a largo
plazo (WALTERS & al., 2005; GOMEZ CAMPO, 2006), resulta dificil definir una estrategia “a
plazo medio” (ver cuadro 6).

Finalmente, algunos tubos de ensayo con tapa de rosca de plastico (figura 6.2) pueden ser
interesantes para colecciones activas de especies con semillas pequeiias, aunque no son fiables
al 100% para periodos largos de tiempo, debiendo cambiarse el gel en aquellos donde el cam-
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Figura 6.2 (a) De izquierda a derecha: tubo de vidrio cerrado a la llama; tubo con rosca para coleccio-

nes activas. (b) De izquierda a derecha: gel de silice sin indicador; gel con indicador de CI2Co anhidro;
idem hidratado; gel con indicador de violeta de metilo anhidro; idem hidratado.

bio de color indique entrada de humedad. En cualquier caso, la transparencia de los envases
pasa a ser una cualidad fundamental si se quiere aprovechar las ventajas que el método del gel
de silice proporciona para una monitorizacion facil y directa de las muestras desde el exterior.

6.1.3 Ultradesecacion

El procedimiento estandarizado en la mayor parte de los bancos de germoplasma actuales
consiste en secar las semillas hasta contenidos de humedad del 5 al 7% aproximadamente,
colocarlas en envases de hermeticidad (muchas veces no contrastada), y someter el material
a bajas temperaturas. Quiza sélo un centenar de bancos, sobre todo de semillas silvestres, en-
tre los mas de 1.400 que existen en el mundo, han utilizado hasta la fecha la ultradesecacion,
procedimiento contrastado en el caso del banco de la UPM (Madrid) para un ultrasecado de
hasta un 1-3% de contenido de humedad en semillas ortodoxas (PEREZ-GARCIA & al., 2007),
indicando ademads la relativa menor importancia de la temperatura en semillas ya ultrasecas.
Debe hacerse notar que un contenido de humedad algo mas alto (4% y hasta 5%) puede bastar
para una efectiva conservacion de algunas especies ortodoxas, sobre todo leguminosas (ELLIS
& al., 1988), pero, como indican estos mismos autores, dichas semillas no sufren si se las sigue
secando hasta un 1-3%. En un banco donde se manejen cientos o miles de accesiones, lo desea-
ble es no individualizar los métodos, por lo que la ultradesecacion puede aplicarse con caracter
general, siempre que se trate de semillas ortodoxas. La ultradesecacion puede conseguirse con
distintos procedimientos, como las sustancias absorbentes de la humedad, la liofilizacion, la
inmersion en gases secos o los filtros moleculares.

Ultradesecacion con gel de silice

La forma mas practica de conseguir la ultradesecacion es quizas colocar las semillas con gel de
silice deshidratado hasta conseguir un equilibrio con éste ultimo. La forma préctica de asegu-
rar este equilibrio se comenta algo mds adelante. Almacenando gel junto a la semilla dentro
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del recipiente hermético, el indicador coloreado que acompaia al gel nos avisara de cualquier
entrada accidental de humedad. En la Tabla 8 se resumen las ventajas de utilizar gel de silice
con un indicador. Aparte de las relativas al mismo ultrasecado, vale la pena llamar la atencién
sobre la ultima (6), referida a un mecanismo protector completamente independiente. En las
muestras de semillas que envejecen confinadas en un recipiente cerrado, se produce al final
un “efecto de poblacién” negativo por la accién de ciertos gases perjudiciales que se generan
durante el proceso de envejecimiento y que terminan siendo letales para el conjunto. La mor-
talidad, que podria suponerse “a priori” probabilistica para cada semilla individual, se acelera
sin embargo por la acumulacidn de tales gases en los espacios intermedios (LEE ¢ al., 2001). Al
ser capaz de absorberlos, el gel de silice retrasa muy significativamente el envejecimiento y el
momento de la muerte.

1 Proporciona un método practico para desecar las muestras de semillas.

2 Consigue niveles de contenido de humedad de un 1-3% (ultradesecacion), inferiores a los que
se consiguen con otras sustancias.

3 Enenvases herméticos mantiene estos niveles indefinidamente.

4 Acompafado de un indicador coloreado, avisa sobre posibles anomalias (entradas de hume-
dad) en el envase.

5 Puede regenerarse deshidratandolo de nuevo por el calor después de su uso.

6 Retrasa el envejecimiento absorbiendo los gases toxicos que se producen en el proceso.
Tabla 8. Ventajas del uso del gel de silice.

El gel de silice no es mas que un anhidrido silicico, Sio, amorfo (no cristalino) obtenido
por procedimientos industriales. Es de textura granulosa, blanco y muy poroso, siendo esto ul-
timo lo que le confiere sus propiedades absorbentes. Una vez bien deshidratado y colocado en
el platillo de una balanza, comprobaremos que puede absorber de la atmdsfera hasta el 20% de
su propio peso de agua, mientras que colocado en el fondo de un envase cerrado (un tarro de
appertizacion, por ejemplo) se equilibra con la atmdsfera confinada hasta que se llega en ésta a
una humedad relativa inferior al 5%.

El nombre de “gel” se utiliza aqui incorrectamente, dado que un gel debe ser de naturaleza
coloidal, que no es el caso, si bien el uso del término para este material hace que su denomina-
cién se mantenga por conveniencia. El color que normalmente exhibe el gel de silice se debe a
un indicador que se le afiade para distinguir a simple vista cudndo estd deshidratado y cuando
ha absorbido humedad. Durante muchos afos se ha utilizado el cloruro de cobalto (Cl,Co) que
da un color azul fuerte al gel deshidratado y pasa a un rosa palido cuando ha absorbido hume-
dad. No hace mucho tiempo, la Unién Europea prohibi6 su uso al considerarlo téxico por in-
halacién (reglamento CE 1907/2006). Posteriormente se buscaron varias alternativas con sales
de hierro, donde el viraje de color apenas se distingue, llegando al indicador actualmente mas
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Figura 6.3: Liofilizador utilizado en el CBNM de Por-
querolles.

aconsejable, de violeta de metilo, que confiere un color naranja al gel deshidratado y verdoso al
que ha absorbido humedad (figura 6.2).

El gel se fabrica con distintos tamaifios de grano. Este tamafio no es indiferente porque
para uso en tarros de appertizaciéon puede ser mas comodo el de grano > 4 mm, mientras
que dentro de ampollas de vidrio puede serlo el de 1-2 mm. Existen métodos para reducir el
tamano de las particulas, como triturar, moler o hidratar gel de grano grueso (este tltimo pro-
cedimiento debe realizarse con cuidado, ya que lleva asociada la emision de calor). Ademas, el
gel hidratado puede regenerarse con calor para su reutilizacién. Los fabricantes de gel suelen
recomendar regeneraciones a temperaturas entre 60 y 120°C. Cuanto mas calor se aplique,
podran realizarse menos ciclos de regeneracion. El proceso, segtin la masa a regenerar, puede
durar dos y cinco horas.

Otros métodos para ultra-secar las semillas

También se ha utilizado con bastante éxito la liofilizacién, proceso que consiste en congelar
stibitamente el agua de una muestra y sublimar posteriormente el hielo. Al final se llega igual-
mente a valores de contenido de humedad comprendidos entre el 1y el 3%. Esta técnica se ha
utilizado a partir de la década de los ochenta para la conservacién a largo plazo del polen, con
el fin de reducir la pérdida de viabilidad (SCHOENIKE & BEY, 1981). Esta metodologia se ha
puesto a punto en el Laboratorio de Palinologia del Centro Nacional de Historia Natural de
Paris (Francia) y se aplicé a semillas en el Conservatoire Botanique National Méditerranéen
(CBNM) de Porquerolles (figura 6.3).

Se considera que las semillas liofilizadas no sufren reduccién de su viabilidad, si bien pare-
ce que esto no puede asegurarse con caracter general para todas las especies, pues los detalles
al aplicar esta técnica deben optimizarse para cada tipo de semilla, lo cual a su vez puede con-
sumir grandes dosis de trabajo y atencién. La liofilizacién podria tener la ventaja de conseguir
una ultradesecacion directa y no por etapas, como ocurre en general con el gel de silice, que
debe regenerarse cada vez que actuia. Sin embargo, la liofilizacién necesita de un aparato rela-
tivamente caro, y si al final el gel de silice va a tener que jugar un papel imprescindible para el
mantenimiento posterior de la baja humedad y para una buena monitorizacion, puede resultar
mucho mas practico y econémico desecar directamente con gel, evitando el doble proceso de
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congelacién/sublimacién. En otras palabras, la liofilizacién ultraseca, mientras que con el gel
podemos ultrasecar, conservar y monitorizar. En cambio, la liofilizacién podria jugar un pa-
pel importante para mantener la estructura interna en semillas grandes donde la desecacién
brusca pudiera resultar dafiina y reducir la viabilidad (ver mas adelante al tratar de semillas
recalcitrantes).

Otras formas de ultrasecar consisten en la adicion de CO, a los envases (el gas comercial
es suficientemente seco) o la desecacion con filtros moleculares, cada vez mds presentes en el
mercado, pero con escasa aplicacidn actual en bancos de semillas.

El uso de bajas temperaturas ha sido algo muy generalizado en la conservacién de semillas a
largo plazo. Los estdandares publicados conjuntamente por la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentaciéon (FAO) y el Instituto Internacional para los Re-
cursos Genéticos Vegetales (IPGRI, hoy Bioversity International) recomiendan una tempera-
tura de almacenamiento de -18°C o inferior (FAO/IPGRI, 1994). Esta recomendacién se ha
mantenido hasta nuestros dias, de modo que la planificacién de un banco de semillas moderno
incluye siempre la utilizacién de una cimara fria capaz de conseguir al menos -15° ¢ -20°C.
La localizacion de las nuevas instalaciones del Banco Nérdico en una regiéon de “permafrost”
responde a esa misma idea.

Sin embargo, y desgraciadamente, el poner énfasis en las bajas temperaturas puede llevar
a descuidar el factor de baja humedad (sea por no secar lo suficiente o por utilizar envases
inadecuados), haciendo que una gran parte de los actuales bancos de germoplasma estén ya
preocupados por la baja capacidad germinativa de sus semillas y por la necesidad de regenerar
un material prematuramente envejecido. Semillas ultradesecadas por liofilizacién en el Con-
servatoire Botanique National Méditerranéen (CBNM) de Porquerolles, y mantenidas a tem-
peratura ambiente durante 10 afios, mostraron un comportamiento ligeramente mejor que las
conservadas a baja temperatura. A un plazo mucho mas largo, semillas ultradesecadas con gel
de silice en el banco de la UPM (Madrid) y mantenidas 40 afios en un armario a temperatu-
ra ambiente (PEREZ-GARCIA & al., 2007, 2008) no se comportaron de forma distinta que las
conservadas en camara fria. En conclusion, parece claro que el papel preponderante que se ha
dado al factor temperatura, al menos en la practica, debe sustituirse por una atencién mucho
mds decidida hacia el factor humedad. No obstante, parece evidente que la baja temperatu-
ra complementa, por lo que seria poco sensato prescindir de ella. Sin embargo, temperaturas
moderadamente bajas, entre -5°C y 5°C, pueden ser mas que suficientes para las semillas or-
todoxas y ultrasecas, ahorrandose con ello enormes cantidades de energia. Por su implicacién
practica y fisiologica, no debe confundirse la crioconservacion con las bajas temperaturas, co-
mo se detallara en el capitulo 7.

Como alternativa al control de humedad en envases, en ocasiones se controla la humedad de
la cdmara misma, convirtiendo las cdmaras frias existentes en cdmaras secas. Manteniendo
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Figura 6.4. Tarro de appertizacion con gel de silice en el fon-
do. En el espacio libre pueden almacenarse varias muestras

de semillas en cualquier otro envase o sobre, a largo plazo
y con plenas garantias si previamente se ha equilibrado su
humedad con la del gel.

la temperatura alrededor de 0°C (mas que suficiente, como se acaba de comentar) no resulta
dificil ni caro conseguir en el interior una humedad relativa de aproximadamente el 15% y tal
solucidn seria en cualquier caso mucho mas eficaz que disponer de una camara a -20°C donde
se descuide la hermeticidad de los envases. Sin embargo, el control de la humedad dentro de
los envases mismos con gel de silice es a la larga mucho mas préctico y eficaz porque permite
alcanzar niveles de ultrasecado mas idéneos y una mejor monitorizacion, permitiendo ademas
un traslado rapido del material a otras camaras, en caso de mudanza o problemas técnicos.

Aungque la ultradesecacion con gel de silice se consigue facilmente poniendo las muestras
en un envase cerrado en presencia de gel deshidratado (figura 6.4), la muestra suele tener ini-
cialmente un contenido de humedad més o menos alto (normalmente 10-12%), por lo que el
gel se hidratara a costa de la muestra y cambiara de color. Necesitaremos entonces sustituir el
gel por otro nuevo deshidratado, operacién que a veces debe repetirse varias veces. Sélo cuan-
do el gel no cambie de color, la semilla estara ultraseca, tendrd un contenido de humedad entre
el 1y 3% (dependiendo del tipo de semilla) y se mantendra en equilibro con el gel indefinida-
mente, si el envase permanece hermético. Como la reposicion repetida del gel puede resultar
laboriosa, conviene antes desecar al maximo las semillas con algun procedimiento distinto
(exposicion al sol, corrientes de aire seco, otros desecantes, etc.) o, en otras palabras, conviene
iniciar la ultradesecacién con semillas que ya estén lo mds secas posible. Sobra decir que la
velocidad de desecacion dependerd de la relacién de masas entre el agente desecante y las se-
millas, si bien esta relacion pierde su importancia cuando se alcanza el equilibrio final.

Otra forma de obviar o reducir las sustituciones del gel podria ser la ya mencionada adi-
cién de CO, a los envases. Este ultimo procedimiento tiene la ventaja de desplazar el oxigeno
presente en el envase. En otros casos, unas camaras de plastico, no herméticas a largo plazo,
pero si lo suficiente para esta operacion (figura 6.5) pueden albergar una serie de cajas abiertas
con gel y otras con semillas. Cambiando el gel las veces que sea necesario, podremos ultradese-
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Conservacion y almacenamiento

Figura 6.5. (a) Camaras para ultradesecar semillas en presencia de gel de silice.

(b) Méquina de desecacion basada en un circuito con gel de silice, utilizada en el Centro Conservazio-
ne Biodiversita de Cagliari.

car en ellas un nimero alto de muestras en unas pocas semanas. Si se dispone de fondos para
afrontar la compra de nuevos equipos, es ventajoso disponer de un liofilizador y de una dese-
cadora basada en una pequeiia cantidad de gel que se regenera automaticamente por la accién
de una resistencia eléctrica. La desecadora parece, por muchas razones, mucho mas recomen-
dable y versatil que el liofilizador. Asi por ejemplo, un equipo donde se pudiera regular ademas
la velocidad de desecacion del material seria la opcién ideal, porque valdria para ultrasecar con
éxito las semillas pseudo-recalcitrantes y para investigar sobre ellas.

Desecadoras con gel regenerable existen ya en el mercado (figura 6.5) aunque los fabrican-
tes cuentan en general con que la cdmara donde se colocan las muestras a ultrasecar deba pro-
porcionarla el usuario. Cuando la cdmara es una habitacion de fébrica, aun alicatada, grande o
pequeiia, es inevitable que entre humedad por las paredes, de modo que resulta dificil situarse
por debajo de una humedad relativa de un 25%, sobre todo con temperaturas bajas. Aiiddase
que se trata de un sistema dindmico donde hay varias piezas, juntas, etc. muy lejos de la simpli-
cidad del tarro de la figura 6.5. En habitaciones bien aisladas de la humedad (sdlo hay dos sis-
temas: con vidrio o metal) se puede llegar a un 15% de humedad relativa. Empiezan a aparecer
sistemas compactos con cdmara incorporada para colocar encima de una mesa de laboratorio
aunque nunca garantizan una humedad relativa inferior al 15%. No obstante, si el objetivo
final es almacenar la semilla en tarros de appertizacion, lo anterior puede ser suficiente para
reducir mucho las sustituciones del gel.

El mismo sistema (tarros de appertizacién con gel de silice en el fondo) puede valer para
frenar el envejecimiento de colecciones de semillas no dispuestas en conservadores herméticos.
Bastaria colocar las muestras a granel o con su envase original dentro de los tarros y regenerar
el gel las veces que sea necesario hasta que no cambie de color. En el caso particular de los so-
bres termosoldados de complejo aluminio-plastico, pueden caber varios sobres en cada tarro,
numerandose éstos tltimos y anotando la situacién de las accesiones en la base de datos.
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Técnicas de conservacion ex situ
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Figura 6.6 (a) Fases en la elaboracion de ampollas de vidrios con semillas y gel de silice a partir de un

tubo de laboratorio que se cierra a la llama.
(b) Soplete con doble entrada (para gas y aire) para cerrar tubos de vidrio .

El uso de ampollas cerradas a la llama - obtenidas a partir de tubos estandar de laborato-
rio- tiene una eficacia comprobada (figura 6.2). Existen diferentes alternativas de tamario, si
bien el tubo estandar de 20 ml (en el cual son aprovechables cerca de 8 ml) ofrece una capaci-
dad representativa que puede resultar adecuada para material especialmente valioso: especies
raras, endémicas o amenazadas, colecciones caja-negra, etc. A continuacion se detallan las fa-
ses para elaborar ampollas de 20 ml, segtin el procedimiento que se viene utilizando con éxito
desde 1966 en el banco de la UPM (figura 6.6), y que puede aplicarse (ajustanto las cantidades
y medidas oportunas) a otros tamafos de recipientes.

1)Los tubos de ensayo de que partimos deben ser de vidrio alcalino, reconocible por cierto

tono verdoso en su reborde. Otros tipos de vidrio se reblandecen con menos dificultad al
calentarlos, pudiendo llegar incluso a resquebrajarse.
2)Cuando se pretende conservar a largo plazo, es prudente colocar una etiqueta interna
con el numero de la accesién porque cualquier etiqueta exterior podria borrarse o des-
prenderse con el tiempo. El niumero se escribe con un boligrafo sobre la parte engomada
de una etiqueta alargada, ésta se desliza hasta la parte inferior del tubo y se aplica des-
pués contra el vidrio con una varilla.
3)La semilla limpia, y cuanto mas seca mejor, se introduce con un embudo o desde otro tu-
bo. Si bien pueden introducirse hasta 8 ml de la misma, es frecuente introducir menos (3,
4 6 5 ml) para disponer de mas material cuando en el futuro convenga romper alguno.

4)Un trozo de algodén, preferentemente hidréfobo y previamente deshidratado, servira
para separar la semilla del gel de silice que se va a colocar encima.

5)Se afiaden a continuacién unos 3-4 ml de gel de silice deshidratado. Antes de proceder al

paso siguiente es prudente colocar sobre el tubo un tapén de goma y esperar unos 15 6 20
dias. Si la semilla no estd debidamente seca, se vera un cambio de color en la parte infe-
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rior del gel, pero puede bastar un solo cambio de éste ultimo para que el conjunto quede
en equilibrio. En este aspecto, y por el menor volumen de la muestra, las cosas son aqui
mas sencillas que con los tarros de appertizacion.

Otro trozo de algodén como el usado en el punto 4) contribuird a mantener fijo el con-
junto. Por encima deberan quedar unos 5 cm de tubo libres para facilitar el cierre a la
llama.

El cierre a la llama se realiza con toda comodidad con un soplete (figura 6.6) alimentado
con aire u oxigeno. La llama de un mechero “Bunsen” normal de laboratorio podria no
ser suficiente para cerrar los tubos, pero si lo es si se le dota de una doble entrada y se
aplica una corriente de oxigeno o simplemente de aire. El cierre anterior puede hacerse
con relativa rapidez en cuanto se adquiere un poco de practica. Sujetando el tubo por su
base con los dedos (no se nota ningtin calor) y usando una pinza larga en su borde supe-
rior, concentrando la accién de la llama y girando para que se distribuya el calor alrede-
dor, pueden cerrarse bien unos cien tubos por hora.

Someter los tubos cerrados en condiciones de alta humedad durante varios dias permiti-
ra detectar si hay alguno que no se cerrd bien -el gel cambiara su color- para repetir con
él la operacion (se puede reducir el tiempo de espera sumergiendo el tubo en agua, si bien
teniendo cuidado de no humedecer excesivamente la muestra).

Faltaria colocar alguna etiqueta externa con mas datos segun las preferencias de cada
banco y proteger de algiin modo la parte mds delicada del conjunto, la punta cerrada a la
llama. Ambos objetivos pueden combinarse. Una etiqueta larga y engomada, se enrolla
por la parte superior y sirve de molde o “encofrado” para verter en su interior algun tipo
de liquido solidificable, como cera fundida, resinas epoxy, etc., si bien lo més practico es
una mezcla de cera (2/3) y pez (colofonia o resina) (1/3) para endurecer la cera. Se funde
el conjunto y se vierte con un cuentagotas en el hueco de la etiqueta donde se encuentra
la punta del vidrio a proteger.

Finalmente, y para que la superficie superior no pueda rallarse, puede aplicarse sobre
ella alguna sustancia platica protectora (ej. laca de ufias). En el estirado a la llama y la co-
locacién de la etiqueta debe tenerse en cuenta que los tubos que constituyen el producto
final tengan una longitud homogénea.

En el banco de la UPM, las ampollas asi obtenidas se han guardado tradicionalmente en ta-
rros de appertizacién, donde pueden alojarse hasta 25 tubos por tarro, obtieniendo una doble
seguridad frente a la humedad. El protocolo indicado puede parecer complicado y laborioso,
pero no es asi cuando se pone a punto y se organiza bien el trabajo en serie. Las semillas se
conservaran asi sin pérdida significativa de su viabilidad durante al menos cuatro décadas
(PEREZ-GARCIA & al., 2007) lo cual puede significar una conservacion satisfactoria de por lo
menos un siglo o dos. La ventaja e inconveniente a la vez es que los tubos s6lo pueden abrirse
rompiéndolos, contrariamente de lo que ocurre con los tarros de appertizacion.

Conservar bien las semillas ortodoxas con los procedimientos descritos puede significar
un enorme ahorro econdémico, dado que: (a) las tediosas pruebas de viabilidad pueden exten-
derse en el tiempo desde cada 5-10 afos, como ahora se recomienda, hasta quiza 60 u 80 afios;



(b) los ciclos de regeneracion o rejuvenecimiento de las muestras que ahora son cifrables en no
mads de 20-30 afos pueden extenderse a 1-2 siglos o quizd mds; (c) utilizar temperaturas sélo
moderadamente bajas puede llegar a suponer un ahorro de energia de muchos megawatios/ho-
ra en s6lo unos pocos aios; (d) lo verdaderamente caro en un banco de germoplasma son las
pérdidas irreversibles del material genético almacenado.

Caracteriza a estas semillas un contenido inicial de humedad relativamente alto (15-25%) y
una manifiesta intolerancia a la desecacion. En general son reconocibles morfolégicamente
por su tamafo grande y tegumento liso, si bien semillas de apariencia mas normal podrian
ser también recalcitrantes. En la region mediterranea no son comunes (quiza un 3-5% de las
especies) pero son mas frecuentes en especies forestales (Quercus, Castanea) y especies ripa-
rias (Salix). En cambio, en las selvas ecuatoriales predominan las especies con semillas recal-
citrantes. Ecoldégicamente siguen una estrategia de “durar” en plantula y no en semilla, con
lo cual esta tltima elude secarse demasiado en un ambiente himedo, donde le resultaria mas
dificil. De este modo mantienen la viabilidad durante poco tiempo, generalmente entre unos
pocos meses y 2-3 afios. Que una semilla sea ortodoxa o recalcitrante no es, sin embargo, una
cuestion de todo o nada (BERJAK ¢» PAMMENTER, 1994) porque existen semillas de compor-
tamiento intermedio (semi-recalcitrantes) que admiten algo la desecacién, aunque sdlo hasta
determinados niveles.

Para conservar las semillas recalcitrantes puede hacerse bien poco, si no es situarlas en su
limite inferior de tolerancia en cuanto al contenido de humedad y temperatura, o recurrir al
cultivo in vitro o a la crio-conservacion de los embriones extraidos de ellas. Al vivir en lugares
himedos, es frecuente que mueran prematuramente por ataques de hongos y bacterias, por lo
que tratarlas con algin producto fitoterapéutico adecuado podria prolongar su vida. Quiza lo
mds practico sean los bancos de plantulas, pues éstas suelen ser bastante longevas cuando se
colocan en condiciones de baja iluminacién. Aparte, naturalmente, de las colecciones vivas de
plantas adultas o de la ineludible conservacion in situ.

En las especies cultivadas y en las espontaneas que no sean de ribera, el tamafio de las
semillas parece determinante para su condiciéon de ortodoxa o recalcitrante. Las semillas de
sandia (Citrullus lanatus (Thunb.) Mansf.), por ejemplo, o las de judia (Phaseolus vulgaris L.)
son ortodoxas, pero las de calabaza (Cucurbita sp.) y de algunas especies de Phaseolus (como P.
lunatus L.), con semillas mds grandes, pueden sufrir total o parcialmente con la desecacién. En
semillas de igual tamaio, la composicién interna podria marcar diferencias. Asi, cuando tra-
bajamos con semillas pequefias podremos casi siempre confiar en que serdn mayoritariamente
ortodoxas, mientras que cuando aumenta su tamafio debemos relativizar nuestra confianza y
hacer las pruebas correspondientes.

Es muy fécil disefiar un protocolo para distinguir las semillas ortodoxas de las recalcitran-
tes, en funcion de la tolerancia a la desecacion de las primeras. Este protocolo consistiria, su-
cesivamente, en (1) una prueba inicial de germinacidn, (2) la desecacion de un lote equivalente
y (3) una nueva prueba de germinacién con las semillas desecadas. Debe tenerse en cuenta,
sin embargo, que un valor bajo en las pruebas de germinacion no significa que la muestra esté



muerta o moribunda, porque pudiera deberse a dormicién. Es por ello que cualquier valor bajo
debe inducirnos inmediatamente a tratar la semilla (mediante escarificacion, inmersion en so-
luciones de acido giberélico, etc.) para liberarlas de su posible dormicién.

Antes de decidir sobre si una semilla es o no recalcitrante, sobre todo en los limites infe-
riores de tamaio, es muy conveniente hacer una prueba que nos podria permitir ultrasecarla
y conservarla a largo plazo. Muchas semillas parecen tolerar la desecacion e incluso la ultra-
desecacion si estas operaciones se realizan lentamente, sin saltos bruscos. A estas semillas, que
denominamos aqui “pseudo-recalcitrantes”, conviene equilibrarlas antes en sucesivas atmdsfe-
ras con humedad relativa decreciente (obtenidas por equilibrio con glicerina o con soluciones
salinas de concentracién creciente) para irlas desecando muy gradualmente, y s6lo entonces
equilibrarlas con gel. A efectos de conservacion, el resultado serd el mismo que si operamos
con semillas ortodoxas. La investigacion extensiva de estos casos resultara muy util porque
ampliara considerablemente el nimero de especies que pueden conservarse a largo plazo.



Los helechos disponen de dos tipos de esporas, en funcion de si contienen o no pigmentos fo-
tosintéticos activos en los cloroplastos de su citoplasma (esporas clorofilicas o esporas verdes,
y esporas no clorofilicas o esporas no verdes). Las esporas verdes pierden la viabilidad de ma-
nera muy acelerada, encontrando especies en las que sus esporas, a temperatura ambiente, han
muerto en unas semanas (Equisetum sp.) o un mes (Osmunda regalis L.), aunque algunas de los
géneros Onoclea y Matteuccia llegan a durar un aio (LLoYD & KLEKOWSKY, 1970).

Las especies que disponen de esporas no clorofilicas, tienen una viabilidad en condiciones
ambientales que oscila desde unos pocos meses (Gleicheniaceae, Thyrsopteris elegans Kunze,
Culcita macrocarpa K. Presl.), entre 1 afio y una década (la mayoria de las especies), y en algiin
caso extraordinario (Pellaea sp., Asplenium serra Langsd. & Fisch, Marsilea sp.) hasta algunas
décadas (LLoYD ¢ KLEKOWSKY, 1970; DYER, 1979; PAGE, 1979; WINDHAM ¢ al., 1986; LINDSAY
¢ al. 1992; QUINTANILLA & al., 2002). Pero estos tiempos de viabilidad, en condiciones am-
bientales, no aseguran la viabilidad de todo el lote de esporas conservado (muchos de los datos
son a nivel cualitativo y casos extraordinarios). Ademads, aunque germinen, se producen efec-
tos negativos sobre el desarrollo del gametofito que no aseguran su capacidad de crecimiento y
su integridad genética (SMITH ¢* ROBINSON, 1975; BERI & BIR, 1993; CAMLOH, 1999).

Cuando hablamos de conservar esporas hay que tener en cuenta para qué van a ser des-
tinadas estas esporas. Si su uso esta reservado a la produccién inmediata o a corto plazo de
planta, o se desea tener al alcance un material didactico, o incluso son lotes de esporas que son
renovados y gastados continuamente en investigacién u otros usos, no serd rentable dedicar
esfuerzos energéticos y econdmicos a unos métodos de conservacion costosos y que requieren
un mantenimiento constante. Ademas hay que tener en cuenta que no todas las instituciones
poseen dotaciones econdmicas elevadas que puedan permitir la compra y el mantenimiento de
aparatos especificos (como pueden ser ultra-congeladores, tanques de nitrégeno liquido, etc.).
Sin embargo, si las esporas van a ser almacenadas a largo plazo, o se requiere mantener intactas
todas sus caracteristicas para futuras investigaciones, deberdn utilizar las metodologias mas
adecuadas en su conservacion. Por todo ello, las metodologias de conservacion a emplear de-
penderan del uso final de esas esporas en cada banco de germoplasma y en cada caso concreto.

Controlar el contenido de agua de los materiales destinados a su conservacion a largo plazo
en bancos de germoplasma es un paso previo muy importante. Este contenido en agua ha sido
determinado en diferentes tipos de explantos, semillas y pdlenes por diversos autores, los cua-
les recomiendan unos éptimos para su correcta y mas duradera conservacién. Alcanzar esos
contenidos de agua se realiza manipulando la humedad relativa ambiental del material a con-
servar previamente a su sellado y almacenado (ELLIs & al., 1990; FAO/IPGRI, 1994; BUITINK
& al., 1996; WALTERS, 1998; GOMEZ-CAMPO, 2001).

La préctica totalidad de los trabajos de conservacion de esporas de helechos que existen al-
macenan las esporas en las bancadas del laboratorio, tras ser liberadas de los esporangios, y en



condiciones de temperatura y humedad marcadas por la situacién geografica del laboratorio y
sus sistemas de ventilacion y regulacion térmica (ej. desde humedades relativas (RH) ca. 30%
en Fort Collins, CO, EEUU, hasta RH ca. 65% en Valencia, Espafa o superiores en zonas tropi-
cales costeras). Esto supone que los resultados obtenidos no puedan considerar el contenido de
agua de las esporas almacenadas, a excepcion de los trabajos realizados con desecado en gel de
silice o con las técnicas de conservacion humeda expuestas anteriormente.

Respecto al desecado con gel de silice, no hay muchos trabajos que hayan estudiado los
efectos sobre diferentes tipos de especies. CONSTANTINO €& al. (2000) observaron en tres espe-
cies de helechos arborescentes que el desecado con gel de silice era ventajoso para la conserva-
cién de Lophosoria quadripinnata (J.F. Gmelin) C. Chr a 4°C, mientras que era perjudicial en
la conservacién de Dicksonia sellowiana (Presl.) Hook y Cyathea caracasana (Klotzsch) Domi,
achacando esta diferencia entre especies al mayor tamaifio y contenido en agua de las esporas
de L. quadripinnata.

Recientes estudios desarrollados en los laboratorios del National Center for Genetic Resour-
ces Preservation (ARS) en Fort Collins, CO, EEUU, estin demostrando la importancia del con-
trol del contenido en agua de las esporas de helechos para su conservacion a largo plazo y a dife-
rentes temperaturas (BALLESTEROS & WALTERS, 2007A,B). Estos resultados, junto con otros ex-
perimentos aun en desarrollo, ayudardn a la comprension de los mecanismos de envejecimiento
de las esporas, permitiendo optimizar las técnicas de conservacion expuestas en este capitulo.

Diversos autores han estudiado la conservacién de las esporas de helechos en estado hidra-
tado y en oscuridad (tal y como estarian en el banco de esporas del suelo) concluyendo que
este método de conservacién mantiene intacta la viabilidad de las esporas con el tiempo y es
mejor que conservarlas en estado deshidratado, tras al menos 12 ¢ 24 meses refrigeradas o a
temperatura ambiente (LINDSAY & al., 1992; SIMABUKURO & al., 1998; QUINTANILLA & al.,
2002; ARAGON & PANGUA, 2004). Para la conservacion a corto o medio plazo de esporas desti-
nadas a la obtencién de gametdfitos para experimentacion, o para la produccion de planta, este
protocolo de conservacién humeda pueda ser una buena metodologia, ya que incluso esporas
clorofilicas o de especies no tolerantes a la desecacién han permanecido sin perder viabilidad
durante mucho tiempo. Otra ventaja viene dada por lo econémico de esta técnica, ya que no se
necesita mas que una nevera (4-5°C), o incluso se pueden almacenar las placas a temperatura
ambiente en un lugar fresco (ca.20°C). El problema de esta técnica viene dado por diferentes
aspectos relacionados con el manejo y la comodidad de uso. Se requiere un mayor espacio para
la conservacidn de los lotes de esporas, ademas del tiempo que hay que emplear en sembrar
todos los lotes recogidos en diferentes réplicas. Por otro lado, hay problemas de pérdidas de
placas por contaminaciones de hongos y bacterias que no siempre podemos evitar, asi como
por el desecado del agar en placas mal selladas o simplemente por el paso del tiempo. Cabe
recordar que especies que germinan en oscuridad no pueden ser conservadas con esta técnica,
ya que con el paso del tiempo perderemos aquellas esporas que germinen.

Por ultimo, y lo que hace esta técnica no recomendable para la conservacion a largo plazo,
estd el hecho de que este tipo de preservacion se fundamenta en que, al estar las esporas hi-



dratadas, existe un metabolismo de reparacién celular que evita la degeneraciéon del DNA y de
los organulos celulares que se producen durante el almacenado de las esporas deshidratadas,
como ocurre de manera andloga en semillas con dormicion secundaria (VILLIERS, 1974) (ver
en capitulo 7 los tipos de dormicién). Al haber un gasto metabdlico continuo, con el paso del
tiempo se perderdn sustancias de reserva de las esporas, que seran necesarias posteriormente
para la germinacién y el desarrollo temprano del gametofito, llegandose al punto en que esas
esporas no puedan germinar, y por lo tanto mueran. Esta posibilidad debe considerarse en
todo momento, para garantizar la posible viabilidad de las esporas, si bien de momento no hay
trabajos publicados que lo demuestren.

Los métodos de conservacion habituales en bancos de germoplasma siguen el principio de al-
macenar el material vegetal deshidratado (ej., con gel de silice) y a bajas temperaturas (entre
4 0 5°Cy -25°C). DYER (1979) sefialé que para conservar las esporas y reducir su deterioro lo
mas comun era almacenarlas secas, en tubos herméticos (a veces con un desecante) y a bajas
temperaturas. Con el tiempo se han ido analizando los efectos del almacenado en estas con-
diciones, concluyéndose que no son métodos ideales para la conservacién de esporas a largo
plazo, e incluso llegando a considerar la congelacion de las esporas a -25°C como un méto-
do daiiino para algunas especies de helechos (SIMABUKURO & al., 1998; QUINTANILLA & al.,
2002; ARAGON & al., 2004).

La refrigeracion de las esporas a 4 o 5°C ha sido analizada por diversos autores, observan-
dose que es un buen método para conservar las esporas sin que les afecte significativamente
a su viabilidad hasta, al menos, 12 meses. A partir de este tiempo la viabilidad de las esporas
disminuye y se acenttan los efectos negativos sobre el desarrollo del gametofito, aunque de
manera menos rapida que en aquellas esporas almacenadas a temperatura ambiente o congela-
das (SMITH ¢ ROBINSON, 1975; SIMABUKURO ¢ al., 1998; CAMLOH, 1999; CONSTANTINO & al.,
2000; QUINTANILLA & al., 2002; ARAGON ¢ PANGUA, 2004).

En refrigeracion, pero sin sembrar en medio de cultivo y sin desecar con gel de silice, algu-
nas esporas verdes han mantenido su viabilidad tras mas de 1 afio de almacenado, como en el
caso de Osmunda regalis (MORINI, 2000). En algunos trabajos se ha abordado la conservacién
de esporas verdes a temperaturas bajo cero, obteniéndose resultados variados. En concreto, se
ha conseguido extender la viabilidad de esporas clorofilicas del género Equisetum hasta 2 6 3
afios a -10°C sumergidas en glicerina (JoNES ¢ HoOK, 1970).

La criocongelacién de material vivo implica, la mayoria de veces, la proteccion de las células y
estructuras que lo componen frente a la congelacién del agua que forma parte de todo tejido vivo
(ver apartado 7). Para realizar esta crioproteccién se utilizan diferentes sustancias que actdan
como crioprotectores, y diferentes métodos cuya finalidad ultima es eliminar la mayor parte po-
sible de agua de las células y asi evitar los dafios que causaria ésta en el proceso de congelacion.
Una técnica muy utilizada actualmente en la criopreservacién de material vivo es la en-
capsulacion en alginato y la inmersién directa en nitrégeno liquido. La ventaja de esta técnica



frente a otras que se venian usando (congelacion progresiva, crioprotectores agresivos, etc.) es
la relativa facilidad y rapidez con la que se realiza y la poca agresividad de los crioprotectores
utilizados (sacarosa). Se fundamenta principalmente en dos hechos: el mdximo desecado po-
sible del material a criopreservar (es la funcién del encapsulado en alginato) y la vitrificacién
de este material para evitar la formacion de cristales de hielo que dafien los tejidos, que se con-
sigue con la inmersion directa en nitrégeno liquido (HIRATA & al., 1996; WooOD & al., 2000;
ENGELMANN, 2004). En el caso de pteriddfitos, esta técnica se ha utilizado de manera positiva
con esporas de Osmunda regalis (PENCE, 2000).

La desecacion es el proceso mas simple ya que consiste en deshidratar los explantos, y en-
tonces congelarlos rapidamente por inmersion directa en nitrégeno liquido. Las proporciones
de supervivencia 6ptimas generalmente se obtienen cuando las muestras son congeladas con
un contenido en agua comprendido entre el 10 y el 20% (en base al peso fresco) (ENGELMANN,
1999). Las esporas que se recolectan tras ser liberadas de las frondes tienen un contenido en
agua entre el 3 y el 10% (en base al peso fresco).

Con esporas de helechos se han realizado diversas pruebas para estudiar como les afec-
ta la criopreservacion tras inmersion directa en nitrégeno liquido, concluyendo cualitativa y
cuantitativamente que, tras un correcto descongelado, es una técnica que no afecta a la viabi-
lidad de las esporas, permitiendo conservarlas durante un tiempo supuestamente indefinido
(AGRAWAL ¢ al., 1993; PENCE, 2000; ROGGE & al., 2000; BALLESTEROS & al., 2006). El pro-
blema reside en que existen pocos estudios que hagan referencia a la estabilidad genética del
material vegetal criopreservado. Sin embargo, no se han encontrado modificaciones a nivel
morfolégico, bioquimico o molecular en plantas regeneradas desde muestras criopreservadas
(ENGELMANN, 1997; BALLESTEROS ¢ al., 2006).

En el caso de esporas verdes, se han mantenido esporas viables de Equisetum hyemale L.
tras 16 meses de conservacion a -70°C, las cuales ademads continuaron su desarrollo gametofi-
tico (WHITTIER, 1996). Incluso, como se ha comentado en parrafos anteriores, se ha consegui-
do mantener viables las esporas de Osmunda regalis durante al menos 18 meses inmersas en
nitrégeno liquido tras su encapsulacion en alginato (PENCE, 2000). Sin embargo, existen pocos
datos que determinen la mejor y mas duradera forma de conservar las esporas a largo plazo, o
los datos existentes son cualitativos y se centran unicamente en la capacidad de germinar las
esporas tras su almacenamiento.



Tedricamente el polen de cada especie requiere de unas condiciones ideales propias de alma-
cenamiento, y no todos los granos de polen pueden ser conservados con las mismas técnicas
(HOEKSTRA, 1995). El contenido en agua del grano y los carbohidratos de reserva parecen ser
los factores que mas influyen en el modo de conservacién (PACINT & HESSE, 2005). En parti-
cular, los granos con un alto contenido en agua como los de Poaceae, se conservan con mayor
dificultad (BARNABAS & RaJKI, 1981). En lineas generales, es preferible conservar polen en
pequenas partes alicuotas antes que en un solo contenedor. De este modo se puede coger la
cantidad necesaria sin interferir en el estado de conservacion de todo el lote. Cuanto menor
sea la cantidad conservada, mas homogéneas seran las condiciones de los granos.
A continuacién se describen algunos de los métodos mas comunes para el almacenamiento
de polen:
Conservacioén a bajas temperaturas y baja humedad relativa. Los recipientes para la con-
servacion de los granos pueden ser pequefios frascos, y mejor si son eppendorf de plas-
tico, que no necesitan ser sellados. Estas probetas se conservan dentro de un desecador
donde se puede mantener la temperatura entre -20 y +4°C y la humedad relativa por
debajo del 10%. Para asegurar estas condiciones ambientales, se coloca gel de silice en el
interior del desecador y éste, en funcién de la temperatura, dentro de un frigorifico o de
un congelador. Este método se encuentra dentro de los mas usados por su simplicidad y
permite conservar el polen por un periodo maximo de algunos meses. Sin embargo, esta
metodologia no se aconseja para la conservacion del polen de cereales y en general de
poélenes parcialmente hidratados.
Conservacioén a bajas temperaturas al vacio. Esta metodologia prevé la congelacién del
polen a -60/-80°C y la gradual extraccién, aunque no completa, del agua por sublima-
cién. Después de este tratamiento el polen se conserva a temperaturas algo inferiores a
0°C. Con este método se conserva el polen durante largos periodos de tiempo, incluso
durante algunos afos.
Conservacion a temperaturas muy bajas (crioconservacion). Con este método se hace
descender el contenido de agua del polen hasta un determinado umbral y después se
sumerge y conserva en nitrégeno liquido. Es el método mas usado en los ultimos afios
puesto que permite una correcta conservacion a largo plazo. A diferencia de los dos mé-
todos anteriores, puede ser usado para el polen de cereales, realizando una previa deshi-
dratacién lenta a 20°C y 20-40% de humedad relativa.
Conservacion en disolventes organicos. Este método evita los problemas relativos al
mantenimiento de una especifica humedad relativa y ademas, los granos pueden ser
transportados de un lugar a otro sin necesidad de ser conservados a bajas temperaturas.
Antes del almacenamiento en los disolventes méas comunes (acetona, benceno, éter de
petroleo, xileno, tolueno) el polen debe ser deshidratado. También se pueden usar otros
disolventes, aunque pueden influir en la viabilidad. Este método se ha testado en muy
pocas especies y aun no es de uso corriente.



Independientemente del método usado, resulta critico el paso del polen conservado en las
condiciones descritas con anterioridad a las condiciones ambientales o de laboratorio. Si ha si-
do conservado a bajas temperaturas, la descongelacion debe de ser un proceso lento que prevea
una lenta rehidratacién. Este tltimo proceso se realiza colocando el frasco, o mejor una super-
ficie plana sobre la cual se ha dispuesto el polen, en un recipiente con elevada humedad relativa
obtenida mediante la presencia de papel de filtro embebido en agua. Antes de utilizar el polen
conservado, es aconsejable verificar su viabilidad (ver apartado 4.4.4).



La longevidad de las semillas ha sido siempre objeto de predicciones, unas veces basadas en su-
puestas correlaciones con otros parametros y otras veces en extrapolaciones de experimentos a
corto plazo. Sélo el hallazgo esporadico de algunas semillas arqueoldgicas que han germinado
después de mucho tiempo nos indica que dicha longevidad puede alcanzar valores muy altos,
de siglos e incluso milenios. Sin embargo, la experiencia de los 1.500 bancos de semillas que
actualmente existen en el planeta no parece indicar lo mismo. Podemos afirmar con rotundi-
dad que la inmensa mayoria de ellos estan conservando solamente a medio plazo. La idea de
conservar semillas a largo plazo fue en su dia para muchos bancos una ilusién que se ha ido
desvaneciendo con el paso del tiempo.

Hacia 1965 solo existian 8-10 bancos, todos ellos dedicados a especies cultivadas, y ningu-
no ha publicado nunca resultados de germinacién medianamente aceptables después de al me-
nos 40 afios. Tras una intensa busqueda de tales resultados, s6lo hemos encontrado silencios,
algtin resultado aceptable pero referido a periodos de conservacién mas cortos, o datos que
implican pérdidas cercanas a la mitad del material genético almacenado.

Muchos bancos mas jovenes, sobre todo de especies cultivadas, se encuentran ya rejuvene-
ciendo sus muestras en el campo mediante cultivo o preocupados por la necesidad perentoria
de hacerlo. Se estima que la regeneracion debe hacerse cuando la germinabilidad ha decaido
hasta un 85%. Los ciclos de regeneracién no pasan de 25-30 afios. Por desgracia, la mayoria
de los bancos actuales han imitado ciegamente los métodos de los primeros grandes bancos,
basados en dar importancia primordial a la baja temperatura y descuidar un buen control del
contenido de humedad.

Por eso cobra ahora la maxima actualidad el método del gel de silice, utilizado por el banco
de la Universidad Politécnica de Madrid (UPM) desde 1966 (GOMEzZ-CAMPO, 1972), evaluado
con éxito rotundo cuatro décadas después por PEREZ-GARCIA & al. (2007) y descrito con de-
talle en este Manual. La germinacién media de las muestras mds antiguas se acerca mucho al
100%, lo que supone una verdadera conservacién a largo plazo donde los ciclos de regenera-
cién pudieran muy bien extenderse hasta un siglo o mas. Las estimaciones de la longevidad de
las semillas podran basarse por fin en el futuro sobre datos concretos tomados “a posteriori” y
con valor estadistico.

Que conozcamos, valores concretos obtenidos a partir de semillas almacenadas al menos
40 afos, sélo se han publicado los siguientes (referidos todos a Cruciferas para hacerlos mas
comparables):

98,4 % semillas ultrasecas y frias (UPM, PEREZ-GARCIA & al., 2007) [Largo plazo]

93,8 % semillas ultrasecas a temperatura ambiente (PEREZ-GARCIA & [Largo plazo]
al., 2007)

54,8 % semillas secas y frias (USDA, WALTERS & al., 2005) [Medio plazo]



La ultradesecacion de las semillas ortodoxas hasta niveles de 1-3% de contenido de humedad
no es, como vemos, perjudicial para las mismas y parece ser en cambio un factor clave para ex-
tender su vida por muchos afios. Parece también obvio, contra lo que siempre se ha creido, que
la temperatura tiene una importancia relativa bastante menor. Muestras que quedaron en un
armario, fuera de la cimara fria pero ultrasecas, durante 40 aios germinaron en un porcentaje
muy alto (93,8% si se descartan dos de ellas donde se agoté el material y no pudo eliminarse
totalmente la dormicién).

Parte del éxito del banco de la UPM pudiera residir en que la atmosfera interior de los
envases se habia cambiado previamente por anhidrido carbénico, minimizando con ello la
presencia de oxigeno (no explicitado en 2007 aunque si, claramente, en el trabajo original de
1972).

En un trabajo mds reciente (PEREZ-GARCIA & al., 2008) se demuestra como semillas orto-
doxas de otras doce familias tienen un comportamiento analogo, con lo que no solamente las
cruciferas pueden conservarse a largo plazo con el método del gel de silice.

Este mismo método se ha venido utilizando desde los afios 80 por un puiiado de bancos
pequerios, sobre todo dedicados a especies silvestres. Con respecto a los bancos de especies
cultivadas, el factor limitante que suponia el escaso espacio disponible dentro de las ampo-
llas de vidrio, se puede salvar desde que se detectaron envases mas grandes y suficientemente
herméticos (www.seedcontainers.net). Con ello, el método resulta plenamente aplicable, con
todas sus ventajas, para todos aquellos bancos que deseen permutar sus actuales sistemas a
medio plazo por una verdadera conservacion a largo plazo.

Entre Julio de 2006 y Julio de 2008 el
profesor César Gomez-Campo impartio
45 talleres en 16 paises para explicar
con detalle el método del ultrasecado,
financiados por el Grupo Santander y
la Fundacion Marcelino Botin. Partici-
paron en ellos casi 800 especialistas

N Workshop on “EFFICIENT LONG TERM SEED PRESERVATION" | de bancos de germoplasma de todo el
H.W, University, Yangling, China, 2501-08 mundo




7. Conservacion in vitro
y criopreservacion







El objetivo primero de los métodos de conservacion ex situ debe ser asegurar la supervivencia
de los recursos genéticos vegetales que de otra manera desaparecerian. En muchas circunstan-
cias, las colecciones de campo o invernadero resultan costosas de mantener, requieren mucho
espacio y resultan muy sensibles a los cambios ambientales. Ademas, estas colecciones no pre-
sentan una opcién de conservacion a largo plazo en comparacién con los bancos de semillas.
Han sido estos problemas los que condujeron hace unos treinta afos a la consideracién de una
estrategia alternativa basada en la tecnologia in vitro. En este sentido, la investigacion ha ido
encaminada a modificar las técnicas basicas ya existentes de cultivo de apices de tallo de ma-
nera que se pudieran reducir tanto las tasas de crecimiento de los explantos como los costes de
mantenimiento de las colecciones. Esto se consiguié empleando principalmente temperaturas
bajas para el almacenamiento de los cultivos. Ademas, el empleo de los apices de tallo asegura
el mantenimiento de la estabilidad genética de las plantas producidas por la actividad conti-
nuada de multiplicaciéon de los meristemos del tallo, actividad que es esencialmente similar al
proceso que ocurre in vivo (BLAKESLEY & al., 1996).

El mantenimiento y propagacion de especies en jardines botanicos, asi como en bancos de se-
millas y esporas, ha supuesto tradicionalmente un valioso seguro de vida contra la pérdida de
muchas especies de plantas silvestres. La biotecnologia moderna ofrece el potencial de exten-
der estos métodos tradicionales de preservacion ex situ y propagacién a un rango mucho mas
amplio de taxones y también de tipos de tejidos vegetales, no sélo semillas. Si bien estas técni-
cas se desarrollaron en principio para especies de uso agricola u horticola, estan siendo cada
vez mas aplicadas para la recoleccion, propagacion, preservacioén y evaluacion de germoplasma
procedente de especies raras y/o amenazadas (PENCE, 1999).

La limitada cantidad de material vegetal disponible es un factor que condiciona el trabajo
con especies en peligro. La capacidad de ensayar protocolos o de realizar experimentos re-
plicados se puede ver considerablemente limitada en estos casos, por lo que con frecuencia la
experiencia con especies relacionadas pero que no estén en peligro suele ser utilizada como
guia. Si la especie en cuestion produce un pequefio nimero de semillas, entonces el uso de te-
jidos distintos de las semillas sera el objetivo principal. Por otro lado, las plantas pueden estar
localizadas en lugares remotos o de dificil acceso y las expediciones para recolectar material
vegetal resultan costosas, sin olvidar el hecho de que en muchos casos se requieren permisos
para la recoleccion y para el transporte del material recogido (PENCE, 1999).

Las herramientas de la biotecnologia moderna estan siendo cada vez mas aplicadas para la ca-
racterizacion de la diversidad vegetal e indudablemente tienen un papel principal asistiendo a
los programas de conservacién de plantas. Sin embargo, su valor depende de que los métodos
biotecnoldgicos estén dirigidos eficazmente y utilizados como tecnologia complementaria. Es
importante reconocer que la integracion efectiva de la biotecnologia en los programas de con-



servacion requiere una clara cooperacion multi- e interdisciplinar (BENSON, 1999).

Hay cuatro dreas principales en las que la biotecnologia moderna puede asistir directamen-
te a los programas de conservacion vegetal:

1- Tecnologia de los marcadores moleculares

2- Diagnoéstico molecular

3- Cultivo de tejidos (tecnologias in vitro)

4- Criopreservacion

La biologia molecular, y més especificamente las técnicas de marcadores moleculares, tie-
nen un papel clave a la hora de capacitar la caracterizacién de la diversidad vegetal a nivel
gendmico. La elucidacion de estructuras de poblacion y pautas de distribucién de genes dentro
de los ecosistemas suministra informacién que se puede utilizar para apoyar programas de
conservacion in situ. Las aplicaciones directas de las tecnologias de marcadores moleculares
incluyen el asesoramiento a la hora de la recoleccién de germoplasma y en el disefio de bancos
de genes. Un conocimiento molecular de la diversidad genética puede también asistir al proce-
so de toma de decisiones asociado con la conservacion ex situ y, mas directamente, facilitar el
manejo de colecciones de germoplasma y de bancos de genes (ver apartado 2.3). Las tecnologias
de ADN tienen también un papel importante a la hora de monitorizar la estabilidad genética
del germoplasma conservado, lo que resulta esencial para que los métodos de almacenamiento
puedan ser utilizados con confianza. Por otro lado, las estrategias de conservacion in situ y ex
situ requieren en ocasiones la transferencia de germoplasma de un lugar a otro o intercambios
internacionales. En esta labor, el diagndstico molecular basado en métodos inmunolégicos y
de ADN se aplica para asegurar el estado fitosanitario del material a intercambiar.

El cultivo in vitro de tejidos, por su parte, ha tenido un impacto capital en las estrategias
de conservacion ex situ de los recursos genéticos vegetales. De hecho, germoplasma manteni-
do in vitro convenientemente controlado en cuanto a su estado fitosanitario se convierte en
un medio excelente para el intercambio internacional de germoplasma. La micropropagacion,
utilizando embriones somaticos o cultivos de apices de tallos, estd asistiendo a numerosos pro-
gramas de mejora vegetal y cada vez mas estas técnicas se estan aplicando para la conservacién
de especies amenazadas. Las plantas cultivadas que se propagan vegetativamente presentan
problemas especificos de conservacion en tanto en cuanto sus semillas no estan disponibles
para mantenerlas en bancos apropiados. Otro tanto ocurre con las semillas recalcitrantes, cu-
ya expectativa de supervivencia en bancos de semillas es muy corta debido a su estricta ne-
cesidad de humedad. Aunque los bancos de genes en vivo aportan importantes opciones de
conservacion, el germoplasma mantenido de esta manera corre el riesgo de sufrir ataques de
patdgenos o danos por cambios en el medio ambiente. La conservacién in vitro, combinando
técnicas de cultivo de tejidos y criopreservacion, surge para estos casos problematicos como la
unica férmula fiable para la conservacion a largo plazo (BENSON, 1999).



Como destaca LYNCH (1999), el desarrollo del cultivo in vitro de células y tejidos vegetales ha
sido un factor clave en el avance de nuestro conocimiento de la biologia celular, la fisiologia, la
bioquimica y, mas recientemente, de la biologia molecular de las plantas. Sin embargo, la ex-
plotacién de esta tecnologia para propositos aplicados se puede decir que tiene consecuencias
incluso mas importantes.

El cultivo de tejidos vegetales se puede definir como la ciencia de hacer crecer células ve-
getales, tejidos u érganos aislados de una planta sobre medios artificialmente formulados y en
condiciones asépticas. A estas secciones o porciones que se separan de una planta para iniciar
con ellos el proceso de cultivo in vitro se las denomina explantos y a la planta de la que proce-
den, planta madre.

El cultivo in vitro estd basado principalmente en tres fundamentos principales.

El concepto de totipotencia celular. La regeneracion de individuos completos a partir de
células ya diferenciadas demuestra que las células vegetales son totipotentes, es decir,
retienen la totalidad de su informacién genética, de manera que bajo determinadas in-
fluencias externas esa célula ya diferenciada puede desdiferenciarse y reiniciar los proce-
sos de division celular y ser conducida hasta la obtencién de una planta completa.

El control de la promocién de raices y tallos por la aplicacién de reguladores del creci-
miento. Muchos aspectos de la diferenciacién celular y la organogénesis en cultivo de te-
jidos estan controlados por la interaccion entre citoquininas y auxinas, de manera que el
balance entre estos dos tipos de reguladores conduce a la diferenciacion in vitro de raices
o tallos dependiendo de su proporcidn relativa.

La sucesion morfogenética. Aunque en algunas especies cultivadas in vitro el desarrollo
de tallos y raices se produce de manera practicamente simultanea, el uso de reguladores
del crecimiento permite que la secuencia de acontecimientos sea usualmente la siguiente:
proliferacion de tallos, elongacién y enraizamiento. No obstante, el orden de esta suce-
sion morfogenética también dependerd de la estrategia de regeneracion seleccionada.

Practicamente todos los tejidos vivos de la planta pueden ser cultivados con éxito in vitro.
En una primera instancia podemos distinguir entre cultivos no organizados, en los cuales los
tejidos carecen de cualquier estructura reconocible, y cultivos organizados. Por ejemplo, en el
primer caso encontramos los cultivos de callos (masas de células mayoritariamente no orga-
nizadas que surgen a partir de un crecimiento no coordinado y no organizado de pequefias
secciones de tejidos), cultivos de protoplastos (células vegetales a las que se las ha desprovisto
de pared), cultivos de células (poblaciones de células vegetales que se mantienen creciendo de
manera aislada o en agregados de muy pocas células en medios liquidos) y cultivos de anteras,
con la finalidad de obtener plantas haploides. Dentro del cultivo de tejidos organizados se in-
cluye el cultivo de meristemos (domos meristematicos apicales con o sin primordios foliares),
apices de tallo (estructuras usualmente mas grandes que las utilizadas en el cultivo de meriste-
mos), nudos, yemas laterales, embriones (tanto zigéticos como somaticos) y cultivo de raices.



La micropropagacién es un término general que describe una variedad de rutas para la
propagacién de germoplasma seleccionado utilizando técnicas in vitro (LyNcH, 1999). En ge-
neral, se pueden obtener nuevas plantas completas a partir de cultivos de tejidos por tres de
estas rutas: (a) a partir de yemas o meristemos que son estimulados a crecer y proliferar; (b)
a partir de nuevos tallos inducidos en cultivos no organizados o directamente sobre tejidos
separados de la planta madre; o (c) mediante la formacién de embriones somaticos a partir de
tejidos organizados o no organizados (embriogénesis somatica). Estos embriones se asemejan a
los zigéticos y pueden convertirse en plantulas de la misma manera que ellos. La ruta que nor-
malmente provoca la més rapida multiplicacién de los propagulos es la callogénesis adventicia.
Sin embargo, la formacion de callo puede provocar una mayor proporcién de plantas no con-
formes genéticamente comparadas con las rutas morfogenéticas que no implican formacién de
callo. Por tanto esa via no es apropiada para propdsitos de conservacion.

La eleccién de una u otra estrategia dependera de nuestros intereses concretos. Indudable-
mente, con fines conservacionistas, en los que la estabilidad genética es el objetivo a conseguir,
la técnica de eleccién serd la micropropagacion a partir de yemas ya existentes en la planta
madre.

En 1974 Murashige, uno de los padres de la tecnologia del cultivo in vitro de células y tejidos
vegetales, definid tres etapas en la multiplicacién in vitro de plantas:

Etapa I: iniciacién del cultivo en condiciones asépticas

Etapa IT: multiplicacion

Etapa III: elongacién y enraizamiento

Estas etapas responden a tres fases morfogéneticas fundamentales de cualquier proceso de
regeneracion in vitro y ademas suponen transiciones en las que frecuentemente es necesario
cambiar alguna de las condiciones de cultivo utilizadas en la etapa anterior.

Posteriormente, en 1981, Maene y Debergh introdujeron una nueva etapa (etapa 0) previa
a éstas que consistia en la preparacion y tratamiento de la planta madre. Finalmente se reco-
noci6 asimismo la absoluta necesidad de incluir una quinta etapa (etapa IV) que se ocupe de
la salida de las plantas cultivadas in vitro a condiciones naturales de cultivo, etapa conocida
como aclimatacién (MAENE ¢ DEBERGH, 1986).

Las peculiaridades y detalles propios de cada una de estas etapas, asi como su misma pre-
sencia en un determinado protocolo de micropropagacién, dependeran de la especie vegetal
con la que estemos trabajando, de su respuesta morfogenética, del tipo de explanto escogido
y de la técnica de regeneracién empleada. En cualquier caso, a continuacién se comentan los
principales elementos a tener en cuenta a la hora de diseniar cada una de estas fases:

Esta es una etapa que aunque no trata ain con material cultivado in vitro, busca mejorar la
respuesta y la adaptacion de los explantos a las condiciones que se les aplicara a continuacién.
La préctica ha demostrado que seleccionar una fuente de explantos apropiada es esencial para
el éxito de la micropropagacion. En el caso de especies en peligro de extincioén, si hay dispo-



nibilidad de semillas, es preferible utilizarlas para mantener la maxima diversidad genética.
Con ellas se realiza una germinacion in vitro que genera plantulas estériles que entonces se
pueden utilizar para iniciar la micropropagacién. Pero en muchos casos esto no es posible y
nuestro material de partida es la planta completa. Entonces debemos escoger una planta exen-
ta de cualquier sintoma aparente de enfermedad y que sea un representante caracteristico de
la especie. Material juvenil y tejidos en crecimiento activo seran los explantos preferidos para
iniciar el cultivo ya que de ellos se espera que tengan una mejor respuesta in vitro.

Entre las actuaciones que podemos llevar a cabo en relacién con la planta madre para man-
tenerla en buenas condiciones figuran el control de la iluminacién, el fotoperiodo y la tempera-
tura, siempre que sea posible trasladar algunos individuos a una cdmara de cultivo o un inver-
nadero controlado. El empleo de los reguladores de crecimiento es otra opcién para aumentar
la formacidn de tallos.

A la hora de la seleccién de explantos hay que tener en cuenta que el crecimiento y morfo-
génesis que manifiestan los tejidos cultivados in vitro se ven influidos por muchos factores, por
lo que resulta ttil atender algunas recomendaciones:

Genotipo. Es probablemente una de las restricciones mas importantes en cultivo de teji-
dos. La germinacién in vitro es una buena aproximacion para asegurar la diversidad genética
del material. Si no hay semillas o son pocas, se deben recolectar tejidos procedentes de diferen-
tes genotipos.

Edad de la planta, estado fisioldgico y grado de diferenciacién del tejido. La edad de los
tejidos explantados es otro factor que influye en el éxito del cultivo. Plantas o tejidos juveniles
en crecimiento activo son los explantos preferidos para iniciar los cultivos.

Tamario. Se acepta en términos generales que explantos mas grandes sobreviven mejor
y exhiben mejores tasas de regeneracién que explantos mas pequefios. Los explantos muy pe-
queilos no sobreviven bien en cultivo pero tienen la ventaja de que con ellos aumenta la posibi-
lidad de eliminar los virus en cultivos sucesivos. Por otra parte, explantos grandes pueden ser
mas dificiles de esterilizar de manera eficaz. Los resultados obtenidos en este caso dependeran
de la especie.

Medios de cultivo. Los tejidos vegetales solo creceran in vitro si se les suministra un me-
dio especifico que cubra sus necesidades. Tanto el tipo y caracteristicas del medio de cultivo
como los suplementos necesarios relativos a reguladores de crecimiento o vitaminas pueden
requerir un ajuste de acuerdo al tamafio del explanto y la especie. En la actualidad hay nu-
merosas formulaciones de medios de cultivo disponibles comercialmente. La mas popular de
todas ellas es, sin duda, la desarrollada por MURASHIGE & SK00G (1962). Este medio, conocido
como MS, es de uso universal y la primera opcion elegida cuando comenzamos a trabajar con
especies que no han sido propagadas in vitro con anterioridad. No obstante, hay que tener en
cuenta que a pesar de su éxito, el medio MS se caracteriza por una considerable concentracion
de sales, comparado con otras formulaciones. Por ello, en el caso de plantas que se muestren
sensibles a la sal, se puede optar por diluir el propio medio MS o bien cambiarlo por otro con
menor contenido en sales. Otra caracteristica relevante de los medios de cultivo es la presencia
de sacarosa, que se emplea como fuente de carbono para los tejidos vegetales, en una concen-
tracién que usualmente varia entre 2-3%. La consistencia de los medios de cultivo también



puede variar segun las aplicaciones, desde medios liquidos a sélidos mediante la inclusién de
un agente gelificante como el agar en una concentracién entre 6 y 7 gramos por litro para los
medios so6lidos.

Pardeamiento. Cuando se cultivan explantos por primera vez (en ocasiones también
ocurre en los sucesivos subcultivos), pueden aparecer pardeamientos, como consecuencia de la
produccién de polifenoles, taninos o peroxidacion de lipidos durante la excision del explanto
o el proceso de esterilizacion aplicado. Estas reacciones pueden provocar una reduccién de la
viabilidad de los explantos o incluso la muerte de las células. El pardeamiento se puede preve-
nir afladiendo al medio de cultivo soluciones antioxidantes, carbon activo, etc. Una alternativa
sencilla y asequible se basa en mantener los explantos creciendo en condiciones de baja inten-
sidad luminosa u oscuridad durante 3-7 dias tras el inicio del cultivo.

Una vez seleccionada la fuente de explantos, el siguiente paso es el inicio o establecimiento
del cultivo axénico, es decir un cultivo selectivo en el que vamos a procurar que solo prolifere
nuestra planta y se elimine, por tanto, toda la flora microbiana y/o fungica que pudiera acom-
pafar a nuestros explantos, para lo cual hay que recurrir al empleo de métodos apropiados de
esterilizacién. Esta es probablemente una de las etapas mas criticas de la micropropagacion.
Trabajar en condiciones asépticas es una de las caracteristicas distintivas de estas técnicas y
ofrece sin duda importantes ventajas a efectos de generar un crecimiento vigoroso en las plan-
tas y un estado fitosanitario satisfactorio. Sin embargo, el riesgo de contaminacion bacteriana
o fungica es alto, lo que puede provocar importantes pérdidas del material en cultivo.

Para poder trabajar en condiciones asépticas todos los materiales que participan en la ma-
nipulacién del material vegetal y de los medios de cultivo han de estar perfectamente esterili-
zados. Pero también lo ha de estar el propio material vegetal que va a iniciar el cultivo in vitro,
es decir, los explantos. Desde un punto de vista funcional, para la esterilizacion de explantos se
puede utilizar una gran variedad de compuestos quimicos:

Sustancias oxidantes

Sustancias bacteriostaticas, que inhiben el crecimiento bacteriano

Sustancias bactericidas, que eliminan las bacterias

Sustancias antifingicas, tanto fungistaticas como fungicidas

Sustancias antimicrobianas de amplio espectro, que inhiben o eliminan tanto bacterias
como hongos

Sustancias antivirales

Para que cualquiera de las sustancias incluidas en las categorias anteriores sea un buen
agente esterilizante, deberia reunir al menos las siguientes caracteristicas:
Ser soluble en agua
Ser estable en solucién
Que no se vea afectada por el pH del medio de cultivo (usualmente en torno a 5,5) o sea
incompatible con alguna de las sales que lo componen



Que resulte barata y de facil obtencién
Que no muestre fitotoxicidad
Que sea de amplio espectro
Esta etapa se considera superada satisfactoriamente cuando un numero adecuado de explan-
tos sobreviven sin contaminacion bacteriana o fungica. Un protocolo basico de esterilizacion de
explantos como los utilizados rutinariamente en un laboratorio se presenta en la Tabla 9.

1 Lavar el material vegetal en agua corriente varias veces

2 Mantener los explantos 1h en agua + 1 ml lejia comercial/l + 2 gotas de detergente liquido/100 mL
en agitacion continua

3 *Aclarar varias veces con agua estéril en un frasco esterilizado previamente en autoclave
4  *Lavar con etanol al 70% (v/v) durante 30 segundos

5 *Transferir a una solucion de lejia comercial al 10% (v/v) + un agente tensoactivo como el Tween-
20 al 0,1% (v/v) y mantener durante 15 minutos

6 *Lavar 4-5veces con agua destilada estéril
7 *Transferir al medio de cultivo

Tabla 9. Protocolo basico de esterilizacion de explantos vegetales (Se indican con * las etapas que se
llevan a cabo en la cabina de flujo laminar).

Partiendo de un esquema de esterilizaciéon como éste se puede modificar el tipo de agente
esterilizante utilizado, su concentracién o el tiempo de exposicion a los mismos, de acuerdo
con la naturaleza de cada explanto y con la eficacia del método aplicado. Conviene tener en
cuenta que tanto la concentraciéon del compuesto o los compuestos esterilizantes utilizados
como el tiempo de exposicién deben estar perfectamente dimensionados y controlados para
no afectar a la viabilidad de los explantos.

Una vez establecido el cultivo axénico in vitro y descartados todos aquellos cultivos contami-
nados, se iniciard la etapa II, cuyo objetivo es aplicar las condiciones necesarias para aumentar
el nimero de explantos que puedan ser individualizados y de cada uno de ellos originar una
nueva planta completa. Mediante esta fase es posible multiplicar por un numero teéricamente
ilimitado cada uno de los explantos con los que se inicid el proceso. Estos nuevos explantos, o
propagulos, podran a su vez ser utilizados para continuar el ciclo de multiplicacién o bien ser
dirigidos hacia la etapa siguiente de regeneracion.

La multiplicacién de los explantos suele ser dependiente de la adicion al medio de cultivo
de reguladores del crecimiento vegetal. Asi, las concentraciones relativas de auxinas y cito-
quininas son las encargadas de regular en la mayoria de los casos este proceso. En términos
generales las citoquininas son muy eficaces a la hora de la promocién de la iniciacion de ta-



llos, ya que reducen la dominancia natural de las yemas apicales. Se pueden utilizar solas o en
combinacion con auxinas. Por otra parte las auxinas se emplean para la induccién de raices.
Por lo tanto, la presencia de citoquininas, o una relacién alta citoquininas/auxinas, es lo que se
requiere para la formacidn de tallos. Por el contrario, auxinas, o una relacién baja citoquini-
nas/auxinas, es lo requerido generalmente para la induccion de raices.

Una ultima consideracion esta relacionada con el uso de los reguladores de crecimiento. Es
muy importante tener en cuenta su concentracion y el tiempo de exposicién. Ambos factores,
directamente relacionados entre si, determinan la eficacia del tratamiento que se busca. Se ha
descrito que altas concentraciones de citoquininas pueden generar problemas en los explantos
tales como hiperhidratacion, variacion somaclonal o formacién de callo, alteraciones que en la
medida de lo posible habra que evitar siempre que nuestro objetivo sea estrictamente conser-
vacionista. La longitud y morfologia de los nuevos tallos generados durante esta fase es muy
importante ya que han de servir como material de partida para la siguiente fase siendo capaces
de sobrevivir sin problemas. Por esta razén el uso de reguladores de crecimiento debe ser el
adecuado para dar no solo la mas alta tasa de multiplicacion, sino para que cada uno de los
tallos que se generan sean de la maxima calidad posible.

El objetivo de esta etapa es que los explantos que se han obtenido en la fase anterior experi-
menten un aumento en longitud y posteriormente comiencen a formar raices (Tabla 10). La
induccién y crecimiento de raices puede realizarse de dos maneras: in vitro o ex vitro. En el
segundo caso la formacién de raices tendra lugar fuera del ambito del cultivo in vitro. Para
ello, a los tallos micropropagados se les aplica una disolucidn concentrada de auxina o un pe-
riodo corto de cultivo en un medio suplementado con auxinas antes de transplantarlos a una
mezcla de suelo. En el caso del enraizamiento in vitro, los tallos procedentes de la etapa II son
tratados con auxinas y transferidos a un medio libre de esta hormona para permitir el desa-
rrollo radicular y posteriormente se transfieren los tallos a una mezcla de suelo. En el caso del
enraizamiento ex vitro, las concentraciones de auxina que se emplean suelen ser superiores a la
requerida si seguimos un enraizamiento in vitro.

1. Escoger la estrategia de enraizamiento que vamos a aplicar a nuestros explantos, basandonos
en la bibliografia o en nuestra propia experiencia previa

2. Aislartallos procedentes de la etapa Il

3. Inducir la elongacion de los tallos cultivandolos en un medio sin reguladores de crecimiento
(preferido) o con diferentes niveles de &cido giberélico (GA,)

4. Disenar los experimentos para optimizar la induccién de raices mediante una matriz de trata-
mientos combinando 1 6 2 auxinas distintas y al menos 3 concentraciones

Tabla 10. Esquema béasico de la etapa Ill en un protocolo tipico de micropropagacion.



La fase de enraizamiento de los explantos puede ser sustancialmente mejorada introdu-
ciendo algunos cambios en la composicién del medio con respecto al utilizado en la etapa
anterior. Asi, la sacarosa o la concentracion de sales son los componentes principales cuya va-
riacion puede mejorar la tasa de enraizamiento o la calidad de las raices formadas (SHA VALLI
KHAN & al., 1999; GONGALVES & al., 2005).

Esta es la ultima etapa de cualquier proceso de regeneracion de plantas por técnicas de cultivo
in vitro. Con ella pretendemos adaptar progresivamente las plantas a las condiciones ambien-
tales de campo abierto (Tabla 11). Esta etapa resulta critica en la mayoria de los protocolos de
micropropagacién de plantas, ya que generalmente las plantas regeneradas in vitro son muy
sensibles a condiciones ambientales no controladas, principalmente la intensidad luminosa y
la humedad relativa.

Las razones que justifican la importancia de esta etapa son varias y todas tienen que ver
con el peculiar ambiente al que hemos sometido a las plantas durante todo el periodo que ha
durado su regeneracién in vitro y que ha inducido cambios sustanciales, a su vez, en su fisiolo-
gia y en su anatomia, con respecto a plantas crecidas en condiciones naturales. Las plantulas in
vitro se desarrollan bajo una intensidad luminosa comparativamente mas baja que en condi-
ciones de campo abierto. Ademas, la humedad relativa a la que se desarrollan durante el perio-
do in vitro se sitta en un valor cercano al 100%. En tltimo lugar también tiene una sustancial
trascendencia el hecho de que los medios de cultivo sobre los que se han ido desarrollando las
plantas contienen una proporcion de azticares (sacarosa) considerablemente elevada.

Las consecuencias de estas condiciones son: una reduccion en la concentracién de pigmen-
tos fotosintéticos, y por lo tanto una mayor susceptibilidad al estrés causado por una inten-
sidad luminosa normal y la carencia o reduccién sustancial de ceras naturales en la cubierta,
que normalmente protege a la epidermis de las plantas de la desecacién. Por tltimo, la com-
petencia fotosintética de las plantas regeneradas in vitro es también una caracteristica muy
importante que se ha de desarrollar durante la aclimatacién. Las plantulas creciendo in vitro
en un medio suplementado con sacarosa satisfacen sélo una minima parte de sus demandas
energéticas mediante su propia fotosintesis que, ademas, se ve dificultada por el pobre inter-
cambio gaseoso que generalmente ocurre entre el recipiente de cultivo (generalmente un tubo
de ensayo) y la atmosfera que le rodea. La aclimatacion también supondra para las plantulas,
entonces, la transicién hacia un modo de nutricién completamente autétrofo.

1. Tomar las plantulas procedentes de la etapa I, lavar cuidadosamente las raices para remover
cualquier traza de medio o agar que pueda suponer una fuente importante de contaminacion

2. Transferir las plantulas a recipientes apropiados con una mezcla de turba: vermiculita (1:1)

3. Regar las plantas inmediatamente y colocarlas en el interior de contenedores especialmente
adaptados a este fin. Mantenerlas en condiciones de baja intensidad luminosa y alta humedad
relativa en el interior de una camara de crecimiento



4. Ir reduciendo progresivamente la humedad relativa ventilando los contenedores y aumentar
progresivamente la intensidad luminosa

5. Transferir a macetas y exponer a condiciones ambientales naturales

Tabla 11. Esquema basico de la etapa IV en un protocolo tipico de micropropagacion.

La mayoria de centros internacionales de germoplasma utilizan ya la conservacion in vitro
como el método elegido principalmente para especies de interés agricola que se propagan ve-
getativamente, aunque también se estd comenzando a extender a especies silvestres, de interés
ecolégico o plantas amenazadas o en peligro de extincién (BENSON, 1999; PANIS & al., 2001;
VoOLK & WALTERS, 2003; HARVENGT & al., 2004; PoPov & al., 2006). Entre los centros mas
representativos dedicados a ello, se pueden mencionar los siguientes:

Nacional Seed Storage Laboratory (NSSL), Fort Collins, Colorado, USA: 104 accesiones

de Pyrus.

The National Clonal Germplasm Repository, Oregon (USA).

The International Potato Centre (CIP), Lima (Peru): 197 accesiones de patata.

The International Institute of Tropical Agriculture (IITA), Nigeria.

The National Bureau for Plant Genetic Resources (NBPGR), India.

Tissue Culture BC Research Inc., Vancouver (Canada): 5000 accesiones representando 14

especies de coniferas.

ORSTOM, Montpellier (Francia): 80 accesiones de palmera de aceite.

Coleccion alemana de microorganismos y cultivos celulares (DSMZ), Braunschweig

(Alemania): 219 accesiones de variedades tradicionales de patata.

Laboratorio de Mejora de Cosechas Tropicales (Universidad Catélica de Leuven), Hever-

lee (Bélgica): 38 accesiones de banana.

Association Forét Cellulose (AFOCEL) Biotechnology Laboratory, Nangis (Francia) y

Niedersaechsische Forstliche Versuchsanstalt (NFV-C), Staufenberg-Escherode (Alema-

nia): 444 clones de olmos.

Criobanco del Timiryazev Institute of Plant Physiology, Russian Academy of Sciences,

Moscu (Federacion Rusa): 24 lineas celulares de 15 especies de plantas medicinales raras

y plantas agricolas.

Nacional Plant Germplasm Clonal Collections, National Center for Genetic Resour-

ces Preservation, Colorado (Estados Unidos): 28000 accesiones de especies de interés

econdmico.

De la misma manera, muchos jardines botanicos y grupos de investigacion estdn implica-
dos también en la conservacion in vitro de plantas silvestres (SARASAN & al., 2006), como es el
caso de:

The Royal Botanic Gardens, Kew (Reino Unido), cuya unidad de micropropagacion man-
tiene material procedente de mas de 3000 taxones procedentes de todo el mundo, la ma-
yoria de los cuales son plantas amenazadas.



Kings Park & Botanic Garden, Perth (Australia), especializado en la conservacién de flo-
ra amenazada de Australia, ha desarrollado técnicas para la micropropagacion de 200
especies que representan 33 familias de plantas australianas.

Mount Annan Botanic Gardens, New South Wales (Australia), que han propagado 17 es-
pecies amenazadas de Grevillea.

The Plant Conservation Research Group at University of Abertay (Reino Unido), que es-
ta aplicando la micropropagacién y otras técnicas de propagacion convencional para la
conservacion de plantas nativas escocesas.

The Cincinnati Zoo and Botanic Garden, Ohio (USA), quienes estdn investigando la con-
servacion in vitro de alrededor de 30 especies de plantas amenazadas americanas.

The Tropical Botanic Gardens and Research Institute in Kerala (India), que ha estudiado
la conservacion in vitro de 46 plantas medicinales y 30 orquideas.

El Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias, Moncada, Valencia (Espafia), espe-
cializado en la conservacion de la flora valenciana amenazada, donde se han desarro-
llado técnicas de cultivo para la mayoria de las especies amenazadas de la Comunidad
Valenciana.

El Jardin Botdnico de Cérdoba (Espaia), especializado en la conservacién de la flora
andaluza amenazada, ha desarrollado técnicas de cultivo para al menos una decena de
plantas amenazadas de Andalucia.

La Universidad Politécnica de Madrid (Espaiia) ha desarrollado protocolos de conserva-
cion in vitro de numerosas especies ibéricas amenzadas, conservando actualmente po-
blaciones ex situ de geofitos.



La conservacion in vitro de germoplasma vegetal no sdlo se sustenta en el establecimiento y
propagacion de material vegetativo a través de las tecnologias de multiplicacién in vitro que
acabamos de repasar, sino también en los avances realizados en criobiologia. La criobiologia
es la disciplina que estudia los efectos de las temperaturas extremadamente bajas (usualmente
-196°C, correspondiente a la temperatura del nitrégeno liquido) sobre los sistemas biologicos.
La traslacion de esta disciplina al terreno practico ha generado ya numerosas metodologias que
permiten hoy dia el mantenimiento de células, tejidos y 6rganos vegetales a tales temperaturas
y que colectivamente se retinen bajo la denominacién de crioconservacion o criopreservacion.

A efectos practicos, es conveniente dividir el concepto de “bajas temperaturas” en tres ran-
gos de muy distintas consecuencias e implicaciones para los sistemas bioldgicos: i) bajas tem-
peraturas por encima de 0°C, que bajo periodos de exposicién prolongados pueden ocasionar
dafios a muchas células de los organismos homeotermos y de plantas sensibles al frio, siendo
sin embargo perfectamente tolerados por un amplio grupo tanto de plantas como de animales
sin ningln problema; ii) temperaturas entre 0 y -40°C, rango usual de congelacion, el cual es
naturalmente tolerado por un grupo mucho mas estrecho de organismos; y iii) temperaturas
por debajo de -40°C que ya caen dentro de la consideracion de temperaturas criogénicas. La
exposicion prolongada a condiciones criogénicas no es en si peligrosa, ya que en tales condi-
ciones la dindmica celular progresa a una velocidad que es virtualmente cero. Por lo tanto, si
las células soportan la transicion hasta las temperaturas criogénicas sin dafo, y aqui radica el
objetivo principal de la criopreservacion, entonces es ya poco probable que sufran algin pro-
blema, siempre que la temperatura se mantenga estable durante todo el periodo de almacena-
miento (WOLFE ¢ BRYANT, 2001).

Aunque hay opciones distintas, la criopreservacion en el caso de las plantas utiliza por
lo general las temperaturas del nitrégeno liquido (-196°C) o de sus vapores (alrededor de -
150°C). De esta manera estamos ante una herramienta tremendamente poderosa de conser-
vacion a largo plazo, ideal para la preservacion de los recursos genéticos vegetales en general y
en particular para aquellos que no pueden ser mantenidos mediante métodos convencionales
empleados en los bancos de semillas. La criopreservacion esta especialmente indicada para
las semillas recalcitrantes de especies raras, amenazadas o en peligro de extincion, para la con-
servacion de germoplasma de especies que se propagan vegetativamente, asi como para algu-
nos productos biotecnolégicos de alto nivel, como los constituidos por lineas celulares para la
obtencién de sustancias farmacoldgicas, clones seleccionados o material modificado genética-
mente (ENGELMANN, 2004; GONZALEZ-BENITO, 1998; HARVENGT & al., 2004; HIRANO & al.,
2005; PANIS & al., 2001).

El objetivo de cualquier protocolo de criopreservacion es evitar la formacion de hielo intrace-
lular. De toda el agua que contienen las células y tejidos vegetales aproximadamente un 95%
es “congelable”, es decir es agua “libre”, susceptible de sufrir congelaciéon y por tanto provo-



car dafos intracelulares. El control del estado del agua durante el descenso de temperatura se
convierte, entonces, en uno de los factores clave a la hora de implementar cualquier técnica de
criopreservacion.

La congelacion de las células y tejidos es peligrosa por varias razones (WOLFE ¢~ BRYANT,
2001):

- Cuando una solucion se congela, el hielo que se forma es practicamente puro y ademas
como disolvente resulta muy deficiente, por lo que el agua liquida restante queda co-
mo unico disolvente para todos los solutos celulares. Esto hace que la concentracion de
estos solutos aumente segiin desciende la temperatura, alcanzando niveles que pueden
resultar tdxicos. Altas concentraciones de electrolitos afectan a las interacciones i6nicas
incluyendo aquellas que ayuda a estabilizar los enzimas, provocando por ejemplo la des-
naturalizacidn de las proteinas. Ademds, el agua y el hielo interaccionan de manera dife-
rente con superficies hidrofilicas, lo cual es importante ya que es precisamente la tensién
superficial del agua (efecto hidrofébico) la que ayudan a mantener el estado original de
los enzimas.

- Los dafios fisicos directos ocasionados sobre la estructura celular por los cristales de
hielo.

- Los danos mecanicos directos que se provocan por la expansion volumétrica de las célu-
las que acompaiia a la congelacion.

En la naturaleza, algunas especies de plantas han adoptado sistemas que minimizan la for-
macion de cristales de hielo a temperaturas por debajo de 0°C mediante la sintesis de sustan-
cias especificas (azticares, prolina, proteinas) que hacen descender el punto de congelacién de
los liquidos intracelulares, obteniendo de este modo la denominada capacidad de subenfria-
miento (ATICI ¢ NALBANTOGLU, 2003; GRIFFITH & YAISH, 2004). Cuando se desciende rapi-
damente a la temperatura del nitrégeno liquido, se puede evitar la formacién de hielo median-
te una deshidratacién controlada de las estructuras celulares, utilizando diversos mecanismos.
En este caso (enfriamiento rapido de soluciones muy concentradas) se produce la vitrificacién.
La vitrificacidn es el proceso fisico de solidificacién no cristalina del agua durante el cual se
produce la transiciéon de una solucion acuosa a un estado amorfo y vitreo (PANIs & al., 2001).

El desarrollo de un protocolo especifico de crioconservacion implica tener que seguir las
siguientes etapas:

Pretratamiento.
Crioconservacion.
Recuperacién post-congelacion.

Considerando que la crioconservacion se puede aplicar a cualquier tipo de material biold-
gico, desde semillas hasta apices meristematicos, pasando por células, callos, polen, embriones
somaticos, etc., la necesidad de que en cada protocolo especifico estén representadas todas las
fases anteriores, dependera del tipo de material a conservar.

Son las manipulaciones del germoplasma antes de proceder a la crioconservacién, incremen-
tando la supervivencia del material después del enfriamiento al mejorar su respuesta después



de los tratamientos crioprotectores. Los pretratamientos mas comunes son: (1) exposicion de
los tejidos de plantas de climas templados a un régimen de aclimatacion a bajas temperaturas;
(2) aplicacion de agentes osmoticos que reducen el contenido en agua antes de la congelacion;
(3) precultivo de los tejidos en sustratos que contienen compuestos antiestrés como, por ejem-
plo, la prolina o el cido abscisico (BENSON, 1999).

Como se ha dicho con anterioridad, la presencia de agua resulta perjudicial tanto para la con-
servacion tradicional como para la crioconservacion. Por este motivo se han desarrollado di-
versas estrategias de crioconservacion para reducir al minimo el contenido de humedad de
los tejidos o hacer que el agua tenga menos tendencia a formar cristales, antes de realizar la
inmersion en nitrégeno liquido. La eleccidon de una determinada estrategia estara condiciona-
da fundamentalmente por el tipo de material que se debe crioconservar (células, callos, apices
meristematicos, embriones tanto somaticos como zigéticos, o semillas).

El primer protocolo desarrollado para los tejidos vegetales hidratados (WITHERS & KING,
1980) se basaba en un enfriamiento lento inicial de las muestras (a una tasa de 0,5 — 2°C min™)
en una solucion crioprotectora que suele contener dimetilsulféxido (DMSO) en una concen-
tracion entre el 5 y el 15%. Cuando el material alcanza la temperatura de -40°C se considera
que la solucion intracelular estd lo suficientemente concentrada para vitrificar antes de la pos-
terior inmersién en nitrégeno liquido. Hoy en dia este método esta en gran parte sustituido
por otras técnicas alternativas, debido fundamentalmente al elevado coste del instrumental
necesario para el enfriamiento programado. Se utiliza sobre todo cuando se crioconserva ma-
terial indiferenciado, como suspensiones celulares o callos.

La etapa de descongelacion suele presentar pocas exigencias. Generalmente el germoplasma se
extrae del contenedor criogénico donde ha sido conservado en nitrégeno liquido y se introdu-
ce en un bafio a 25-30°C, o simplemente se deja a temperatura ambiente (BENSON, 1999). Sdlo
en el caso de que el protocolo de crioconservacion utilizado incluya la vitrificacion se debe in-
cluir una etapa de descarga o eliminacién de la sustancia vitrificante tras la descongelaciéon del
germoplasma. Para este fin, por ejemplo, los explantos se mantienen en un medio con sacarosa
1,2 M durante una hora y a continuacién se transfieren a medio normal para su reactivacion.

Se trata, probablemente, de una de las técnicas que mds se ha desarrollado en plantas en los
ultimos afnos. Conceptualmente, la vitrificacion es la conversion de un liquido en un sélido
amorfo, no cristalino, mediante el aumento de su viscosidad, mientras que el término conge-
lacién hace referencia al proceso segun el cual un liquido solidifica en un estado cristalino o
parcialmente cristalino (FAHY, 1988). En esta forma el agua no posee una estructura cristalina
y por lo tanto no forma cristales de hielo. La vitrificacion ocurre cuando la concentracion de



solutos de un sistema bioldgico se hace tan alta que su viscosidad evita la formacion y posterior
crecimiento de cristales de hielo. Las soluciones vitrificantes son soluciones concentradas de
sustancias como etilenglicol, DMSO, polietilenglicol, glicerol, generalmente combinadas tam-
bién con una alta concentracién de sacarosa. El proceso generalmente comienza con el cultivo
del material vegetal en un medio enriquecido con una agente crioprotector como por ejemplo
el sorbitol 1.2 M durante 1-2 dfas. Posteriormente, el material se introduce en una solucién
vitrificante (por ejemplo la solucién PSV2 de sakar1 ¢ al. (1990) formada por glicerol al 30%
(p/v), etilenglicol al 15% (p/v), dimetilsulféxido al 15% (p/v) y sacarosa 0,4 M) y se mantiene
en hielo durante 20-120 minutos. Tras el tratamiento con la solucién vitrificante el material
vegetal se introduce directamente en nitrégeno liquido. Este protocolo provoca la vitrificaciéon
tanto intracelular como extracelular (BENSON, 1999; ENGELMANN, 2004). El método de vitrifi-
cacion de plantas fue utilizado por primera vez por URAGAMI & al. (1989) y actualmente sigue
siendo, con mucho, el protocolo de crioconservacién mas utilizado. Probablemente su éxito se
pueda atribuir a su sencillez, a su alta repetitividad y al hecho de que puede aplicarse con bue-
nos resultados a gran variedad de tejidos y especies vegetales (ENGELMANN, 2004).

Para que las células vitrifiquen es preciso cumplir dos requisitos: i) una tasa de enfriamien-
to muy alta; y ii) conseguir, como se acaba de indicar, una solucién intracelular altamente
concentrada. Para el primer requisito se suele recurrir a la inmersién directa en nitrégeno
liquido, mientras que para el segundo existen distintas opciones, como son: a) secado por aire;
b) deshidratacién por congelacién; c) aplicacién de sustancias crioprotectoras o d) adaptacién
metabdlica al frio (PANIS ¢ LAMBARDI, 2005).

La deshidratacién por aire es el método mds facil y simple para reducir el contenido de
agua en los tejidos hidratados. Generalmente, las muestras se secan bajo un flujo de aire
estéril en una cabina de flujo laminar. Un método mds accesible consiste en la deseca-
ci6on del material vegetal con una determinada cantidad de gel de silice (UrRAGAMI & al.,
1990). Este método se aplica directamente a semillas ortodoxas, embriones zigéticos y
al polen de diferentes especies. Se ha experimentado con éxito una metodologia de des-
hidratacién ultrarrapida para embriones zigéticos de semillas recalcitrantes de algunas
especies entre las que se encuentra Quercus robur L. (BERJAK & al., 2000).

La deshidratacion por congelacion implica la aplicacion de un descenso programado de
temperatura (usualmente de 0,5 a 2°C/min) que va a provocar la formacion de hielo en
los espacios extracelulares. Esta congelacién controlada provocara que el agua restante
que no se congela se va concentrando progresivamente, como comentamos al principio
de este apartado, convirtiéndose en una solucion hiperténica con respecto al interior
de las células. Para restaurar el equilibrio osmoético el agua intracelular abandonara el
protoplasto provocando la deshidratacion de las células.

Aplicacién de sustancias crioprotectoras. En este caso el efecto de deshidratacidon que pro-
voca el hielo extracelular descrito en el apartado anterior lo van a generar determinadas
sustancias crioprotectoras por mecanismos osmoticos. Existen dos tipos de sustancias
crioprotectoras: penetrantes y no penetrantes. Las penetrantes son usualmente compues-
tos de bajo peso molecular, facilmente solubles en agua, de baja o nula toxicidad, capaces
de penetrar facilmente en la célula y salir de ella igualmente con facilidad. A esta catego-



ria pertenecen compuestos ampliamente utilizados como el dimetilsulféxido (DMSO) o
glicerol. Los crioprotectores no penetrantes son sustancias que van a ejercer efectos emi-
nentemente osmoticos desde fuera de las células para provocar la salida del agua conge-
lable intracelular. A este grupo pertenecen compuestos como el polietilénglicol (PEG),
manitol, sorbitol, etc., y esta estrategia se recomienda sobre todo cuando se pretenden
vitrificar células con vacuolas de gran tamafo. La mezcla de vitrificacién mas popular
en cuanto a su uso se refiere es la conocida como PVS2 (acrénimo de Plant Vitrification
Solution 2), una solucién basada en glicerol que contiene un 30% (v/v) de este compuesto,
etilenglicol al 15% (v/v), dimetilsulféxido al 15% (v/v) y sacarosa 0,4 M (SAKAIL 1990).
Tanto la duracién de la exposicion a PVS2 como la temperatura a la que se aplica son fac-
tores que pueden afectar a la eficacia de esta solucién para proteger de la deshidratacion y
que por tanto habrd que optimizar en cada caso.

La adaptacién metabolica (eufemisticamente conocida en algunos textos en espaiiol co-
mo endurecimiento, traduccion literal del término inglés hardening) es un tratamiento
con el que se pretende aumentar la capacidad de los tejidos vegetales de sobrevivir al
impacto de un estrés ambiental desfavorable, en este caso la congelacion o la deshidrata-
cién previa necesaria para soportar la congelacion. Esta adaptacion se puede conseguir
de multiples formas que en todo caso habra que ensayar para cada material, por ejemplo:
el cultivo durante unas semanas previas a la congelacién a temperaturas mds bajas de lo
normal, o bajo unas condiciones de menor duracién de las horas de luz, o en presencia
de algunos compuestos osméticos a concentraciéon moderada, o bien con la aplicacion de
inhibidores del crecimiento como el 4cido abscisico (ABA). Con frecuencia tratamientos
como los descritos en este apartado se aplican a los meristemos como paso previo a la
deshidratacion.

La vitrificacidn constituye una interesante opcion para conseguir que las células y los tejidos
vegetales superen los problemas derivados de la ultracongelacién. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que las concentraciones de los compuestos quimicos utilizados cuando se opta por
una deshidratacién mediada por crioprotectores puede resultar téxica (GEORGE, 1993). Una
técnica de enorme interés para la conservacién, y una buena alternativa a la vitrificacién, lo
constituye la encapsulacién seguida de deshidratacion.

Este método fue desarrollado por FABRE ¢ DEREUDDRE (1990) y representa una variante
del método de deshidratacién al aire pensado fundamentalmente para ser aplicado a épices
meristematicos o a embriones zigéticos y somaticos. La técnica consiste en la generacién de
una “semilla artificial” (con un embrién zigético o somdtico o con un dpice caulinar) mediante
su encapsulacion en esferas de alginato calcico. Se obtiene sumergiendo el material vegetal en
una solucién de alginato libre de calcio; después, el material y la solucién se aspiran con una
pipeta y se dejan caer cuentas sobre una solucion de Ca** 100 mM. El calcio provoca la polime-
rizacion del alginato alrededor del material vegetal y la consiguiente formacion de la capsula.
A continuacion se procede a una deshidrataciéon osmdtica mediante el cultivo de las capsulas
de alginato en una solucién de sacarosa 0.75 M durante 16-72 horas, y posteriormente se dese-



can bien en la corriente de aire estéril en una capa de flujo laminar o con gel de silice durante
3-8 horas con el fin de reducir su contenido de humedad (BENSON, 1999).

La encapsulacién cuenta con la ventaja de poder incluir en la matriz de alginato compues-
tos nutritivos o reguladores de crecimiento que ayuden a mejorar la tasa de recuperacion post-
congelacion (TsVETKOV & al., 2006). En la Tabla 12 se representa la sucesion de etapas que hay
que cumplir para abordar la conservacién in vitro de material vegetativo.

Preferentemente han de ser meristemos proce-
Seleccion del material vegetal/explantos dentes de cultivo in vitro por tanto ya adaptados
a este tipo de ambiente

Cultivo en un medio nutritivo enriquecido con sa-

Precultivo/adaptacion metabdlica carosa 0.4 M durante dos semanas

Vitrificacion o encapsulacion/deshidratacion (ver

Deshidratacion texto)

Generalmente ultra-rapida (inmersion directa en

Congelacion nitrégeno liquido)

Generalmente a temperatura ambiente o en un

Descongelacion bafio a 35-40°C

Recuperacion postcongelacion y valoracion de  Cultivo en medio nutritivo y oscuridad (opcional)
la viabilidad y potencial morfogenético durante 1-2 semanas

Transferencia a un medio de multiplicacion
previamente optimizado para continuar con la -
regeneracion in vitro

Tabla 12. Resumen de las principales etapas en el desarrollo de un protocolo de criopreservacion.

La conservacion a largo plazo de semillas se ha visto favorecida con la aplicacién de técnicas
de criopreservacion, en unas condiciones tales que los procesos metabdlicos de la semilla, y
en particular los enzimaticos, se paralizan a causa de la ausencia de agua en estado liquido.
De esta manera se puede preservar la viabilidad de semillas por un periodo potencialmente
indefinido. La eficacia de esta técnica, demostrada en pruebas de laboratorio con numerosas
especies, llevd a muchos investigadores a considerar la criopreservacién como la tinica técnica
actualmente disponible que asegura una conservacion de semillas a largo plazo real y fiable en
cualquier situacioén. A continuacién se explican algunos de los progresos llevados a cabo en el
campo de la criopreservacion de semillas ortodoxas y recalcitrantes de plantas raras, endémi-
cas o amenazadas.



Conservacion in vitro y criopreservacion

foto: J.L. Casas

Figura 7.1: Viales de polipropileno para crioconseravcion (crio-
viales). Se puede apreciar el material vegetal (en este caso
yemas vegetativas) embebido en una solucion crioprotectora
antes de su inmersion en nitrégeno liquido.

Las semillas ortodoxas pueden ser deshidratadas hasta un contenido en humedad usual-
mente menor del 10% sin consecuencias perjudiciales. En estas condiciones las semillas pueden
soportar frecuentemente la inmersion directa en nitrégeno liquido sin necesidad de pretrata-
miento alguno (GONZALEZ-BENITO, 1998; MARODER & AL., 2000; SUSZKA & AL., 2005). En es-
tos casos las semillas se introducen en los crioviales (figura 7.1) que, a su vez, seran sumergidos
directamente en nitrégeno liquido. Esta técnica se ha ensayado, por ejemplo, en especies ibé-
ricas de las familias Asteraceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae, Cistaceae y Scrophulariaceae
(GONZALEZ-BENITO, 1998; PEREZ-GARCIA & GONZALEZ-BENITO, 2008).

Las semillas recalcitrantes se caracterizan por poseer un elevado porcentaje de humedad
en sus tejidos, por su sensibilidad a la deshidratacion (pierden su viabilidad si la humedad des-
ciende por debajo de ciertos niveles), asi como por su sensibilidad a las bajas temperaturas. La
crioconservacion ha afrontado recientemente el grave problema de conservar semillas recalci-
trantes, poniendo a punto algunas posibilidades para superar estas limitaciones. En estos casos,
la estrategia que ha conseguido resultados mas prometedores consiste en trabajar con embrio-
nes o ejes embrionarios aislados. La razén de esto es que si la semilla se sumerge directamente
en nitrégeno liquido, su supervivencia tras la congelacién es practicamente nula (MARZALINA
& KHRISNAPILLAY, 1999). Los embriones son estructuras mas pequenas, mas resistentes a la
desecacion que la semilla entera y relativamente uniformes en dimensiones y contenido de
humedad (Fu & al., 1993); por lo tanto, pueden someterse a una deshidratacién controlada
(realizada, por ejemplo en condiciones estériles en una caimara de flujo laminar) antes de ser
introducidos en nitrégeno liquido, directamente o después de un enfriamiento progresivo. Se
han realizado experimentos con resultados positivos con varias especies de Quercus, género
que incluye especies con semillas recalcitrantes y de gran importancia en los ecosistemas tem-
plados y mediterraneos (GONZALEZ-BENITO, 1998), y con especies de los géneros Arthocarpus,
Calamus, Elaeis, Hevea, Nephelium y Shorea (MARZALINA ¢ KHRISNAPILLAY, 1999).
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Una alternativa muy prometedora para la conservacion de los embriones consiste en la en-
capsulacion seguida de la deshidratacion. En este caso los embriones zigéticos encapsulados
se mantienen durante distintos periodos de tiempo en un sustrato liquido con una elevada
concentracion en sacarosa, después de lo cual se deshidratan parcialmente en la cabina de flujo
laminar o utilizando gel de silice y se introducen directamente en nitrégeno liquido. Algunos
autores han subrayado la particular sensibilidad de los embriones de las semillas recalcitrantes
a manifestar respuestas negativas antes de la extraccidn, accién que consiste en su separacion
fisica del resto de la semilla (BENSON &~ al., 1996). Este fendmeno se ha observado mas fre-
cuentemente en especies tropicales y los sintomas generalmente son un réapido proceso oxida-
tivo que afecta fundamentalmente a los compuestos fenélicos, lo que produce un ennegreci-
miento de los tejidos y del sustrato que los rodea, y la consiguiente inhibicidn del crecimiento,
que conduce a la muerte celular. Algunos autores han realizado hipétesis sobre la adiciéon de
carbdn activo en el sustrato de recuperacién post-congelacién de los embriones, ya que esta
técnica es muy eficaz para absorber compuestos fenélicos potencialmente toxicos (NORMAH &
MARZALINA, 1996).

La implementacion de las técnicas de criopreservacion ha tenido un papel fundamental en
el progreso de la conservacion del germoplasma de plantas raras o amenazadas. Encontramos
un ejemplo de ello en algunas orquideas en riesgo de extinciéon como Bletilla striata Rchbf.
(HiraNoO & al., 2005). En este caso se criopreservaron las semillas inmaduras de Bletilla, reco-
gidas 4 meses después de la polinizacion, con un porcentaje medio de humedad del 33%. Este
procedimiento se realizé con un protocolo de pretratamiento y vitrificacion. El pretratamiento
consiste en el mantenimiento de las semillas, una vez que han sido recogidas, en un medio de
tipo “New Dogashima” (ND) (TokUHARA & Mil., 1993) solidificado con agar al 2% y enri-
quecido con sacarosa 0,3 M. Las semillas se mantienen en estas condiciones a 25°C durante
tres dias bajo iluminacién continua, a una intensidad de 62,0 mmol m? s". Después de este
tratamiento las semillas se someten a la vitrificacién, proceso que consiste en su introduccion
en crioviales de 2,0 ml con la solucién crioprotectora (glicerol 2 M y sacarosa 0.4 M en medio
ND) durante 15 minutos a 25°C. Pasado este tiempo se elimina la solucion y se deshidratan las
semillas a 0°C durante 2 horas con 2,0 ml de solucién vitrificante PVS2 (SAKAI & al., 1990),
que contiene glicerol al 30% (p/v), etilenglicol al 15% (p/v) y dimetilsulféxido al 15% (p/v) en
medio ND enriquecido con 0,4 M de sacarosa y a pH 5.4. A continuacidn, los crioviales con las
semillas se introducen directamente en el nitrégeno liquido.

Como ya se ha indicado, el avance en las técnicas de criopreservaciéon ofrece en la actuali-
dad numerosas posibilidades para conservar no solo semillas completas sino los embriones
rescatados de su semilla nativa, de especial interés en el caso de semillas recalcitrantes. Sin
embargo, la experiencia acumulada en este tema es todavia insuficiente (BEARDMORE ¢ VONG,
1998; MARZALINA ¢ KRISHNAPILLAY, 1999; GOVEIA ¢ al., 2004; BEARDMORE ¢ WHITTLE,
2005). En general, los protocolos disefiados hasta ahora implican la extraccién del embrién
zigotico en condiciones asépticas, su deshidratacion parcial en la cabina de flujo laminar y su



inmersion directa en nitrégeno liquido o, alternativamente, la reduccion progresiva de la tem-
peratura a razoén de -1°C por minuto hasta -40°C y a partir de ahi su inmersién en nitrégeno
liquido. Otra posibilidad de conservacién surge si previamente se ha disefiado un protocolo de
embriogénesis somatica para la especie en cuestion, es decir, de obtencién de un elevado na-
mero de embriones a partir de células somaticas, con lo que se puede abordar posteriormente
su criopreservacion. Este ha sido, por ejemplo, el caso de Quercus robur L., especie a la que se
ha aplicado un protocolo consistente en un precultivo de los embriones somaticos en un medio
con sacarosa 0.3 M durante 3 dias, seguido de la aplicacion de una solucidn vitrificante (PVS2)
durante 60-90 minutos antes de ser sumergidos en nitrégeno liquido (MARTINEZ & al., 2003).

Aunque con una finalidad dirigida principalmente a la mejora genética de plantas, hay ejem-
plos de especies vegetales en las que se ha conseguido preservar polen a las temperaturas del
nitrégeno liquido. La aplicabilidad de esta técnica, sin embargo, depende de la tolerancia a
la deshidratacion del polen (TowILL, 1981). Los datos actualmente recogidos se refieren casi
unicamente al polen tolerante a la deshidratacién (TOwILL & WALTERS, 2000). Como ejemplo,
en el caso de algunas bromelidceas la reduccién del contenido en agua del polen mediante su
inclusion en camaras de deshidratacion con gel de silice un tiempo comprendido entre 2 y 10
horas, unido a un periodo de rehidrataciéon de 1 hora antes de la germinacién, permitié su
conservacion en nitrégeno liquido, resultando en porcentajes de germinacion entre el 40 y el
80% segun la especie (PARTON & al., 2002).

Las suspensiones celulares y los callos son cultivos de tipo indiferenciado ampliamente utili-
zados en investigacion pero también con propoésitos industriales para la obtencién de meta-
bolitos secundarios de interés (SCHUMACHER, 1999; YOSHIMATSU & al., 2000) o, incluso, para
la regeneracion de plantas. Los cultivos en suspension de células vegetales contienen aproxi-
madamente un 95% de agua, lo que las hace especialmente proclives a sufrir la formacién de
cristales intracelulares de hielo durante la congelacion. Es por esta razon por lo que la optimi-
zacion de las condiciones de criopreservacion se hace especialmente necesaria, sin que por el
momento exista un tnico protocolo aplicable a las diferentes suspensiones celulares o cultivos
de callos (REINHOUD & al., 2000). La investigacion en este campo se centra en la optimizacion
de los factores de los que depende el éxito de la criopreservacion de este tipo de materiales: a)
la fase de crecimiento en la que se encuentran las células al iniciar el procedimiento de crio-
preservacion; b) el precultivo; ¢) el procedimiento de criopreservacién y d) los tratamientos
postcongelacion.

Esta técnica es probablemente una de las menos exigentes en cuanto a dedicacién se refiere.
Las yemas de plantas lefiosas en fase de dormancia se recogen directamente en el campo entre
el periodo en el que la aclimatacion al frio es maxima y antes de que finalice la vernaliza-



cién. Las yemas pueden entonces ser sumergidas directamente en nitrégeno liquido o bien
ser deshidratadas a un contenido en humedad del 25-30% antes de ser introducidas en nitré-
geno liquido. Tras la congelacion, los meristemos se diseccionan y se cultivan en un medio de
recuperacion apropiado. El desarrollo final de estas yemas requiere frecuentemente utilizar
técnicas de microinjerto (injertos realizados sobre explantos en condiciones in vitro) o injerto
tradicional (Reed, 2001).

La inmensa mayoria de los protocolos de criopreservacién descritos con fines de conservacién
de la biodiversidad emplean apices o meristemos aislados. En este caso hay que tener en cuenta
que, a diferencia de lo que ocurre con la mayoria de las semillas o incluso el polen, los meris-
temos son estructuras que se encuentran en crecimiento activo (salvo en el caso de utilizar
yemas en reposo) y altamente hidratadas. Por esta razoén la utilizaciéon de meristemos para la
criopreservacion requiere un cuidado tratamiento previo para reducir de forma segura el con-
tenido en agua de los tejidos y la preocupacion para conseguir una tolerancia a la congelacion
en este caso se desvia un tanto hacia conseguir meristemos que toleren la deshidratacion. Las
técnicas disponibles para conseguir esta deshidratacién controlada son varias aunque las mas
utilizadas son dos: vitrificacién y encapsulacion, descritas anteriormente.

La zona meristematica de las yemas apicales del tallo esta compuesta por una poblacién
relativamente homogénea de células pequeiias, con citoplasma denso, pocas y pequeiias va-
cuolas y una relacion nucleo:citoplasma alta y en division activa, lo que les confiere un mejor
potencial para sobrevivir a la congelacién (GEORGE, 1993). Ademds, el empleo de meristemos
hace que el proceso de regeneracion in vitro que los convertird en individuos completos sea
de los mds estables desde el punto de vista genético, minimizando la aparicién de variaciéon
somaclonal, lo cual es altamente deseable, y de hecho un requisito a cumplir, en el contexto de
conservacion en que se encuadra aqui la criopreservacion.



Una instalacién destinada al cultivo de tejidos vegetales in vitro debe ser disefiada teniendo
en cuenta que parte del trabajo que se va a realizar en él requerira condiciones asépticas. Esto
condiciona fuertemente el conjunto del laboratorio ya que obliga no sélo a equiparlo con deter-
minadas infraestructuras que normalmente estan ausentes en un laboratorio de uso corriente,
sino que su disefio global ha de responder a criterios cuidadosamente estructurados en cuanto
a la organizacion interna y a la regulacion del flujo tanto de personas como de materiales por el
laboratorio para asegurar su eficacia.

Aungque el disefo especifico, asi como el tamano y proporcién de las distintas areas de la
instalacion, podran variar dependiendo de la funcién (basicamente investigacion o produc-
cién de planta) que vaya a tener el laboratorio, existen reglas basicas esenciales en la planifi-
cacion de un laboratorio de cultivo in vitro eficiente y funcional. Asi, el orden y la limpieza se
convierten, mds que en ningdn otro caso, en premisas inexcusables en toda la instalacidn, lo
que se traduce directamente en que el diseno y los materiales utilizados (fundamentalmente
los revestimientos de suelo y paredes) deben asegurar la exclusion del polvo exterior o, al me-
nos, una limpieza rapida y eficaz. En este sentido el aire que ingresa a la instalacion desde el
exterior debe hacerse pasar a través de un filtro de particulas del aire de alta eficiencia, como
un filtro HEPA (High Efficiency Particulate Air), capaz de retener el 99,97% de las particulas
mayores de 0,3 pum de diametro del aire, lo que incluye a la mayoria de esporas de hongos y
bacterias.

Cualquier laboratorio o instalacion destinada al cultivo in vitro de células y tejidos vegeta-
les se caracteriza por dos elementos diferenciales con respecto a otro tipo de laboratorios: la se-
paracion de actividades y las condiciones de asepsia anteriormente aludidas y que deberan ser
aplicadas en parte de las instalaciones. Por tanto, el laboratorio debe disponer de las siguientes
instalaciones basicas:

Un area de limpieza general.
Un drea de preparacion y esterilizacién de medios.
Un 4rea de transferencia estéril.

Un 4rea de cultivo con control ambiental.

Area de limpieza

El area de limpieza se destinara tanto a la recepcion del material vegetal del campo, como a la
limpieza del material de vidrio ya utilizado, asi como a la eliminacién de cultivos contamina-
dos. Para ello, se debe dotar esta drea de sumideros de gran volumen, zonas para escurrir el
material de vidrio, asi como disponer de suministro de agua bidestilada u osmotizada. Tam-



bién debe haber espacio disponible para estufas de secado o tendederos, lavavajillas automati-
cos, cubetas de acidos, lavadores y secadores de pipetas, armarios de almacenaje asi como un
autoclave para tratar material contaminado que se ha sacado del laboratorio. Los materiales de
construccion, fundamentalmente, la fontaneria, deben resistir el ataque de acidos.

Area de preparacion y esterilizacién de medios

Aqui se procedera a la preparacion de los medios de cultivo que vamos a utilizar posterior-
mente, asi como a su esterilizacion. Algunos laboratorios compran medios ya preparados, de
forma que sélo requieren diluirlo en el volumen de agua adecuado. Otros pueden optar por
conformar el medio a partir de todos y cada uno de sus componentes. Sea como sea, siempre
nos veremos obligados a afiadir al medio algun componente complementario por lo que he-
mos de disponer de toda la infraestructura requerida para esta operacion.

Ademds de la preparacion de los medios de cultivo, en esta zona del laboratorio también se
procedera a la esterilizacion de los diferentes elementos que posteriormente nos serviran para
iniciar el cultivo in vitro, a excepcion del propio material vegetal. Esta operacion de esterili-
zacién de materiales se lleva a cabo mediante la accidn del vapor de agua a alta temperatura
en un autoclave. El autoclave mantiene el material a esterilizar a 121°C y 1,02 atm durante
un periodo variable de tiempo, usualmente 15-20 minutos, periodo en el cual se produce la
esterilizacion.

Como equipamiento cientifico basico, esta zona debe contar con balanzas analiticas, gra-
natarios, agitadores, pH-metro, baiios termostatizados y autoclaves, instrumento esencial den-

El autoclave de laboratorio permite la esterilizacion de numerosos elementos de los que participan en
el cultivo in vitro.

foto: J.L. Casas
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tro del laboratorio valido para la esterilizacién del medio de cultivo, del material de vidrio,

papel, instrumentos de diseccion, etc.

El drea de preparacion de medios debe estar vinculada con un espacio bien dimensionado
para el almacenamiento tanto de productos quimicos como del material de vidrio equipado
con refrigeradores y congeladores para almacenar soluciones madre y medios de cultivo ya
preparados, asi como disponer de un suministro de agua bidestilada u osmotizada.

Area de transferencia estéril

Aspecto de una cabina de flujo laminar hori-
zontal de las comunmente utilizadas en cultivo
de tejidos vegetales. Se aprecia el filtro HEPA
al fondo de la cabina a través del cual el aire
microfiltrado es impulsado hacia el operador.

El area de transferencia estéril se convierte en
el nicleo central del laboratorio. Aqui se reali-
zaran todas las operaciones con materiales que
previamente han sido esterilizados, lo que hace
que sea el recinto del laboratorio en el que apli-
car unas estrictas condiciones de asepsia es esen-
cial. La opcién mas practica para disefar el area
de transferencia estéril es destinar a esta funcion
un recinto de dimensiones reducidas, sin venta-
nas practicables y en cuyo interior se aloja una
cabina de flujo laminar, un equipamiento cien-
tifico absolutamente indispensable para este tipo
de laboratorios.

Hay dos tipos de cabinas de flujo laminar
disponibles en el mercado: con flujo de aire ho-
rizontal o vertical. El funcionamiento en am-
bos casos es similar. El aire de la sala es forza-
do a entrar en la cabina a través de un primer

filtro grueso de polvo situado generalmente en la parte superior de la cabina y de aqui se con-
duce a través de un filtro HEPA de alta eficacia. A continuacion el aire es dirigido hacia abajo
(flujo vertical) o hacia fuera (flujo horizontal) sobre la superficie de trabajo. El flujo constante
de aire filtrado y libre de bacterias y esporas nos permite disponer de una superficie de trabajo
en condiciones estériles donde podemos realizar la transferencia del material vegetal ya esteri-

lizado a un medio de cultivo también estéril.

Todas las superficies en este drea deberan ser disenadas y construidas de manera que el
polvo y los microorganismos no se acumulen y las superficies puedan ser limpiadas y desinfec-

tadas con facilidad.

El area de transferencia estéril debe ser un lugar de trafico restringido tanto de personas
como de materiales. Idealmente debe comunicar directamente con la sala de preparaciéon de
medios, desde donde vamos a traer los materiales ya esterilizados, asi como con la sala de cul-
tivo, a donde vamos a llevar los recipientes con el material vegetal ya sembrado.
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Area de cultivo con control ambiental

Una vez sembrado el material vegetal en su me-
dio de cultivo correspondiente y dentro del reci-
piente de vidrio apropiado, ha de ser trasladado
al area de cultivo donde pasaran las siguientes
semanas, 0 meses, mientras se produce el proce-
so de regeneracion de la planta. Para ello, el area
de cultivo debe asegurar un estricto control am-
biental, es decir, temperatura, humedad, circu-
lacién del aire, iluminacién y fotoperiodo. Estos
factores ambientales influyen directamente en
los procesos de crecimiento y diferenciacion y
condicional el progreso de la micropropagacion.

El control sobre las condiciones ambientales
en el area de cultivo se puede conseguir alojando
en ella camaras de crecimiento de diferentes vo-
limenes y capacidades, o bien disefiando “sobre
obra” un buen sistema de aislamiento para una
sala ya disponible y acoplando en su interior uno
a uno los oportunos controles ambientales.

Usualmente, el drea de cultivo para el creci-
Vista parcial de una cémara da cultivo disefia- miento de tejidos vegetales debe disponer de luz
da “sobre obra” para la micropropagacion de suficiente para alcanzar los 10000 lux de intensi-
plantas. dad. Esta cantidad de luz debe, igualmente, po-

der ser regulable ya que no siempre es necesario

aplicar la misma intensidad luminosa. Ademas,
es necesario siempre aplicar un determinado fotoperiodo, es decir ciclos de 24 horas en los que
se puede fijar a voluntad la duracion del “dia” y la “noche” subjetivos.

En cuanto a la temperatura, el area de cultivo debe tener capacidad para fijar una tempera-
tura de trabajo entre 15 y 30°C, con una fluctuacién de menos de +/- 0,5°C. Es recomendable
que se instale un sistema de alarma que se dispare en el momento en que la temperatura sobre-
pasara un limite previamente fijado. Como equipamiento complementario se puede disponer
de un registrador continuo de temperatura para monitorizar las fluctuaciones ocurridas en
todo momento en el interior. El sistema de control de temperatura utilizado debe, finalmente,
permitir realizar un termoperiodo, es decir un cambio de temperatura entre el “dia” y la “no-
che” subjetivos.

Es también importante que el area de cultivo tenga un sistema de ventilacién mecdnica
uniforme que garantice la homogeneidad de las condiciones de temperatura impuestas en el
interior de la cdmara de cultivo (de manera que no se generen zonas “frias” o “calientes”).



El control de la humedad relativa en el interior del area de cultivo no es estrictamente nece-
sario (las plantas estan creciendo en el interior de recipientes de vidrio cerrados) pero si resulta
recomendable, por lo que un sistema capaz de medir y regular la humedad resulta un equipa-
miento opcional interesante.

El area de cultivo también se ha de plantear como una zona de acceso restringido y de tra-
fico de personas y materiales controlado.



8. Germinacion







Los ensayos de germinacion son necesarios para la correcta gestién de las accesiones presentes
en un banco de germoplasma, y pueden ser realizados con dos objetivos principales. En primer
lugar, permiten la elaboracién de un protocolo de conservacion eficaz para cada taxdn, en el
propio banco de germoplasma o en otros que puedan utilizarlo, permitiendo cultivar la planta
en un laboratorio o en un jardin boténico, y gestionarla eficazmente en un banco de semillas,
facilitando a la plantula completar su ciclo vital o incluso generar nuevas semillas. Este aspec-
to resulta de especial interés para la elaboracion de planes de reintroduccién o reforzamiento
poblacional, en unas condiciones de 6ptimo aprovechamiento de las semillas disponibles. En
segundo lugar, los ensayos de germinacion resultan esenciales para controlar la calidad de los
lotes de semillas conservados, pues nos permiten conocer la viabilidad de las semillas a lo lar-
go del proceso de conservacion y la eficiencia de los métodos utilizados, de cara a preservar la
informacién genética de los taxones.

En ocasiones puede suceder que las condiciones dptimas de germinacién en laboratorio no
coincidan con los resultados experimentales realizados en el campo para el cultivo de la espe-
cie. Estas discrepancias son a menudo imputables a diferentes causas, que pueden depender de
las variaciones de temperatura, el fotoperiodo o el sustrato, ademas de las precipitaciones o las
condiciones de humedad relativa. Para poder determinar las condiciones ideales de germina-
cién es imprescindible conocer la ecologia y habitat de cada especie, por lo que dicho conoci-
miento puede ser utilizado para inferir los factores y rangos necesarios para la germinacion de
un taxon.



A escala fisioldgica la germinacién es un conjunto de acontecimientos que empieza con la im-
bibicién de la semilla y la activacién de sus procesos metabdlicos pregerminativos (ej. aumen-
to de la actividad respiratoria y la movilizacién de nutrientes), contintia con el alargamiento
de la radicula y termina con la rotura de los tegumentos de la semilla. La germinacién es un
proceso irreversible, por lo que, una vez iniciada, la semilla germina o muere.

Desde un punto de vista practico, y sobre todo observable en laboratorio, se define la ger-
minacién como la rotura de los tegumentos determinada por el alargamiento de la radicula o,
en ausencia de tegumentos, un alargamiento visible de la misma (CoME, 1970). El objetivo de
la germinacién es permitir el nacimiento de una pldntula a partir de una semilla viva que se
encuentra en condiciones Optimas para pasar de la vida latente a la vida activa (MUSMARRA,
1996). Los métodos oficiales de andlisis de semillas pueden sintetizarse a partir de la defi-
nicion del “International Seed Testing Association”, que dice textualmente: “la germinacion
de una semilla en el dmbito de un ensayo de laboratorio es la emergencia y desarrollo de una
pldntula hasta un estadio en el cual el aspecto de sus estructuras esenciales indica la capacidad
de desarollarse ulteriormente en una planta aceptable en condiciones de cultivo favorables”
(ISTA, 2004).

Para que exista germinacion es necesario respetar una serie de condiciones:

La semilla debe estar viva, madura y con ausencia de dormicion; cuando esté en fase
de dormicién sera necesario seguir los pretratamientos necesarios para eliminar las
inhibiciones de la germinacion.

En el laboratorio, la semilla debe someterse a unas condiciones ambientales controladas
de agua, temperatura, oxigeno y luz.



A continuacidn se especifican los principales factores ambientales que determinan el inicio del
proceso de germinacion e influencian sus fases sucesivas.

Las necesidades de agua son variables de una especie a otra. Para cada especie es necesaria
una determinada cantidad de agua que no debe ser superada o de lo contrario la germinacioén
sera inhibida. De hecho, en este caso el embrién entraria en condiciones de anoxia. En algunas
especies, la germinacién puede ser activada apenas por la humedad ambiental mientras que
en otras especies (ej. plantas acuaticas, juncos, arroz) la germinacién tiene lugar inicamente
en el caso de que estén completamente inmersas en agua. De igual modo, si los tegumentos
son impermeables al agua, la germinacién no tendra lugar hasta que esta impermeabilidad
desaparezca. La disponibilidad de agua permite la activacion del metabolismo que movilizara
las sustancias del endospermo como fuente de energia hasta que la plantula tenga capacidad
fotosintética.

La rehidratacion de las semillas rompe los tegumentos con el fin de permitir el crecimiento
de la radicula. En condiciones naturales, el agua del suelo no puede ser utilizada en su totali-
dad; en funcién de la naturaleza del suelo, el agua estd mas o menos retenida por los coloides.
Un aumento de la presion osmotica del suelo obstaculiza considerablemente la germinacién
(por ejemplo, la incorporacién de NaCl en el agua de imbibicion puede ralentizar considera-
blemente la capacidad germinativa de una especie). Por esta razén, durante el desarrollo de un
ensayo de germinacién en laboratorio, el empleo de agua destilada o desmineralizada permite
obtener condiciones reproducibles.

Debe ser compatible con las exigencias de la especie, actuando sobre la velocidad de las reac-
ciones bioquimicas y también sobre la velocidad de germinaciéon. Una temperatura inadecua-
da puede también inducir dormicién secundaria.

Las exigencias térmicas son variables dependientes de la especie, su origen geografico y
proveniencia: algunas especies pueden preferir o requerir temperaturas muy bajas (ej. 5°C para
Tulipa sp. pl. y Fagus sylvativa L.) o elevadas. Analizar la germinacion a temperatura constante
o bien con régimen alternado puede ofrecer resultados diferentes, tanto en el nimero total
de semillas germinadas como en la velocidad del proceso. La ampliacién del intervalo de la
temperatura optima puede variar con la especie (figura 8.1) y con el grado de dormicién de las
semillas. Se define como temperatura dptima aquella en que el porcentaje médximo de germi-
nacion es obtenido en el menor espacio de tiempo. Como regla general, para las especies me-
diterrdneas, la temperatura 6ptima se sitda entre 15°C y 20°C (THANOS & al., 1989) mientras
que las especies articas necesitan temperaturas mas bajas para germinar (BASKIN ¢ BASKIN,
1998).
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La disponibilidad de oxigeno es imprescindible para poder germinar aunque la cantidad nece-
saria del mismo es variable dependiendo de la especie. En general las especies acuaticas requie-
ren concentraciones de oxigeno menores que las especies terrestres. Este gas es muy poco solu-
ble en agua, con una solubilidad inversamente proporcional a la temperatura. Se trata de uno
de los parametros mas dificiles de controlar en el laboratorio de un banco de germoplasma, re-
quiriendo instrumentos especificos, generalmente muy costosos. No obstante, en condiciones
normales de laboratorio no parece que éste factor resulte critico, en relaciéon con los ensayos de
germinacion, aunque es necesario tener en cuenta que pueden existir medidas mas adecuadas
de oxigeno para la germinacion, referidas siempre al oxigeno disuelto en el agua de imbibicién,
ya que es el unico utilizado por el embrién para sus necesidades metabolicas.

La luz favorece la germinacién de la mayor parte de las semillas, definidas en este caso como de
“fotosensibilidad positiva”. Otras semillas germinan Gnicamente en oscuridad (ej. Cyclamen),
por lo que son denominadas de “fotosensibilidad negativa”. Por tltimo, existen otras semillas
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que resultan ser indiferentes a la luz. La duracién de la disponibilidad de luz (fotoperiodo) y
principalmente el tipo de luz son dos factores importantes en la germinacién de las semillas.

El mecanismo de fotosensibilidad fue objeto de numerosos estudios en la década de los
50, que llevaron al descubrimiento de un sistema fotorreceptor: el fitocromo (BORTWICK &
al. 1954; BorTwWICK & HENDRICKS, 1960). Dicho sistema estda constituido por un pigmento
localizado en el embrién capaz de adoptar dos estructuras moleculares en funcién del tipo de
luz que recibe. La estimulacién con luz roja (660 nm) lo lleva a adoptar la forma inactiva del
fitocromo que estimula la germinacion, mientras que la luz del rojo lejano (730 nm) lo pasa
a la forma activa inhibiendo la germinacién. La estimulacién del fitocromo debe ser siempre
realizada con las semillas hidratadas ya que con las semillas secas el pigmento se encuentra en
su forma activa. La fotosensibilidad puede apreciarse empleando luz blanca sobre las semillas
intactas y frescas. Esta fotosensibilidad puede desaparecer después de la conservacion en seco
y en el momento en que los embriones son aislados de los tegumentos, de lo cual derivaria que
tal sensibilidad proviene de los mismos tegumentos (COME, 1970). La influencia de la luz sobre
la germinacién de numerosas especies mediterrdneas ha sido estudiada también por Costas A.
Thanos (THANOS ¢ al., 1991; THANOS ¢ al., 1994; THANOS ¢ Doussi, 1995). Generalmente,
en las cdmaras de germinacion se utilizan lamparas fluorescentes del tipo “cool white” que
aportan mucha radiacién roja pero relativamente poca cantidad de luz del rojo lejano, con una
irradiacién aproximada de 35 umol m™ s™. En general, 2 lamparas fluorescentes de 20W, loca-
lizadas a 15-20 cm encima de las placas son suficientes para aportar la energia necesaria. Se-
gun la respuesta especifica de las semillas al espectro de luz utilizado se pueden utilizar filtros
de diferentes tipos para bloquear o favorecer determinadas franjas del espectro y potenciar la
germinacion.

Como se ha indicado, la caracteristica principal de las respuestas reguladas por el fitocromo
es su reversibilidad: son activadas por longitudes de onda de 660 nm (rojo, R) e inhibidas o
bloqueadas por longitudes de onda de 730 nm (rojo lejano, FR). El objetivo de esta prueba es
poner en evidencia la reversibilidad de la induccién de la germinacién por la luz. Los aque-
nios de una variedad de lechuga (Lattuca sativa L. ‘Grand Rapids’) tienen una fotosensibilidad
muy marcada, que ha permitido individualizar el fenémeno. A continuacion se presenta el
protocolo elaborado a partir del experimento basado en las pruebas realizados por BEWLEY &
BLACK (1982).

Filtros: El dispositivo permite realizar diferentes tipos de iluminacién sin recurrir a una
camara oscura. Este dispositivo estd constituido por dos filtros y un pafio negro introducido
en dos tubos concéntricos de PVC. El primer tubo (filtro rojo) permite crear una iluminacién
R, mientras que la superposicion del segundo tubo (filtro azul) permite obtener una ilumi-
nacién FR. La superposiciéon del pafio negro sobre los dos filtros determina la oscuridad. Es
importante disponer antes de iniciar el ensayo de 12 dispositivos completos (cada uno dotado
de dos filtros y el pafio).

Preparacion de las placas Petri: Preparar 2 6 3 hojas de papel de filtro en 12 placas de 36
mm. Humedecer abundantemente con agua destilada. En la tapa de la placa, contar 10 aque-



nios. Cuando los 12 lotes estan preparados, situar los aquenios sobre el papel de filtro y cubrir
inmediatamente con los dos filtros y el pafio, para evitar una exposicion a la luz blanca.

Exposicion de los aquenios: Colocar las 12 placas, cubiertas por los filtros y el paio bajo los
tubos fluorescentes. Se realizaran 2 pruebas con 6 réplicas:

Influencia del tiempo de exposicién a la luz R — Retirar los pafios negros de las 6 capsu-
las y exponer durante dos horas a la luz con los dos filtros (iluminacién FR). Para realizar
la iluminacién R es suficiente retirar el filtro azul durante 0, 5, 10, 20, 40 y 60 segundos,
no olvidando retirar tanto el filtro como el pano al finalizar el tiempo de exposicion.

Influencia del tiempo de exposicién a la luz FR - Retirar el pano negro de las otras 6
capsulas y exponer durante 30 minutos con los dos filtros (iluminacién FR). Retirar lue-
go los 6 filtros durante 5 minutos (iluminacién R). Volver a colocar el filtro azul (ilumi-
nacién FR) en tiempos variables: 0, 2, 4, 10, 30 y 60 minutos. No olvidar reponer el paio
negro al finalizar la exposicién FR.

Germinacién: Dejar las 12 placas recubiertas por dos filtros y por el pafio negro durante
2-5 dias a temperatura ambiente y contar el niimero de aquenios germinados por capsula. Re-
presentar las dos pruebas en forma de dos curvas de germinacién:

Prueba 1: % de germinacién en funcién del tiempo de exposiciéon R.

Prueba 2: % de germinacién en funcién del tiempo de exposicién FR.



Después de haber alcanzado la madurez morfoldgica, las semillas no sensibles a la deshidra-
tacion (ortodoxas), asi como también algunas recalcitrantes de clima templado, se encuentran
en un estado de vida latente; para el retorno a la vida activa, y que las semillas alcancen la ma-
durez fisioldgica, es necesario que las condiciones externas sean favorables. En muchos casos
no existe dormicién, cuando la madurez morfolédgica y la madurez fisioldgica aparecen al mis-
mo tiempo. La dormicidn se define como un estado en el cual una semilla viable no germina
cuando se la coloca en condiciones consideradas idoneas para la germinacion.

Numerosos autores han definido los diferentes tipos de dormicién. Trabajos exhausti-
vos sobre el tema se deben a COME (1970), COME & CORBINEAU (1992) y a BASKIN ¢~ BASKIN
(1998). Respecto a la clasificacion de los diversos tipos de dormicion, si bien por simplicidad
en general se utiliza la clasificaciéon de NIKOLAEVA (1969) actualmente parece mds acertada
la nueva propuesta de BASKIN ¢ BASKIN (2004). En la clasificaciéon de NIKOLAEVA (1969) se
individualizan dos grandes grupos de dormicién: de tipo enddégeno y exdgeno. En el primer
caso, la ausencia de germinacién estd provocada inicamente por el embrién, mientras que en
el segundo participan algunas estructuras relacionadas (endocarpos lefiosos, tegumentos se-
minales, endospermo, etc.). Cuando la causa de la ausencia de germinacién reside en los tegu-
mentos, se habla también de inhibicién tegumentaria (COME, 1970). Los inhibidores tegumen-
tarios estan principalmente constituidos por sustancias aromaticas o compuestos fenélicos (ej.
Apiaceae). A menudo los tegumentos mismos pueden constituir un factor de inhibicién de la
germinacion, obstaculizando la imbibicién y el intercambio gaseoso (ej. Fabaceae) o impidien-
do la emergencia de la radicula (ej. Prunus sp. pl.).

Pueden darse, ademas, diferentes combinaciones de dormicién enddgena. Las causas es-
pecificas que impiden la germinacién en el &mbito de la dormicién enddgena o exdgena, y las
condiciones para romperlas, se ilustran en la Tabla 13. Si existen varias causas que provocan
dormicién (combinaciones de dormicién), serd necesario entonces realizar un pretratamiento
especifico para cada una de ellas.

El hecho de que algunos embriones con supuesta dormicién enddgena (ej. ligera o interme-
dia) puedan germinar facilmente y desarrollar plantulas normales cuestiona el hecho de que
este tipo de dormicién sea de tipo enddgeno (provocadas por el embrion) segtin la clasificacion
de Nikolaeva. Por este motivo BASKIN ¢ BASKIN (2003B) desarrollaron un sistema de clasifica-
ci6én basado en 5 tipos generales de dormicion:

Fisiolégica. Desarrollo reducido del embrién, que no consigue rebasar el impedimento
mecdanico de las cubiertas de la semilla (o del fruto).

Morfolégica. Embrion pequefio diferenciado (pero poco desarrollado) o no diferenciado. En
este caso el periodo de dormicidn corresponde al tiempo que el embrion necesita para crecer.
Morfofisiolégica. Combinacién de un embrién no desarrollado (o indiferenciado) y fisio-
légicamente durmiente.

Fisica. La cubierta de la semilla (o fruto) posee una capa impermeable que no permite la
absorcioén de agua.

Combinatoria (fisica + fisiolégica). Semilla impermeable con embridn fisiolégicamente
durmiente.



FISICA(A)

QUIMICA (A))

MECANICA (A,)

MORFOLOGICA (B)

FISIOLOGICA (C)
(C, - Ligera)

FISIOLOGICA (C)
(C,— Intermedia)

FISIOLOGICA (C)
(C,—Profunda)

Causas

Pretratamiento

Ejemplos

Causas
Pretratamiento

Ejemplos

Causas

Pretratamiento

Ejemplos

Causas

Pretratamiento
Ejemplos

Causas
Pretratamiento

Ejemplos
Causas
Pretratamiento
Ejemplos
Causas
Pretratamiento

Ejemplos

Impermeabilidad de los tequmentos seminales al agua
Escarificacion

Astragalus maritimus Moris; Astragalus verrucosus Moris; Ro-
binia pseudoacaciaL.; Laburnum anagyroides Medik. s.|.

Presencia de factores inhibidores en el pericarpo (poco fre-
cuente), en ocasiones en el exterior del fruto

Extraccion del pericarpo, en algunos casos funciona el lavado

Ferula loscosii (Lange) Willk.; Fraxinus chinensis Roxb. ssp.
rhyncophylla (Hance) A.E. Murray; Acer pseudoplatanus L.

Resistencia mecéanica de los tegumentos seminales al creci-
miento del embrion

Remocion del tegumento

Euphorbia graminifolia Vill.; Eleagnus angustifolia L.

Desarrollo incompleto del embridn; sucede s6lo en combina-
cidn con otros factores

Estivacion
Acis nicaeense (Ardoino) Lledo, A.P. Davis & M.B. Crespo
Mecanismos fisioldgicos de inhibicion

Breves periodos de vernalizacion, sustancias estimulantes
del crecimiento

Linaria arcusangeli Atzei & Camarda; Betula pubescens Ehrh.
Mecanismos fisioldgicos de inhibicion

Largos periodos de vernalizacion, giberelinas

Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst.

Mecanismos fisiolégicos de inhibicion

Vernalizacion prolongada

Sorbus aucuparia L.



Causas Inhibicion morfoldgica y fisiologica

Generalmente largos tratamientos térmicos con alternancia

(B+C) Pretratamiento
de temperaturas
Ejemplos Muy frecuente en Rosaceae
Causas Inhibicion morfoldgica y fisiologica
(B+C,) Pretratamiento Larga estivacion seguida de larga vernalizacion
Ejamplos Fraxinus excelsiorL.; algunas poblaciones de Vitex agnus-cas-

tusL.; Paeonia sp. pl.

Tabla 13. Dormicién endégenay exdgena y pretratamientos para romperla.

Independientemente del sistema de clasificacién de la dormicidn, algunas semillas poseen
sistemas de germinacién complejos, los cuales implican muchas veces una combinacién de los
diversos tipos de dormicién. Si durante el ensayo de germinacién, o después de la siembra, las
semillas no durmientes (ya expuestas a un pretratamiento de eliminacion de la dormicién, ver
apartado 4.4) son expuestas a condiciones ambientales desfavorables (alta temperatura, anoxia,
exceso de agua, etc.), pueden activarse mecanismos fisioldgicos de bloqueo de la germinacién
(COME ¢ CORBINEAU, 1992). El resultado de esto son las llamadas “dormiciones inducidas o
secundarias”, denominadas asi para diferenciarlas de la “dormicién primaria” (la que estd pre-
sente en el momento de la diseminacién).

Las semillas sujetas a dormicién secundaria prefieren con frecuencia ciclos de tempera-
tura fuertemente variables para germinar, como sucede al final del invierno / inicio de la pri-
mavera (noches frias y dias calurosos). En estos casos, las siembras tardias que encuentran el
terreno demasiado “caliente” pueden provocar dormicién secundaria y, por lo tanto, anular la
germinacion.

En los casos en que, después de realizar diferentes pruebas experimentales, se obtengan valores
bajos de germinacidn, resulta indispensable investigar las posibles causas de estos resultados.
Estas pueden ser debidas tanto a diversas tipologias de dormicién como a la escasa vitalidad
del lote de semillas. Con el fin de determinar si el germoplasma examinado presenta alguna
forma de dormicién, puede procederse segun el siguiente esquema:

Realizar el ensayo sobre material fresco.

Determinar si se trata de semillas ortodoxas o recalcitrantes (HONG & ELLIS, 1996).

Examinar la estructura de las semillas (MARTIN, 1946) y verificar que las semillas estén

bien formadas y sin elementos patdgenos.

Hacer germinar en condiciones de oscuridad, a temperaturas comprendidas entre los
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5y los 30°C, las semillas enteras y los embriones excindidos analizando los resultados
obtenidos (figura 8.2).

- Si es necesario, valorar la existencia de fotosensibilidad positiva o negativa utilizando
semillas enteras y realizando pruebas de germinacién a la luz y a temperatura elevada
(20-30°C).

* Verificar la presencia de compuestos fendlicos en los tegumentos u otros tipos de sus-
tancias inhibidoras como resinas o aceites.

* Verificar la presencia de permeabilidad al agua.

¢ Determinar el efecto de tratamientos particulares como frio himedo, conservacion en
seco y giberelinas.

Figura 8.2: Comportamiento de semillas enteras y embriones durante las pruebas de germinacion

para identificar la presencia y el tipo de dormicion. -
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i nan a ninguna temperatura.
E HIPOTESIS 1: dormicién embrionaria a todas las
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:5"; a nivel tequmentario.
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4- Sin ninguna dormicion tegumentaria y dormicion
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turas.

HIPOTESIS 1: especie de climas templados (ej.:
Primula sp.pl.)

HIPOTESIS 2: dormicion embrionaria eliminable
con tratamiento frio (ej.: Taxus baccataL.)
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5- Sin ninguna inhibicién tegumentaria y dormi-
cion embrionaria a bajas temperaturas

Los tegumentos no obstaculizan de ningin modo
la germinacion (curvas idénticas), manifes-
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HIPOTESIS 1: especie de climas calidos (ej.:
Chamaerops humilis L. )

HIPOTESIS 2: especie tropical
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Armeria belgenciencis Donadille ex Kerguélen)

HIPOTESIS 2: presencia de fenoles (ej.: Rouya

polygama (Desf.) Coincy).

HIPOTESIS 3: fotosensibilidad positiva (gj.: Nige-

lla sativa L.).
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taria a altas temperaturas

Las altas temperaturas activan fendmenos de
dormicion embrionaria y de inhibicion tegumen-
taria, a temperaturas diferentes.

HIPOTESIS 1: especie de climas templados (ej.:
Arenaria provincialis Chatter et Halliday )
HIPOTESIS 2: presencia de fenoles (ej.: Belleva-
lia romana (L.) Reichenb.).
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8- Dormicién embrionaria e inhibicion tegumen-
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Las bajas temperaturas activan fenémenos de
dormicién embrionaria e inhibicién tegumentaria,
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HIPOTESIS 1: especie tropical

HIPOTESIS 2: especie de clima célido (ej.: Cha-
maerops humilis L.).
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En el caso del Banco de Germoplasma del Museo Nacional de Historia Natural de la Uni-
versidad de Lisboa, para la determinacion del tipo de dormicion de las semillas se utiliza la si-
guiente clave, adaptada de BASKIN ¢ BASKIN (2003B). Se asume que las semillas se encuentran
en condiciones ideales de germinacion.

1 Cubierta de la semilla / fruto impermeable al agua; embrion desarrollado 2
1 Cubierta de la semilla/ fruto permeable al agua; embrién desarrollado o no 3

2 Lagerminacion ocurre aproximadamente hasta las 2 semanas (generalmente es necesa-
rio menos tiempo) cuando la semilla / fruto se escarifica... dormicion fisica

2  La germinacion no ocurre durante las 2 semanas (generalmente ni siquiera prolongando
este periodo) tras haberse escarificado la semilla / fruto, aunque la semilla se embeba
unas horas después de la escarificacion... combinacion de dormicion fisica y fisiolégica

3 Embrion no diferenciado o si diferenciado, se encuentra poco desarrollado (pequefio) 4
3  Embrion diferenciado y completamente desarrollado (alongado) 6

4  Embrién no diferenciado... tipo especializado de dormicion morfoldgica o morfofisiolo-
gica

4  Embrion diferenciado pero poco desarrollado (pequeiio) 5

5 El embrion de las semillas frescas empieza a crecer (alongarse) durante un periodo que
varia desde pocos dias a 1-2 semanas y las semillas germinan dentro de 30 dias... dormi-
cion morfolégica

5  El embrion de las semillas frescas no crece durante un periodo de pocas semanas y las
semillas no germinan dentro de los 30 dias... dormicion morfofisiolégica

6 Lassemillas no germinan en 30 dias... dormicion fisiologica
6 Lassemillas germinan en 30 dias... sin dormicion

7  Desarrollo del ensayo de germinacion de confirmacion

Si después de haber realizado estas verificaciones, el numero de semillas germinadas resul-
ta escaso o inferior al 50%, pero los tejidos estan todavia integros, seria adecuado someter las
semillas a ensayos de viabilidad. En la figura 8.2 se muestran diversos ejemplos de las posibles
respuestas de las semillas enteras y embriones desnudos expuestas a pruebas de germinacién
realizadas en un amplio rango de temperaturas. Estos ensayos pueden poner en evidencia la
presencia y el tipo de una eventual dormicién. Otra aproximacion para la identificacion del ti-
po de dormicién presente en un lote o una especie de la cual no se tenga conocimiento alguno
se describe en el apartado 8.8. En este caso, las exigencias ecofisioldgicas de germinacidn estan
individualizadas a través de la simulacidn de los ciclos estacionales caracteristicos del drea de
distribucién de la especie de interés.



Como “pretratamiento” se entiende el conjunto de procesos, cuidados, manipulaciones y otras
actuaciones que preceden a la siembra, efectuados con el objetivo de maximizar la velocidad y
uniformidad de la germinacién (MEZZALIRA & PIOTTO, 2003; P10TTO, 2005). En este ambito,
los términos “pretratamiento” y “tratamiento” se pueden considerar sinénimos, si bien se uti-
liza con mas frecuencia el primero, sugiriendo un proceso aplicado “antes” de la germinacidn.
En sentido amplio, se consideran también como “pretratamientos” otros procesos que no tie-
nen que ver con la eliminacién de la dormicion (desinfeccion, etc.).

Por diferentes motivos, como la dormicién fisioldgica, la presencia de tegumentos especial-
mente gruesos e impermeables o de sustancias inhibidoras de la germinacién, un considerable
numero de semillas podria ser viable, atin no habiendo germinado al finalizar los ensayos co-
rrespondientes. Para obtener una mayor capacidad de germinacién de las muestras seria por lo
tanto oportuno pretratar las semillas antes de iniciar el ensayo propiamente dicho, eliminando
la dormicién. La duracién de estos tratamientos no debe ser valorada en el periodo concreto de
germinacion (ISTA, 2006).

Diferentes instituciones ofrecen informacién actualizada sobre los pretratamientos a los
cuales someter a las semillas de numerosas especies, como el International Seed Testing Asso-
ciation (ISTA), Bioversity International (antes IPGRI), Natural Resources Conservation Service
(United States Department of Agriculture), The Native Plant Network, The Reforestation, Nur-
sery and Genetic Resources Team, Kew Botanic Gardens (Seed Conservation Department), etc.
En la mayor parte de los casos, se estudian y actualizan permanentemente protocolos para la
optimizacién de los procedimientos de propagacion de plantas, o para la determinacion de la
calidad de las semillas, incluyendo la germinacién y los pretratamientos de eliminacién de la
dormicién. Sin embargo, en el caso de numerosas especies, muchas de ellas raras o amena-
zadas, no existe aiin informacién a partir de la cual se pueda recurrir a los procedimientos
descritos.

Se describen a continuacion los pretratamientos mas utilizados para romper la dormicién
de las semillas antes de la siembra o de los ensayos de germinaciéon. Dada la variabilidad ge-
nética que pueden presentar algunos lotes, los pretratamientos podrian actuar positivamente
solo sobre una parte del lote (sobre aquella porcién cuyas necesidades estin completamente
satisfechas por el pretratamiento), implicando selecciones no deseadas con pérdida de variabi-
lidad genética. En los tltimos afios se estan desarrollando estudios con el fin de contener dicho
riesgo (SUSZKA & al., 1994; JONES & GOSLING, 1994; P10TTO, 1997).

Con el término de vernalizacién o estratificacion fria se entiende la exposicion de las semi-
llas durmientes a temperaturas variables de entre +2°C y +5°C (COME, 1970) en condiciones
himedas y aireadas (desnudas o mezcladas con un sustrato blando como serrin) durante pe-
riodos que dependen de cada especie o lote. La vernalizacién simula la accién que el invierno
efecttia sobre algunas semillas.



Con el término de estratificacion calida o estratificacién célida se entiende la exposicion de
las semillas a una temperatura no superior a 30-35°C (generalmente 15-20°C) en condiciones
hiamedas, pero con una libre circulacién de aire por un periodo variable, segtin la especie. La
estratificacion cédlida creada artificialmente sustituye las condiciones del verano y casi siempre
precede a la fria. Cuando se aplican varios ciclos de estratificacion célida y estratificacion fria,
el altimo pretratamiento aplicado es el frio.

Con el fin de facilitar la germinacion de algunas plantas pirofitas, ademas de los tratamientos
térmicos pueden resultar de utilidad otros pretratamientos que producen el ahumado de las se-
millas (ej. Ericaceae; Cistaceae). El tratamiento, ideado y desarrollado en 1990 en el Kirstenbos-
cjh National Botanical Garden de Claremont, Cape Town (South Africa), consiste en la siembra
en discos de papel embebidos con una solucién saturada de una combinacién de sustancias
naturales que se liberan durante los incendios del fynbos sudafricano (vegetacién de tipo me-
diterranea). A estos discos se les agrega un volumen determinado de agua donde las semillas
son embebidas durante 24 horas. Otros centros de investigaciéon que se ocupan de especies
de ecosistemas mediterraneos han desarrollado tratamientos andlogos que tratan de imitar el
efecto de los incendios en la germinacién (como el calor, las cenizas, soluciones quimicas, hu-
mo y otros subproductos del fuego). Recientemente, el efecto del humo sobre la germinacion ha
sido estudiado en taxones de la cuenca mediterranea (CROSTI ¢ al., 2006). Siendo el efecto del
fuego sobre la vegetacion algo complejo (modificando la luz, la humedad, la temperatura y el
ambiente quimico), la presencia de humo ha de considerarse tan s6lo como uno de los posibles
factores que inducen a las semillas a romper la dormicién (FENNER & THOMPSON, 2005).

Las semillas de algunas especies pertenecientes a familias con tegumentos seminales o endo-
carpos lefiosos, muy duros e impermeables (ej. Fabaceae, Cistaceae, Convolvulaceae, Oleaceae,
etc.) deben ser escarificadas mediante pretratamientos de naturaleza mecanica, quimica y/o
fisica. La escarificacidon puede realizarse antes del inicio del ensayo, si bien en el caso de sospe-
char que este tratamiento pueda dafar las semillas puede realizarse al final de la prueba, y solo
en aquellas semillas que no estén embebidas.

La escarificaciéon mecanica incluye el agujereado, el corte o la abrasién con arena o lija de
los tegumentos externos (figura 8.3) con el fin de permitir la imbibicién de las semillas. La por-
cion de la semilla mas apta para la escarificacién mecanica es aquella situada inmediatamente
sobre el apice de los cotiledones (ISTA, 2006).

La escarificaciéon de tipo quimico supone generalmente la inmersion de las semillas en aci-
do sulfurico al 96% o acido clorhidrico 1IN durante un tiempo variable, con el fin de ablan-
dar o consumir parcialmente los tegumentos. Después del tratamiento, las semillas deben ser
escurridas en agua corriente abundante antes de proceder al ensayo de germinacion o a la
siembra.
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Figura 8.3: Semillas de Astragalus maritimus Moris antes (a) y después (b) de 24 horas de imbibicion.
Las semillas fueron lijadas con papel de vidrio.
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La escarificacién de semillas con agua caliente consiste en un tratamiento en agua hir-
viendo y posterior remojo durante 12-24 horas, con el fin de emblandecer los tegumentos y
favorecer su imbibicion. El agua debe ser alejada de la fuente de calor antes de introducir las
semillas, con el fin de parar el proceso de ebullicién. La mezcla esta generalmente constituida
por diez partes de agua por cada parte de semilla, y debe ser mezclada de vez en cuando hasta
su enfriamiento (MEZZALIRA ¢ PIOTTO, 2003).

Ademas de factores ambientales como la temperatura o la luz, las hormonas (ej., etileno, gi-
berelinas, citoquininas, acido abscisico) también influencian la germinacién. En general, el
etileno y las giberelinas estimulan la germinacién de las semillas. Por regla general son mas
frecuentemente utilizadas las giberelinas que el etileno ya que al tratarse este ultimo de un gas
no es tan facil su manejo en laboratorio.

La presencia de sustancias quimicas dentro de las semillas o en los tegumentos puede retardar
o inhibir la germinacion. La presencia de estas sustancias (ej. fenoles, resinas) puede ser detec-
tada por la formacion de halos de color en torno a las semillas, sobre el sustrato de germina-
cioén que se estd utilizando. Las sustancias inhibidoras de la germinacion pueden ser extraidas
con un prelavado en agua o en alcohol (90°) a una temperatura de 25°C, secando las semillas
antes de efectuar el ensayo. Para algunas plantas de la familia Poaceae conviene eliminar las
estructuras externas de las semillas, como el lema y la pdlea (ISTA, 2006).

Las sustancias fenolicas son a menudo responsables de la inhibicién de la germinacion, ya
que actuan disminuyendo el aporte de oxigeno al embrién, sobre todo cuando la temperatu-
ra es superior a 10°C. Su eliminacién puede realizarse mediante lavados sucesivos en agua o
alcohol, especialmente usando temperaturas de germinacién suficientemente bajas, con el fin
de aumentar la disolucidn del oxigeno en el agua de imbibicién (COME & CORBINEAU, 1992).
Ademas, sumergir las semillas en un fuerte oxidante (ej. agua oxigenada, hipoclorito de so-
dio NaClO) permite la oxidaciéon de numerosas sustancias inhibidoras haciéndolas ineficaces
(OGawa & IwABUCH], 2001), ademas de eliminar algunos patdgenos.



Los laboratorios de bancos de germoplasma no siempre estan dotados de los instrumentos y el
material técnico necesario para realizar ensayos de germinacién completos, que lleven a con-
clusiones rapidas y eficaces sobre las caracteristicas germinativas de una determinada especie.
Resulta por lo tanto muy importante anotar las condiciones verificadas o cualquier otro tipo
de observacioén, con el fin de definir y mejorar los protocolos con los medios disponibles. Algu-
nas combinaciones de temperatura/luz, temperatura/agua, etc., pueden permitir simplificar el
trabajo, si bien podrian ser dificilmente reproducibles en otro laboratorio que no disponga del
mismo equipamiento. Es necesario recordar que el agua, la temperatura y la luz juegan un pa-
pel especifico en cada especie, y que las combinaciones de estos factores, si no son controladas
con atencion, pueden complicar la interpretacion de los resultados de un determinado ensayo
de germinacién. A continuacion se ofrecen algunas recomendaciones generales utilizadas en
la Banque de Semences del Conservatoire Botanique National Méditerranéen de Porquerolles,
presentandose como sugerencias practicas en los casos en que se opere con limitaciones de
instrumental o equipamiento necesario para el estudio de la germinacién.

La calidad del agua debe ser la mejor posible, por tanto se recomienda el empleo de agua destila-
da o producida por ésmosis. Si el laboratorio no dispone de los medios adecuados para esta labor,
se puede utilizar agua mineral de mineralizacién débil disponible en comercios; este tipo es pre-
ferible al agua de fuente o de grifo, cuyas caracteristicas pueden variar en el tiempo. Si se utiliza
agua mineral, es necesario anotar en la ficha de germinacién la marca comercial del agua utiliza-
da. La botella de agua, una vez abierta, debe conservarse a +5°C y consumirse lo antes posible.

Los laboratorios deben valorar la conveniencia de adquirir agua o bien de emplear un des-
tilador o un equipo de tratamiento de agua mediante dsmosis. Debe evitarse el uso de puri-
ficadores domésticos, ya que atin eliminando el contenido en cal, los nitratos y los metales
pesados presentes en el agua corriente dejan sales de sodio que pueden resultar negativos para
la germinacién de algunas especies. La cantidad de agua utilizada para embeber el papel de
filtro durante el ensayo de germinacion debe ser controlada durante las primeras 48 horas, y
repuesta regularmente evitando la desecacion de las semillas.

En condiciones ideales, el laboratorio de un banco de germoplasma deberia disponer de una
bateria de cAmaras de incubacién de temperatura constante y/o alterna con iluminacién con-
trolada, y/o una cama caliente. Ni siquiera este equipamiento esta siempre disponible en estos
centros. Desde un punto de vista técnico y econémico, un incubador con temperatura cons-
tante es mas sencillo de adquirir, permitiendo el desarrollo de pruebas facilmente reproduci-
bles por otros. La eficacia de los ciclos térmicos depende de las temperaturas aplicadas, de la
duracién de la exposicion a cada temperatura, de la cadencia entre éstos y del tiempo que los
incubadores emplean en aumentar o disminuir la temperatura en funcién del ciclo definido,
determinando asi velocidades de germinacién diferentes.



El tiempo de iluminacién, los ciclos aplicados, la intensidad, la longitud de onda emitida, la
marca comercial de la cdmara de crecimiento, la vida media (en la mayor parte de los casos es
un ano) y la accesibilidad de la limpara empleada son elementos importantes que es necesario
valorar y anotar. Si se combina el pardmetro luz con alternancia de temperatura, en ocasiones
resulta dificil conseguir reproducir un protocolo de germinacion fuera del propio laboratorio.
Algunas veces la duracién de la iluminacién necesaria para inducir la germinacién de ciertas
plantas no supera los pocos minutos. Seguin los casos, las exigencias de germinacién en cuanto
a luz y oscuridad pueden ser anuladas gracias a la deshidratacion, decorticacion o escarifica-
cién de los tegumentos, la utilizacién de temperaturas mads frias para semillas inhibidas por
oscuridad o mas calientes para semillas inhibidas por la luz. La particular influencia de la
luz sobre las semillas explica por qué algunas de ellas, después de permanecer mucho tiempo
quiescentes en el suelo, germinan inmediatamente después del paso del arado, al ser llevadas
a la superficie. Las semillas fotosensibles a veces germinan mejor después de 6/12 meses de
conservacion en seco y al frio.

Si la aplicacion de giberelinas es necesaria para la produccion de plantulas, resulta adecuado
recurrir a un método de cultivo apropiado, a menudo realizable sélo en condiciones ambienta-
les controladas: iluminacién de al menos 14/24 h y alternancia de temperaturas con un cambio
muy pronunciado entre el periodo nocturno y diurno. Aun asi, aplicando este método de culti-
vo no todas las plantas podran mantenerse vivas. El empleo de giberelinas permite en muchos
casos eliminar la dormicion debida a la fotosensibilidad positiva de las semillas. La solucién de
giberelina producida en laboratorio se puede conservar en frio y en oscuridad, durante un pe-
riodo maximo de una semana, de otro modo se corre el riesgo de no obtener el efecto deseado.

Algunos fungicidas empleados para evitar infecciones durante la germinacién pueden indu-
cir efectos o retardos en el crecimiento, al igual que otros pesticidas ain no testados pueden
comportar defectos en el desarrollo, retraso en la floracién, etc. Es por ello desaconsejable el
empleo de fitosanitarios.

En condiciones de laboratorio, las semillas generalmente se colocan a germinar en placas de
Petri sobre uno o dos discos de papel de filtro. Aun asi, para determinadas especies es nece-
sario colocar las semillas a germinar sobre agar, ya que el agua no es suficiente para su germi-
nacién. En algunas orquideas cuya germinacién estd condicionada a la micorrizacion, resulta
necesario disponer agar con la adicién de hongos especificos. Semillas demasiado grandes o
cuyo desarrollo de la radicula es demasiado sensible, pueden colocarse en rollos horizontales
de papel de filtro. El uso de otro tipo de sustratos como arena o turba puede ser adecuado en
algunos casos para ayudar a la germinacién.
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8.6 Determinacion y elaboracion de protocolos

Para planificar correctamente los ensayos de germinacion es oportuno indagar antes en la bi-
bliografia disponible, con el fin de recopilar la mayor informacién sobre la anatomia, la fisio-
logia y la biologia de las semillas, ademas de la autoecologia del taxén en estudio. Al mismo
tiempo, es util consultar, en publicaciones especificas o a través de paginas web de institucio-
nes reconocidas, férmulas y protocolos de germinacién ya experimentados. De este modo sera
posible, a partir de los instrumentos y las metodologias disponibles, programar un protocolo
especifico, individualizando los diferentes parametros o el nimero de las réplicas en funcién
de la disponibilidad de las semillas. En el caso de no disponer de informacion previa, se acon-
seja ensayar los protocolos de especies filogenéticamente proximas o de especies que posean la
misma ecologia.

Existen diversos métodos para la estandarizacion de la elaboracion de protocolos de germi-
nacién (TERRY & al., 2003); se considera que tales procedimientos estan condicionados por la
estructura y los instrumentos del banco (por ejemplo el nimero de incubadores, si estan dota-
dos de regulacién térmica y de fotoperiodo, etc.), por lo que cada banco puede adoptar el pro-
tocolo mds adecuado en funcién del equipamiento disponible y de sus propias exigencias. En
la Tabla 14 se muestra el esquema de toma de decisiones disefiado en el banco de germoplasma
de Cerdefia (Banca del Germoplasma della Sardegna, BG-SAR), elaborado mediante un sistema
dicotémico, a partir de los estandares internacionales del IPGRI (19858) y el ISTA (2006).

n. Busqueda bibliografica preliminar

Consulta de formulas o protocolos de germinacion ya experimentados, incluyendo
de taxones parecidos segin criterios filogenéticos y/o ecolégicos:
a  No existe un protocolo ya definido 3

Existe un protocolo definido

E. Pretratamientos -

a  Estivacion (ej. Primulaceae)

b Vernalizacion (ej. Cistaceae)
€ Ahumado (ej. Ericaceae)
d  Escarificacion (ej. Fabaceae)

€  Hormonas

L L

Eliminacion de sustancias inhibidoras de la germinacion (ej. Poaceae)

ﬂl-

a  Semillas no embebidas

b Semillas embebidas 5
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ﬂ. Siembra (se requiere estudios previo sobre dormicion)
a  Tratamiento quimico (KNO,, GA3, etc.)
i Oscuridad y temperatura constante
germinacion < 30%% 6
germinacion > 30% 7
ii Fotoperiodo y temperatura constante
germinacion <30% 6
germinacion > 30% 7
iii Fotoperiodo y temperatura alternante
germinacion <30% 6
germinacion > 30% 7
b Agua destilada (ningiin tratamiento)
i Oscuridad y temperatura constante
germinacion < 30%% 6
germinacion > 30% 7
ii Fotoperiodo y temperatura constante
germinacion < 30% 6
germinacion > 30% 7
iii Fotoperiodo y temperatura alternante
germinacion < 30% 6
germinacion > 30%
ﬂl-
a8  No se confirman los resultados del ensayo de germinacion (viabilidad alta)
b Se confirman los resultados del ensayo de germinacion (baja viabilidad)
ﬂl-
No se confirman los resultados

Los resultados se confirman — Validacion del protocolo
Tabla 14. Clave dicotomica para la validacion de protocolos de germinacion.

El nimero de semillas (Ns) que debe analizarse puede variar en funcién de la disponibi-
lidad efectiva de las mismas (si la cantidad es baja a menudo se renuncia a realizar pruebas
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destructivas) asi como de los diferentes protocolos utilizados. En relacion al numero de semi-
llas disponible y a partir de la experiencia propia desarrollada en el banco de germoplasma de
Cerdefia (BG-SAR), se propone el siguiente esquema:

Ns < 500 unidades = no se efectdia el ensayo de germinacién

Ns entre 500 - 1000 unidades = el n° de semillas a analizar no supera el 10 %

Ns entre 1000 - 5000 unidades = el n° de semillas a analizar no supera el 15%

Ns > 5000 unidades = el n° de semillas a analizar no supera el 20%

Cuando no existe una limitaciéon numérica, suelen colocarse 25 semillas en cada réplica,
ralizando para cada tratamiento 4 réplicas. Es necesario considerar que, trabajando con pobla-
ciones de taxones raros y/o en riesgo de extincion, dificilmente se tendran a disposicion lotes
con mds de 500 semillas. En estos casos la seleccion del nimero de réplicas y de semillas por
réplica debe ser atentamente ponderada tomando en consideracién pardmetros como el grado
de amenaza del taxdn, la disponibilidad de material proveniente de otras poblaciones del mis-
mo taxén y la disponibilidad de material de la misma poblacién de afios precedentes.

Las condiciones estandar de germinacion a las cuales someter semillas de taxones no cono-
cidos contemplan la combinacién de los siguientes factores:

Temperaturas de 5°C, 10°C, 15°C, 20°C, 25°C (teniendo en cuenta también el area geo-
grafica del taxén en estudio)

Fotoperiodo alternante de 12/12 h

Agar 0,5%-1% o papel absorbente (3 hojas)

Acido giberélico 120-800 ppm (IBPGR, 1985B)

Duracidn del ensayo variable de 30 a 60 dias, salvo excepciones

1 6 maés placas Petri de dimensién variable segtin las semillas

KNO, (0,2% p/v) (COME, 1970; IBPGR, 19858; ISTA, 2006)

La réplica a 5°C, mientras no se obtengan resultados positivos en 1 6 2 meses en las prime-
ras pruebas, puede ser transferida a temperaturas superiores, para valorar la eventual necesi-
dad de un periodo de vernalizado. Existen, sin embargo, especies para las cuales la temperatu-
ra 6ptima de germinacion estd proxima a los 5°C (ej. Fagus sylvatica L.).

Los sustratos mas frecuentes (agar o papel absorbente) presentan caracteristicas diferentes
y son utilizados en funcién de las condiciones del ensayo y de la tipologia de las semillas, con
la posibilidad de trabajar en ambiente estéril o con semillas / esporas de dimensiones muy
reducidas (ej. esporas de pteridofitos o semillas de Orchidaceae), o con semillas de grandes
dimensiones que pudieran absorber toda el agua presente en la solucién de agar determinando
asi un factor limitante para la germinacién.

Para permitir un andlisis correcto de los resultados (ver apartado 7.7) se recomienda re-
alizar las observaciones (figura 8.4) todos los dias inmediatamente después del comienzo del
ensayo y, después de un mes, cada dos dias durante la duracién del mismo.

Cuando el resultado negativo de la prueba de germinacién sea imputable a contaminacién
flngica, serd necesario repetir la prueba, previo tratamiento antimicético. Dicho tratamiento
puede ser efectuado antes del inicio del ensayo, sumergiendo el material en una solucién de
hipoclorito de sodio (NaClO) de tipo comercial al 1-2% durante 5-10 minutos. Como alter-
nativa, en el momento de la siembra de las réplicas en placas de Petri, embebiendo el papel de



Técnicas de conservacion ex situ

foto: E. Mattana

Figura 8.4: Control del ensayo de germinacion de Astragalus maritimus Moris.

filtro con una solucién de hymexazol al 36 % p/v, funguicida que puede ser utilizado sobre las
semillas o el sustrato (DE LINAN, 2004), a una concentracién de 0,1 ml de producto por 500 ml
de agua destilada.

En el caso de aparecer infecciones durante el ensayo, debe sustituirse la placa Petri y el
papel de filtro. Posteriormente se lavan las semillas con agua y se tratan con hipoclorito de
sodio. Para las semillas especialmente rugosas y dificiles de esterilizar, es preferible emplear
tensoactivos en soluciones especificas como “Tween 20 ™ “ y preparar una solucién al 0,1%;
Este compuesto reduce la tension superficial y favorece un mejor contacto del liquido con el
tegumento de la semilla. Después del tratamiento, el germoplasma debe ser meticulosamente
lavado con agua corriente.
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Las observaciones efectuadas durante el ensayo de germinacion permiten caracterizar los re-
sultados obtenidos. A dicho fin se presentan a continuacion algunas herramientas ttiles.

Durante el seguimiento del ensayo de germinacion es posible observar y anotar el nimero de
las semillas germinadas y muertas; al finalizar el ensayo se pueden identificar las siguientes
categorias de semillas (ISTA 2006).
Germinadas: observacion de la emergencia de la radicula.
Embebidas: semillas que al final del ensayo, atin estando frescas, viables y embebidas no
han germinado.
No embebidas: semillas que al final del ensayo no han sido embebidas (generalmente tie-
nen tegumentos muy duros que necesitan escarificacion).
Muertas: semillas muertas en los diferentes controles.
Otras categorias: semillas que no entran en las categorias arriba indicadas; en particular,
aquellas atacadas por plagas y semillas vacias (ISTA, 2006).

La suma de los porcentajes de las semillas pertenecientes a todas las categorias debe ser
igual a 100 y su numero total debe corresponderse con el nimero de semillas colocadas en pla-
ca al inicio del ensayo. Entre el numero de semillas germinadas es posible efectuar una ulterior
distincion (ISTA, 2006):

Semillas germinadas con plantulas normales: se consideran plantulas normales aquellas
provistas de érganos esenciales para la vida de la futura planta. Estas se distinguen en
tres categorias: plantulas intactas, con leves defectos y con infecciones secundarias.
Semillas con pldntulas anormales: semillas que aun habiendo germinado no presentan
plantulas que puedan ser consideradas normales. También en este caso se distinguen tres
categorias: plantulas danadas, deformadas y deterioradas. Para la valoracién de las plan-
tulas resulta de particular ayuda el manual del ISTA Seedling Evaluation (DON, 2003).

Los porcentajes de germinacién se calculan para cada réplica y vienen dados de la relacion
entre el nimero de semillas germinadas y el numero total de semillas - las semillas vacias,
multiplicado por 100:

(Numero de semillas germinadas / Nimero total de semillas — semillas vacias) x 100

El porcentaje final del ensayo sera calculado haciendo la media entre todas las réplicas so-
metidas a las mismas condiciones de germinacién.

El T, es el pardmetro mds utilizado para determinar la velocidad de germinacion. Se calcula
en nimero entero de dias y corresponde al tiempo necesario para obtener el 50% de la capaci-
dad germinativa del lote (COME, 1970).



Tal valor se puede calcular por interpolacion linear segun la formula de COOLBEAR & al.
(1980), ligeramente modificada segtin la definicion ofrecida por THANOS & DoussI (1995):

[(N/2)- N (T T)]
Tyy= +T,

N,-N

2 1

Donde:

N = porcentaje final de semillas germinadas

NI= porcentaje de semillas germinadas por debajo de N/2

N2= porcentaje de semillas germinadas por encima de N/2

T1=numero de dias que corresponden a N1

T2= numero de dias que corresponden a N2

El cdlculo del T, resulta mucho mds ttil en los casos en que el periodo de germinacién
resulte muy largo (varios meses) y permite ademas verificar siempre la calidad del protocolo.
Permite también valorar indirectamente el vigor de un lote de semillas, ya que la velocidad de
germinacion no es mds que una representacion de la capacidad germinativa de algunas de las
semillas del lote.

Es el tiempo necesario (en dias) para observar la primera semilla germinada. No depende so-
lamente de las caracteristicas de la especie, sino también del estado de envejecimiento de lotes
conservados. Este protocolo permite comparar los resultados obtenidos en semillas testadas
justo después de la recogida y después de varios afios de conservacion.

Paralelamente también puede ser calculado el tiempo medio de germinaciéon (MGT) medido
en dias, el cual permite conocer el tiempo medio de germinacién de las semillas analizadas
(TOMPSETT & PRITCHARD, 1998). Este valor se calcula determinando el nimero de semillas
germinadas cada dia, considerando el total de semillas germinadas:

2nd

N

MGT=

Donde:

n,: n° de semillas germinadas en el dia d

d: ntimero de dias desde el inicio del test de germinacién
N: n° total de semillas germinadas al final del ensayo.

Se define el Valor Pico como el porcentaje de germinacion en un punto T respecto al nimero
de dias necesarios para alcanzar este punto, asi pues la expresién matematica para su célculo
es la siguiente:



Valor Pico = % de germinacién en T(%) / punto T (dias)

El punto T (punto en que se cortan la curva de germinacion y una recta tangente a la mis-
ma desde el origen) indica el momento en que la velocidad de germinacién empieza a descen-
der de modo que la grafica queda dividida en dos tramos: un tramo inicial en que la velocidad
es mas rapida y otro en que la germinaciéon es mucho mas lenta. Con la lectura diaria de la
germinacion se elabora la llamada grafica de germinacién acumulada

El valor de Germinacién media diaria (GMD) resulta de gran interés para establecer com-
paraciones entre el comportamiento de unos taxones y otros, pero debe tratarse de ensayos de
la misma duracion. Para su calculo se emplea la expresion:

GMD = % de germinacion total (%) / Duracion del ensayo (dias)

El Vigor de Germinacién relaciona los parametros VP y Germinaciéon Media Diaria (GMD)

mediante la expresion siguiente:

VG =VPx GMD

Los calculos que se efecttien dependeran del estudio realizado y de los objetivos. Los mas fre-
cuentemente utilizados son los dos primeros (% total de germinacién y velocidad de germina-
cién definida como T, ). Ademas del T, se pueden calcular otros tipos de velocidades tal como
el T, (tiempo necesario para que se llegue al 25% de la germinacion) o el T, (tiempo para que
suceda el 75% del total de la germinacién). Otros pardmetros como la uniformidad (T..-T,,)
o la asimetria (T, /MGT) también permiten caracterizar el comportamiento de las curvas de
germinacion. La uniformidad nos permite conocer la progresion de la germinacién entre de-
terminados intervalos de tiempo mientras que la asimetria nos da una idea de si en la muestra
germinan mds semillas antes o después del T, .

Estos parametros pueden ser calculados manualmente, aunque existen algunas aplica-
ciones informadticas que facilitan la obtencién de estos pardmetros estadisticos, como “Seed
Calculator” (Plant Research International, www.plant.wageningen-ur/products. Como alter-
nativa, pueden utilizarse herramientas de ajuste a curvas que permiten una interpretacién de
las mismas. Estas herramientas determinan el modelo que mejor se ajusta a un determinado
ensayo y obtienen los pardmetros que describen esa curva.

Con los resultados obtenidos durante los ensayos de germinacion es posible trazar diferentes
tipos de curvas para su andlisis, y la obtencién de graficos (figuras 8.5y 8.6) para caracterizar y
visualizar los datos. Se puede utilizar el T, en lugar del porcentaje de germinacién.

En la figura 8.5 se representa en ordenadas el porcentaje de germinacion y en abscisas el tiem-
po; se puede deducir que el retraso de germinacidn con relacién a la temperatura empleada
para el ensayo es de 18 dias a 20°C, 42 dias a 15°C y 48 dias a 10°C. El tiempo total de la prueba
es de 42 dias a 20°C, siendo mayor para el resto de temperaturas. En términos de calidad y ve-
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locidad de germinacidn, la temperatura mas eficaz para este lote, en las condiciones del ensayo
(semillas enteras, oscuridad, placa Petri o humidificada con agua destilada) es, por lo tanto, de
20°C. Este ensayo ha sido realizado sobre Pancratium maritimum L., especie que no presenta
dormicién o particulares inhibiciones de la germinacién, utilizado para generalizar los resul-
tados porcentuales de germinacién en funcién de diferentes protocolos normalmente aplica-
dos. Se han utilizado semillas frescas para la valoracion de la calidad del lote a la entrada.

A través de los graficos se pueden comparar diversas series de datos, con el fin de valo-
rar de un modo inmediato diferentes protocolos, métodos de conservacion, recolecciones
en poblaciones diferentes o de una misma poblacién pero con muestreos realizados en afos
consecutivos.

Porcentaje de germinacion con relacién a diferentes protocolos

En la figura 8.6 se representa el porcentaje de germinacion y la temperatura de los diferentes
protocolos testados. Gracias a esta tipologia de grafico es posible valorar los diferentes méto-
dos de conservacion y determinar la temperatura éptima de germinacion. Los ensayos utilizados
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para dicha generalizacién han sido realizados sobre muestras de una tnica recoleccion, tanto
en el momento anterior a la conservacion como después de varios afios de almacenamiento de
semillas congeladas y liofilizadas. Las semillas recién recogidas han sido expuestas a pruebas
para valorar las caracteristicas germinativas del lote, que sirven como referencia para los ensayos
sucesivos. Las semillas han sido lavadas y almacenadas con gel de silice a la temperatura indicada
en el grafico, excepto aquellas conservadas a temperatura ambiente de laboratorio (15-38°C). La
comparacion entre la curva de las semillas frescas con las sometidas a diferentes métodos de con-
servacion (5°C, congelacion y liofilizacién) muestra como en el momento de la recogida, a través
del ensayo de germinacion, el total de las semillas no habia alcanzado atin la madurez fisiologica.
Las semillas conservadas sufren una posmaduracién, alcanzando el lote una mayor homogenei-
dad después de su deshidratacion (conservadas en frio, a temperatura ambiente de 20°C).

En el grafico se evidencia una temperatura éptima de germinacién de 20°C para las semi-
llas recién recogidas. Pudiera ser que la temperatura dptima sea en realidad de 15°C, excepto
para las semillas liofilizadas, que germinan bien en un amplio rango de temperaturas. El gra-
fico también parece indicar que la temperatura dptima para la germinacion esta entre 15°C y
20°C, mientras que se observa una fuerte bajada porcentual de germinacién a temperaturas
inferiores. Considerando que las semillas presentan un rango de temperatura éptima mas es-
trecha, que va reduciéndose al aumentar el tiempo de conservacion, y que las semillas dismi-
nuyen su vitalidad con el aumento del tiempo de almacenaje, es posible extraer una hipdtesis
sobre el método mas adecuado de conservacion. A tal fin se evidencia la utilidad de continuar
profundizando en el estudio de los distintos lotes de una recoleccién, para la valoracién del
mejor método de conservacion para cada taxdn.

Cada experiencia realizada produce un conjunto de resultados numéricos que seran utili-
zados para responder a cuestiones especificas. A pesar de ello, estos datos presentan una varia-
bilidad que sélo es detectada cuando utilizamos analisis estadisticos. Por ejemplo, en 3 lotes
de semillas fue registrada una germinacion de 50%. En el lote A, las 4 réplicas germinaron un
total de 50% en cada una. En el lote B, 2 réplicas germinaron al 100% mientras que en las otras
2 no germind ninguna semilla. En el lote C, en 2 réplicas germinaron 75% de las semillas y en
el resto s6lo 25%. Ninguno de los 3 resultados anteriores es errado aunque a las conclusiones
que podemos llegar segun cada uno de ellos pueden ser completamente diferentes si conside-
ramos la variabilidad estadistica.

Para cada grupo de datos, debe primero verificarse si los datos siguen una distribucién
normal. En el caso de trabajar con porcentajes, la normalidad se obtiene aplicando una trans-
formacién de tipo arcsen lo que permite la posterior utilizacion de los datos en analisis para-
métricos que posibilitan la comparacién de datos de varios grupos, mediante andlsisis de tipo
ANOVA o t de Student. Los resultados permiten verificar nuestra hipdtesis y la existencia o no
de diferencias significativas entre nuestras réplicas de trabajo.



En sentido amplio, la ecologia de las semillas abarca todos los procesos relacionados con la
respuesta ambiental de una especie, desde la embriogénesis hasta la germinacién y la dormi-
cion (ver capitulo 8), incluyendo la dispersion y los bancos de semillas del suelo (ver capitulo
3) (FENNER & THOMPSON, 2005). Las incdgnitas referidas a la germinacion pueden, en muchos
casos, esclarecerse a partir de estudios programados que tiendan a explicar las caracteristicas
del ciclo reproductivo de una determinada especie y su relacién con las condiciones ambien-
tales especificas que provocan la germinacion (ecofisiologia de la germinacion).Este tipo de
aproximacion al conocimiento cientifico de la propagacion se inicié en los Estados Unidos en
los afios 90, a través de procedimientos que han sido progresivamente mejorados (BASKIN &
BASKIN, 1998; P1oTTO ¢ CROSTI, 2005). En dichos estudios se suelen emplear semillas frescas
(diseminadas o recolectadas recientemente), debido a que las semillas conservadas en plazos
medios o largos pueden en ocasiones modificar sus propias caracteristicas. Resulta importan-
te, en cualquier caso, determinar si el almacenamiento implica algin tipo de modificacién en
la fisiologia de las semillas, como la induccién o eliminacién de la dormicién.

En este apartado se detalla una linea de estudio que puede resultar de interés para el desa-
rrollo de estudios aplicados a bancos de semillas, especialmente dirigidos a optimizar las prue-
bas de germinacién a partir del conocimiento ecolégico de cada especie. Un repaso sintético
sobre los aspectos a tener en cuenta en los estudios ecolégicos de la germinacién y los errores
mas comunes detectados entre los investigadores puede consultarse en BASKIN & al. (2006).

En primer lugar es necesario conocer el origen de la especie en cuestion y tanto como sea posi-
ble la propia biologia de la especie (época de maduracion del fruto, momento de germinacion,
etc.). Esta informacion servird para programar las experiencias de germinacién. Es necesario
recordar que las semillas pertenecientes a especies silvestres de regiones templadas y frias es-
tan especialmente adaptadas a estos ambientes, de tal modo que requieren permanecer en el
terreno durante un invierno (a veces durante un verano y un invierno), condiciones que elimi-
nan de forma natural la dormicién, consintiendo asi la germinacion.

Como primera indicacion sobre el tipo de dormicién que caracteriza a las semillas de una
especie dada, puede ser de ayuda tener en cuenta el modo de diseminacién de la planta de in-
terés. Conocer este aspecto resulta util para intuir la perdurabilidad de la semilla, ademas del
tipo de dormicion de la especie, sobre todo si la informacioén puede completarse con la obser-
vacién de la estacién en que germinan la mayor parte de las semillas que se dispersan. A partir
de esta premisa, y por afinidad con el comportamiento de especies conocidas, pueden surgir
algunas respuestas. Algunos ejemplos de dormicion ligada a la diseminacién (y no necesaria-
mente provocada por ella) pueden servir para aclarar estos aspectos:

Muchas especies de ambientes fluviales (ej. Populus, Salix, Ulmus, etc.) diseminan en
primavera, produciendo generalmente semillas no durmientes que germinan inmediata-
mente (siendo de poca perdurabilidad).

Las semillas de especies que diseminan en otofio y que germinan durante la primavera



siguiente tienen una dormicién que se elimina generalmente con un periodo de frio hi-
medo (el invierno al que son expuestas en condiciones naturales).

Las semillas contenidas en frutos de colores vivos frecuentemente ingeridos y disemina-
dos en otofo-invierno por aves o pequefios mamiferos, muestran una dormiciéon muy
compleja y en algunos casos dificil de eliminar (ej. Cornus, Crataegus, Ilex, Viburnum,
etc.). En otros casos la dormicion se rompe a través del uso de dcidos o productos abrasi-
vos que simulan el paso por el tracto digestivo de los vectores de dispersion.

Las semillas que, diseminadas al final de la primavera o verano, germinan durante la se-
gunda primavera tras la dispersion, muestran generalmente dormicién morfofisiolégica,
necesitando condiciones célidas y himedas (verano), seguidas de periodos frios y hime-
dos (invierno) para poder germinar (ej. Rosaceae).

Las semillas que son dispersadas en primavera o en verano y germinan durante el otoiio
o el invierno siguiente, presentan una dormicién que puede ser quebrada por un periodo
de calor seco (verano, incendios) que les facilita la entrada de agua (ej. Cistaceae).

La metodologia desarrollada en Estados Unidos por BASKIN & BASKIN (2003B) para de-
terminar las exigencias requeridas por las semillas para la germinacién puede ser aplicada de
manera relativamente sencilla (si bien con limitaciones debidas a la infraestructura cientifica
disponible) y con la suficiente plasticidad como para ser adaptada a especies caracteristicas de
climas diferentes. Inicialmente, estas pruebas consistian en el seguimiento de las fases fenolé-
gicas que suceden a la dispersion, a través de una siembra realizada inmediatamente después
de la diseminacién, en ambientes naturales controlados con el fin de evitar dafios por depre-
dacién. Extremadamente importante era confinar las semillas en sacos de fieltro e introducir-
los en pequenias celdas de metal (para identificar mejor las zonas de deposicién y prevenir la
depredacién). El material se desenterraba y observaba periddicamente para establecer la evo-
lucién de la germinacién. Progresivamente, se ha desarrollado una metodologia andloga pero
realizada en ambientes controlados (armarios termoestaticos) que resultan menos expuestos
a situaciones aleatorias y que ofrecen la posibilidad de mantener las condiciones estables. De
este modo se puede llegar a determinar la temperatura o la secuencia de temperaturas nece-
sarias para eliminar la dormicién en especies de las cuales se desconoce la ecofisiologia de la
germinacion.

Para el funcionamiento de los armarios termoestaticos u otros ambientes termo-contro-
lados empleados para las pruebas de germinacion, se eligen varias temperaturas, constantes o
con alternancia diaria, que simulan las condiciones térmicas del aire en las diferentes estacio-
nes del afio, y en la region de interés. Generalmente se prevén dos sucesiones (Tabla 15) que,
basadas en la propia sucesion estacional, parten del invierno o del verano, respectivamente.
Las semillas embebidas son expuestas en paralelo a ambos recorridos, siendo controladas has-
ta la germinacién. En funcién de la disponibilidad de las semillas, la prueba puede realizarse
en oscuridad y/o con fotoperiodo. La duracién del fotoperiodo la define el investigador, si bien
en nuestras latitudes generalmente estd comprendida entre 8 y 14 horas de luz diarias; la dura-
ci6on del periodo de noche/dia estd también determinado por la energia que nuestras camaras
de germinacion puedan irradiar. La luz es incorporada durante la fase calida del ciclo térmico,
o en una parte cualquiera del dia si estd prevista la alternancia diaria de temperaturas (por



ejemplo, durante el invierno, a 5°C de forma constante). Para cada uno de los regimenes tér-
micos empleados en las pruebas se prevén repeticiones desarrolladas siempre en las mismas
condiciones de temperatura y luz durante la duracién de la prueba (control). Las semillas que,
sometidas constantemente a un determinado régimen térmico, no germinan en 30-40 dias, se
consideran durmientes.

El investigador ajustard las temperaturas de los ciclos para acercarlos lo mas posible a las
registradas en el area de distribucién de la planta estudiada. En relacién con la disponibili-
dad del equipamiento, algunas estaciones del afio pueden eliminarse: puede prescindirse, por
ejemplo, del inicio de la primavera y del final del otofio, teniendo la cautela de alargar otras
cuatro semanas los periodos correspondientes al final de la primavera y al inicio del otofio (Ta-
bla 15). De este modo se dispondra de tan solo tres regimenes térmicos diferentes, que pueden
desarrollarse en un solo armario en el cual se incorporen los ciclos de forma sucesiva, o bien
disponiendo tres armarios diferentes, cada uno con un ciclo fijo, a los cuales se transfieren
las semillas a medida que se completan los periodos simulados de las estaciones. Si se elige
duplicar el experimento también en oscuridad, no son necesarios otros armarios termoesta-
ticos, bastando con envolver los contenedores empleados para alojar las semillas con papel de
aluminio. El seguimiento de las semillas germinadas se lleva a cabo semanalmente o con una
mayor frecuencia (ej. cada dos dias); en el caso del tratamiento en oscuridad el conteo deberia
efectuarse bajo luz modificada respecto al espectro visible.

En el caso de especies raras, endémicas o amenazadas, no es raro descubrir la carencia total
de referencias bibliograficas sobre su germinacién y multiplicacién. Dado el poco material de
que se dispone, interesa realizar previamente ensayos con material de otras especies del mis-
mo género, para poder emplear asi el mejor resultado obtenido en otras especies como referen-
cia para iniciar los experimentos. Por otro lado, las plantas raras presentan a veces mecanis-
mos particulares de germinacidn, incluso entre diferentes poblaciones del mismo taxén. Por
ejemplo, en el caso de Fritillaria hispancia Boiss ¢ Reut, se observé que las semillas de una de
sus poblaciones (Penyagolosa, Castellon) necesitaron temperaturas bajas de ca. 4-5°C durante
aproximadamente 2 meses para germinar, mientras que semillas del mismo taxon, recolectadas
el mismo afio en otra poblacién (Pla de la Nevereta, Quatretonda, Valencia) germinaron sin
vernalizacion en un porcentaje similar. En otras ocasiones se requieren condiciones especificas
de baja temperatura, o fluctuaciones de temperatura muy bruscas, con cambios de 30-32°C a
7°C, como es el caso de Diplotaxis ibicensis (Pau) Gémez-Campo, cuyas semillas germinaron
en un 95% en el afo 2001 (sembradas en placa Petri, en condiciones de invernadero) mientras
que en laboratorio, con un rango de temperaturas constantes, germind tan solo el 21%.

Conservar y gestionar correctamente el germoplasma significa también conocer las estra-
tegias que las especies emplean para su perpetuacion; lo cual necesitamos conocer con ma-
yor interés en especies amenazadas, con objeto de propiciar el desarrollo de tales estrategias
y frenar en la medida de lo posible su estado de amenaza, asi como paralelamente conservar
germoplasma como reserva, de modo que se pudieran obtener nuevos ejemplares del taxén en
cuestidnen caso de que sucediesen desastres naturales que llevasen irremediablemente a pérdi-
das considerables de taxones.



Sem Sucesion paralela de ciclos térmicos Control

(A) (8) (©) (D) (E) (F)

4 repeticiones 4 repeticiones 4 rep. 4 rep. 4 rep. 4 rep.

de 25 semillas de 25 semillas de 25 de 25 de 25 de 25
semillas | gemillas | semillas | semillas
12 | 5°C invierno 25/15°C verano 5°C 15/6°C 20/10°C 25/15°C
4 | 15/6°C inicio primavera | 20/10°C inicio otofio 5°C 15/6°C 20/10°C 25/15°C
4 | 20/10°C fin primavera 15/6°C fin otofio 5°C 15/6°C 20/10°C 25/15°C
12 | 25/15°C verano 5°C invierno 5°C 15/6°C 20/10°C 25/15°C
4 | 20/10°C inicio otofio 15/6°C inicio primavera ** | 5°C 15/6°C 20/10°C 25/15°C
4 | 15/6°C fin otofio 20/10°C fin primavera ** | 5°C 15/6°C 20/10°C 25/15°C
12 | 5°Cinvierno 25/15°C verano 5°C 15/6°C 20/10°C 25/15°C
4 | 15/6°C inicio primavera * | 20/10°C inicio otofio 5°C 15/6°C 20/10°C 25/15°C
4 | 20/10°C fin primavera * | 15/6°C fin otofio 5°C 15/6°C 20/10°C 25/15°C
12 | 25/15°C verano 5°C invierno 5°C 15/6°C 20/10°C 25/15°C
4 | 20/10°C inicio otofio 15/6°C inicio primavera 5°C 15/6°C 20/10°C 25/15°C
4 | 15/6°C fin otofio 20/10°C fin primavera 5°C 15/6°C 20/10°C 25/15°C

LIl el proceso puede continuar, si fuera necesario, repitiendo los mismos ciclos {4

Tabla 15. Esquema de pruebas experimentales para la determinacion de la temperatura o ciclo de tem-
peraturas necesarias para eliminar la dormicion, en los casos en que la peculiaridad de este caracter
genético no sea conocida. La primera columna (Sem) indica el nimero de semanas para las fases del
tratamiento. Modificado de Baskin & Baskin (20038) (ver texto para mas detalles).

Si la especie necesita solamente frio y humedad invernal para romper la dormicion y de tem-
peraturas mas elevadas para germinar, las semillas que comienzan con la fase fria (columna A)
germinardn en el periodo que simula la estacién sucesiva (primavera), mientras que las semi-
llas de la columna B germinardn durante su quinta o sexta fase (también representadas por la
primavera) solo después de pasado un periodo invernal. No se observard germinacion en los
controles con temperatura constante. Una variante de este caso clasico podria darse con semi-
llas capaces de germinar a temperaturas muy bajas, una vez satisfecha la necesidad de frio, en
cuyo caso podria observarse germinacion tanto al término de la primera fase de la columna
A, como de la cuarta fase de la columna B, ambas a bajas temperaturas, o bien después de un
cierto periodo de permanencia a 5°C de forma constante (columna C).

Las semillas que necesitan, en secuencias sucesivas, de calor humedo (verano) + frio hu-
medo (invierno) para romper la dormicién, germinardn durante la segunda primavera si son
expuestas a la secuencia prevista en la columna A (Tabla 15, sefialado con un asterisco). Esto



sucede normalmente, de forma natural, en especies de la familia Rosaceae, o en el caso del fres-
no excelso (Fraxinus excelsior L.). Si, por el contrario, se comienza con la fase célida (columna
B), la germinacién se observa apenas completado el requerimiento de calor himedo + frio
himedo (Tabla 15, sefialado por dos asteriscos). Al término de la incorporacién de eventuales
tratamientos debe tenerse en cuenta que las semillas que tienen este altimo tipo de dormicién
(denominada morfofisiologica), necesitan pasar por la fase calida en primer lugar, para com-
pletar el desarrollo del embridn, y solo después por la fase fria, la cual acttia eficazmente desde
un punto de vista fisioldgico solo si el embrién ha alcanzado la madurez. Es evidente que el
desarrollo de un procedimiento paralelo, donde las sucesiones térmicas comienzan con esta-
ciones diferentes (invierno y verano), permite obtener respuestas mas rapidas.

Los resultados de estos estudios podrian requerir una mayor profundidad, con el fin de
determinar, por ejemplo, la duracién adecuada de los ciclos térmicos. Del mismo modo puede
resultar util, con el fin de optimizar un desarrollo simultdneo de la germinacién, la individua-
lizacién de la temperatura de germinacién éptima que debe ser aplicada después de romper la
dormicién. Las temperaturas ideales para la germinacion son a veces mds bajas de cuanto se
podria prever, sobre todo en ambientes mediterraneos y templados donde los momentos fres-
cos (otofio) son también los mds humedos del afo y representan por ello la época ideal para la
germinacioén de muchas especies.

La metodologia descrita para individualizar las exigencias fisiologicas de la germinacién
permite obtener una informacién bastante precisa en tiempos de entre 12 y 14 meses, si bien
los ajustes que deben realizarse al procedimiento son numerosos, segun el juicio de cada in-
vestigador, y teniendo en cuenta la disponibilidad de las semillas, la cantidad y capacidad de
los ambientes termo-controlados y la precision de la informacion que pretende obtenerse.



Introduccion

Los estudios relacionados con la germinacion de semillas tienen un origen antiguo, posible-
mente desde el siglo IV AC, con los trabajos realizados por Theofrasto (EVENARI, 1980-1981)
y hasta nuestros dias. Todo ello ha generado un importante acervo de informacién referente a
la ecologia, biogeografia y patrones evolutivos de la germinacién y de la dormicion (ver ELLIs
& al., 1985; BASKIN & BASKIN, 1998; ISTA, 2004; BASKIN & BASKIN, 2003; NIKOLAEVA, 1977).
El caso que se presenta a continuacién en un ejemplo del tipo de resultado o conclusiones que
podemos obtener a partir de un estudio de germinacién. Los objetivos de este estudio son: (1)
determinar la temperatura dptima de germinacién, (2) la velocidad de germinacién en funcién
de la temperatura; (3) el efecto de la luz en la germinacion de las especies.

Especies consideradas

Se estudiaron 5 especies bulbosas: Leucojum autumnale L. (Amaryllidaceae), Narcissus cava-
nillesii A. Barra & G. Lopez (Amaryllidaceae), N. serotinus L., (Amaryllidaceae), Scilla autum-
nalis L. (Liliaceae) y Charybdis maritima (L.) Speta (Liliaceae). En general, estas especies se
distribuyen por toda la cuenca mediterranea, salvo N. cavanillesii, endémico de SE de la Pe-
ninsula Ibérica y N de Africa. Todas estas especies florecen y fructifican en otofio y en algunos
lugares pueden coexistir en el mismo habitat. Las semillas se dispersan gradualmente a finales
de otofo. Todas las especies poseen semillas negras y esféricas con la excepcion de C. maritima
que posee una ala lateral (Fig.1). Las semillas se recolectaron en la misma localidad, en el mis-
mo estado de desarrollo y sin vestigios de hongos o patégenos. Se conservaron a oscuras y en
baja temperatura y humedad hasta ser analizadas.

Especies estudiadas: (a) Leucojum autumnale; (b) Narcissus cavanillesii; (c) N. serotinus; (d) Scilla
autumnalis; (e) Urginea maritima.



Condiciones de germinacién

Un mes después de la recoleccién, las semillas se colocaron a germinar en placa de Petri (diam.
7 cm.), con dos capas de papel de filtro y humedecidas con 3 ml de agua destilada. Para cada
tratamiento se utilizaron 4 réplicas con 25 semillas en cada una. Utilizando la clave de carac-
terizacion de la dormicién (ver apartado 8.3.1) se determiné que ninguna de la 5 especies tenia
indicios de dormicién. Asi, las placas se incubaron sin ningun pretratamiento, a 4 temperatu-
ras distintas, 3 de ellas constantes (15°C, 20°C y 25°C) y una alterna (25°C/15°C). Las condi-
ciones de oscuridad se aseguraron envolviendo las placas en papel de aluminio. Las semillas
se revisaron cada 2 dias. retirando aquellas germinadas (COME, 1970). Los datos obtenidos se
sometieron a un andlisis ANOVA para determinar el efecto de la temperatura. Para la compa-
racion de medias se utilizé el ensayo de comparaciéon multiple de Scheffe post hoc (p < 0.05)
previa transformacion de los porcentajes (arcsen).

Los resultados permitieron determinar que la temperatura desempefia un importante pa-
pel ecoldgico en la germinacion de estas especies. En general, todas ellas presentaron una tasa
de germinacién mayor a temperaturas bajas (15-20° C) aunque tienen alguna respuesta a cual-
quier temperatura. La excepcion a este comportamiento fue N. cavanillesii, que s6lo germind
a 15° C. Basdndonos en el T, , todas las especies presentaron una germinacién rdpida a estas
temperaturas, ya que la mayoria de semillas germinaron los primeros dias.

Temperaturas moderadamente bajas, entre 15 °C y 20 °C, se consideran ideales para la ma-
yoria de especies mediterraneas (ej. THANOS & Doussl, 1995; BASKIN & BASKIN, 1998; Dousst
& THANOS, 2002) que en condiciones naturales germinan a inicio de primavera u otofio (tem-
peraturas suaves y disponibilidad de agua). La influencia positiva de la temperatura alterna
sobre la germinacion se puede interpretar como un mecanismo adaptativo para las semillas
existentes en las capas superficiales del suelo (BASKIN & BASKIN, 1998; ALBERT & al., 2002). No
se detect6 ningun efecto de laluz o de la oscuridad a ninguna temperatura. Todas las plantulas
resultantes de los ensayos presentan caracteristicas normales de desarrollo, crecimiento radi-
cular, establecimiento y desarrollo foliar sin diferencias significativas.

S. autumnalis: semillas 2 dias tras la germinacion (a); seguimiento morfométrico de las semillas tras 2,
6, 9y 12 dias respectivamente (b); plantulas de 6 meses de edad, enraizadas en suelo y en condiciones
naturales (c).



Pero y... ;en condiciones naturales?
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Ventanas de germinacion basados en el diagrama ombrotérmico de Badajoz (a 12 km del lugar de re-
coleccion). La linea horizontal rosa indica la duracion del periodo de liberacion de las semillas. El fon-
do azul representa el periodo que se ajusta a las condiciones mas favorables a la germinacion de las
semillas producidas en el mismo afio. La zona central (en naranja) corresponde al periodo seco donde
la escasez de agua limita la posibilidad de germinacién. La zona en blanco corresponde al periodo de
floracion.

Las 5 especies estudiadas tienen semillas sin dormicién, que germinan en el mismo afio en que
se producen y que no crean un banco de semillas permanente en el suelo. La germinacion es
elevada y rapida frente a temperatura suave generando rapidamente un conjunto de plantulas.
Este conjunto de nuevos individuos es el responsable del mantenimiento de los niveles pobla-
cionales y puede ser determinante frente a situaciones de colonizacién de nuevos espacios. La
capacidad de mantener un determinado tamafio poblacional necesita también de un elevado
fitness reproductivo, asi como una baja competencia intraespecifica, ya que dependen de la
constante formacion de semillas y plantulas
Es importante destacar que los valores de temperatura éptima de germinacién que se han

constatado son muy semejantes a los valores medios de la temperatura de los lugares de proce-
dencia del material (16°C). Relacionando estos resultados con los datos del diagrama ombro-
térmico, de la estacién pluviométrica mds proxima se verifica que:

Considerando las temperaturas analizadas (entre 15° - 25°C), se verifica que es el rango

mas comun durante todo el afio (azul). La media mensual raramente es inferior a los

15°C, sélo en diciembre y enero con valores de 8-9°C.

Se verifica que el periodo seco y caliente va desde final de mayo hasta septiembre (en

naranja). Durante este periodo la escasa disponibilidad hidrica condicionara la germi-



nacién y la supervivencia de las plantulas formadas inmediatamente antes del periodo
$eco.

Asi, se constatan 3 estrechas ventanas anuales propicias para la germinacién donde las
temperaturas oscilan entre 15 - 20 °C y hay cierta disponibilidad hidrica: de mitad de
noviembre a mitad de diciembre y de abril a mayo. Para las semillas que no germinaron
en estos dos periodos y son capaces de resistir al verano surge otra ventana a finales de
octubre siempre que llueva en septiembre.

Principales conclusiones

Comparando estos resultados con la fenologia de las especies, principalmente la duracion de la

dispersion (linea rosa), podemos considerar las siguientes hipétesis sobre el comportamiento

de las semillas en condiciones naturales:
Inmediatamente después de la caida de la semilla se produce la germinacién: Segtn los
resultados las semillas germinan facilmente tras 2-3 dias hidratadas, incluso las semillas
que se liberan en las fases finales tienen posibilidad de germinar. Al tratarse de geéfitos
pasaran la época seca (mayo-septiembre) sin parte area y deberan haber conseguido acu-
mular suficientes reservas para sobrevivir a la misma. Los individuos que no tengan un
minimo de reservas pereceran durante la época seca. Por este motivo las primeras semillas
que se liberan a finales de otofio son las que van a disponer de mas tiempo y acumularan
mas reservas que las semillas que germinan a finales del periodo de dispersiéon que aunque
germinen y se establezcan no resistiran hasta el préximo periodo reproductor. Esta consi-
deracién se basa inicamente en la duracion del tiempo disponible para acumular reservas,
sin considerar que puede haber otros factores como la tasa fotosintética que compense a los
individuos que germinan en primavera.
La semilla es capaz de no germinar y germinar a inicios del otoiio siguiente (antes de la
correspondiente lluvia de semillas nuevas): Una pequena proporcion de semillas que se
liberaron en primavera y no han germinado pero han permanecido viables incluso tras el
verano vuelve a tener las condiciones propicias al inicio del otofio siguiente. Esta hipotesis
asume que las semillas no germinardn inmediatamente después de la liberacién e implica
la existencia de mecanismos de dormicién. Para que estos mecanismos sean activados las
semillas tienen que pasar por un periodo de temperaturas elevadas y baja humedad. Con
las primeras lluvias de otofio se vuelve a abrir la ventana de germinacidn.

Dado que no se detectaron mecanismos de dormicién, la primera hipdtesis se considera la
mds probable. De este modo, el grupo de especies estudiado presenta una perfecta adaptacion
al medio que ocupa, aunque el reclutamiento de nuevos individuos estd muy influenciado por
las condiciones ambientales y no tanto por condiciones enddgenas.






9. Coleccion activa y producciéon
de plantas







Ademds del material destinado a la conservacién a largo plazo (colecciéon base), cada banco
debe garantizar la disponibilidad de lotes de semillas para su uso a corto y medio plazo. Este
material puede ser empleado para actividades propias de la conservacién ex situ como la re-
generacion, la duplicacién de colecciones, la creacién de nuevas poblaciones, el mantenimiento
de colecciones de plantas, etc. La coleccidn activa también se utiliza para efectuar acciones
de apoyo a la conservacion in situ, como el refuerzo de poblaciones o las reintroducciones.
También se incluye en esta coleccién el material destinado a pruebas experimentales de inves-
tigacion cientifica y al intercambio a través del Index Seminum. Las semillas que constituyen la
coleccion activa de un banco de germoplasma suelen mantenerse deshidratadas a temperatu-
ras de entre 0 y 10°C.

La gestion del material utilizado en los intercambios con otros centros de investigacion suele
basarse en los protocolos de oferta de semillas conocidos como Index Seminum. La relacién del
material disponible para intercambio y la cantidad de dicho material (en gramos y/o niimero
de semillas) debe estar disponible y ser actualizado periédicamente, mediante publicaciones,
notas informativas, catalogos, paginas web, etc. La peticiéon de material, llamada Desiderata,
se realiza generalmente mediante la cumplimentacién de formularios, en papel o en formato
digital, de los que dispone cada institucién. Son un ejemplo valido los formularios de peticiéon
de semillas de la Asociacion Ibero-Macaronésica de Jardines Botdnicos (http://www.jbotanicos.
org) o el de la Banca de Germoplasma della Sardegna (http://www.ccb-sardegna.it/).

En algunos bancos de semillas o jardines botanicos las semillas ofertadas se conservan en
frascos de plastico sellados con parafilm o bolsas de plastico o de aluminio de triple estrato. En
otros casos las semillas se mantienen en condiciones andlogas al resto de lotes del banco, por
ejemplo en tubos de vidrio aislados y con un indicador de humedad como el gel de silice (ver
capitulo 6). El centro que recibe el germoplasma es informado de su procedencia, de los trata-
mientos a los que ha sido sometido, de los controles realizados y de las condiciones 6ptimas de
germinacion, mediante una copia de la ficha de campo y de la ficha de laboratorio. A su vez, el

centro receptor debe transmitir datos relativos a cada lote recibido, y en particular:
Destino del lote recibido (ej. colecciones de semillas, colecciones de plantas vivas, inves-
tigacion, etc.).
Datos sobre germinacion (ej. porcentaje, posibles pre-tratamientos y condiciones de ger-
minacion, nimero de plantulas obtenidas).
Viabilidad de las semillas.
Posibles dudas en la determinacion del taxdn.

Elintercambio de informacion entre los bancos sobre el material solicitado puede constituir
un elemento importante de encuentro y una oportunidad de colaboracion entre instituciones.



Otra accién importante a impulsar entre las instituciones involucradas en la conservacion ex
situ es la duplicacion de las colecciones. De esta manera, se puede llegar a asegurar la disponi-
bilidad del germoplasma, incluso en el caso de producirse dafos técnicos u otros inconvenien-
tes que pudiesen perjudicar el estado de conservacién de las colecciones custodiadas por un
determinado banco (incendios, inundaciones, etc.). El intercambio de germoplasma, como se
ha establecido por ejemplo en el proyecto GENMEDOC del programa INTERREG IIIB (www.
genmedoc.org), se realiza mediante la aplicacién de un protocolo comun, acordado entre las
instituciones referente a la cantidad de material y el método de conservacion utilizado.

Un punto fundamental en el intercambio de material es el relativo a la propiedad del ger-
moplasma (ver cuadro II). La institucién que envia el material permanece como tnico propie-
tario del mismo y puede solicitar que sea devuelto cuando existan exigencias para su conserva-
cién in situ; la institucion que lo recibe es, por lo tanto, s6lo un custodio del germoplasma. El
intercambio de los lotes de semillas estd ademas vinculado al régimen fitosanitario establecido
por las autoridades competentes nacionales e internacionales.



El principal destino de una coleccidn activa es su uso a corto o medio plazo para produccion
de plantas. El proceso de produccion de plantas es una etapa fundamental en la conservacién
de las especies cuya propagacion se realiza normalmente por via sexual. De hecho, la con-
servacion de las accesiones de semillas de un determinado taxén no es vélida si no se tiene la
capacidad de reproducir este material. Como ya se apunt6 anteriormente, en el campo de la
conservacion, la necesidad de producir planta responde a diferentes objetivos: refuerzo de po-
blaciones como apoyo a la conservacién in situ, regeneracion para la reposicion de accesiones o
creaciéon de nuevas poblaciones o de coleccionas vivas ex situ. A menudo es necesario disponer
también de plantas para estudios cientificos.

No se tiene la pretension de realizar aqui una descripcion exhaustiva de las metodologias
y técnicas actualmente disponibles para la produccion de planta; la finalidad de este apartado
es resumir la experiencia madurada en los casos en los que se dispone de una cantidad de se-
millas limitada, ya que es una situacién muy comuin cuando se trabaja con taxones y/o pobla-
ciones amenazadas. La casuistica en relacién con las metodologias de siembra y produccién de
planta es muy amplia, puesto que las exigencias se pueden diversificar mucho en funcion de las
especies y los protocolos tienden siempre a ser especificos para cada una de ellas. No obstante,
en todos los casos se debe utilizar un sustrato adecuado e introducir en él las semillas bajo las
condiciones ambientales mds idoneas para favorecer la germinacion y proteger el material de
los agentes bioldgicos y abidticos que puedan producir dafos en el cultivo (ej. agentes climati-
cos, patologias, aves o pequeios mamiferos, etc.).

La siembra del material debe efectuarse preferiblemente en un lugar donde sea posible contro-
lar la temperatura, la humedad y la luz, puesto que la germinacidn es el proceso mas delicado
del desarrollo de la planta. Lo ideal es disponer de cdmaras de crecimiento aisladas, con siste-
ma de climatizacién, con humedad controlada, riego adecuado y luz artificial uniforme, para
colocar en ellas las macetas o contenedores con el material ya sembrado. En general, se suele
trabajar en invernaderos, por lo que el grado de control de los parametros ambientales puede
variar mucho, en funcién del nivel de automatizacion del que se disponga. Cuando se cuenta
con un numero muy reducido de semillas, se recomienda controlar al maximo las condiciones
ambientales y emplear camaras de germinacion o de cultivo.

En el caso de que no se disponga de las estructuras y equipos citados anteriormente, se
pueden utilizar bancos termorregulados (camas de calor) (figura 9.1), dispositivos mas econé-
micos con los que se obtiene un aceptable control climético para muchos taxones (JIMENEZ &
CABALLERO, 1990). En situaciones extremas se puede realizar la siembra en el exterior, man-
teniendo protegido el ambiente de factores meteoroldgicos limitantes, en la medida que sea
posible (ej. viento, radiacién solar elevada, heladas, etc.). Sin embargo, se ha de tener en cuenta
que los porcentajes de germinacién obtenidos a la intemperie son mds bajos que los que se
logran en invernadero, y éstos, a su vez, son siempre menores que los logrados en cimara de
germinacion.



Las exigencias de luz, temperatura y tipo de suelo de cada especie son diferentes; como
regla general se tiende a recrear, en lo posible, las condiciones climéticas y edaficas del habitat
natural en el que se desarrolla la especie. Esto conlleva a que, cuando se trabaja simultdnea-
mente con diferentes taxones, no se pueden concentrar todos los semilleros en la misma zona
del vivero o del invernadero. Por ejemplo, el semillero de Anchusa littorea Moris, taxén endé-
mico de las areas costeras sur-occidentales de Cerdefia, se debe colocar en un lugar expuesto
a la luz solar directa durante numerosas horas, mientras que el semillero de Anchusa formosa
Selvi, Bigazzi ¢ Bacch., planta endémica de un area montafiosa del suroeste de Cerdefia, de-
be ser ubicado en posiciones mucho mds sombrias y con temperaturas medias mas bajas. Por
esto, en funcién del numero de taxones que se vaya a cultivar, se seleccionan varios lugares
del vivero destinados a dichos semilleros, agrupando las unidades taxonémicas en funcién de
sus exigencias. Por ejemplo, se colocaran juntas Anchusa littorea con otras plantas tipicas de
la primera linea de costa del género Limonium (utilizando para este ultimo, sin embargo, un
sustrato diferente).

Para las plantas de las que no se conoce sus exigencias ecoldgicas, es oportuno trabajar
en condiciones de laboratorio, utilizando camaras de germinaciéon (THOMSON, 1979). De esta

foto: E. Mattana



foto: M.C. Escriba

Técnicas de conservacion ex situ

Figura 9.2: Plantulas de Silene diclinis sembradas en bandejas de uso alimenti

manera se podra individualizar con mayor precision las mejores condiciones para el taxén a
examen y asi establecer el protocolo de reproduccién mas adecuado. Una vez que se obtienen
las plantulas, no es aconsejable transportarlas directamente al invernadero. Como paso inter-
medio, se aconseja su permanencia en la cdmara durante 3-4 dias para la observacién de su
evolucion y desarrollo.

Contenedores
El mercado ofrece una amplia gama de contenedores, de diferentes tipos y tamanos. En el se-
millero se trabaja fundamentalmente con macetas o bandejas perforadas o con alvéolos de
diferentes tamafios. Cuando se trabaja con cantidades muy pequefias de semillas y con dife-
rentes taxones surge la necesidad de disponer de mucho espacio de pequefias dimensiones y
caracteristicas diferentes, por lo que se utilizan diversos tipos de bandejas y dimensiones de
alvéolos, siempre en funcion de las caracteristicas de cada especie.

En la mayor parte de los casos el material se siembra en bandejas de plastico perforadas
en la base (VILARNAU & GONZALEZ, 1999) (figura 9.2). Este sistema permite la obtencion de
un numero elevado de plantas ocupando poca superficie. En el mercado se pueden encontrar
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bandejas reutilizables de plastico flexible que son particularmente aptas para los taxones cuyas
semillas no se mantienen en cultivo durante mucho tiempo. Dichas bandejas se perforan para
obtener un drenaje adecuado en funcién de la especie. Este tipo de contenedor se degrada fa-
cilmente por la accién de la luz solar y su manipulacion puede resultar incomoda debido a su
flexibilidad.

Como alternativa, se aconseja utilizar bandejas de plastico rigidas de uso alimentario, de
tamarfios diferentes, perforandolas en la base para que drenen. Las ventajas de estos contenedo-
res se deben a que no se estropean excesivamente con el sol, son faciles de utilizar por su rigi-
dez, y con su uso se optimiza el espacio, ya que se fabrican en una extensa gama de tamanos.

Cada vez es mas comun el empleo de bandejas con alvéolos. Por ejemplo, para especies
del género Limonium se utilizan bandejas de alvéolos de muy pequefio tamano (40/45 cm?®);
el sistema radical se adapta muy bien a una estructura de este tipo y, tratdindose de un género
en el que el porcentaje de germinacién es muy elevado, practicamente se obtienen plantulas
en todas las cavidades. En definitiva y como regla general, se aconseja el uso de alvéolos para
especies con porcentajes de germinacion elevados y con germinacion no escalonada; esta ca-
racteristicas permiten la obtencion de pldntulas en todos o casi todos los alvéolos con una gran
homogeneidad en su desarrollo..

Es muy importante valorar las dimensiones del contenedor a emplear teniendo en cuenta la
especie, el tamaiio final de la planta deseado y el método de cultivo (si se va a efectuar repica-
do, cambio de envase o si la planta permanecera en el mismo envase durante todo su cultivo).
Para especies que alcanzan ciertas dimensiones y que permanecen un periodo de tiempo en el
semillero antes de ser transplantadas a contenedores definitivos, se utilizan bandejas perfora-
das o con alvéolos de, al menos, 18 cm de altura. En el caso de especies arbdreas con semillas
de cierto tamaiio, para la produccién de plantas de una savia se emplean alvéolos de 200 cm?®
(coniferas) o de 300 cm?® (caducifolias de un unico fuste) (RUANO, 2003). Eventualmente, si la
planta permanece mas tiempo en el vivero se aconseja su transplante a contenedores de mayor
volumen.

Resulta fundamental evitar las deformaciones en el aparato radical desde el inicio del de-
sarrollo de las plantulas, puesto que dichas deformaciones tienden a mantenerse a lo largo del
tiempo, creando problemas de estabilidad en las plantas adultas. Este problema resulta par-
ticularmente grave en las especies arbdreas, que necesitan siempre de una buena fijaciéon al
sustrato. Muchos contenedores actualmente disponibles en el mercado, especialmente los des-
tinados a plantas forestales, presentan dispositivos que evitan el crecimiento en espiral de las
raices (ej. canales, fisuras o relieves verticales en sus paredes). Las raices de las plantas desarro-
lladas en contenedores colocados directamente sobre el suelo o sobre superficies impermeables
tenderan a escaparse, favoreciendo traumas y roturas cuando se muevan de lugar. Por otro
lado, el uso de parterres elevados del suelo o de contenedores con disefio adecuado favorece el
repicado natural y la formacién de un mejor y mas proporcionado sistema radical. Todos los
contenedores deben ser desinfectados antes de su uso y/o reutilizacién. Para la desinfeccién
se utiliza generalmente una solucién de agua e hipoclorito de sodio en la que se introducen
los contenedores durante al menos 30 minutos; posteriormente se lavan con abundante agua
corriente.



No existe un sustrato estandar, puesto que varia en funcion de la especie que se cultiva. En
cualquier caso, se pueden realizar unas recomendaciones generales: el pH del sustrato debe
ser ligeramente acido y con capacidad de tamponar, debe poseer una buena retencién hidrica
y facilidad de humidificacion, de textura fina, baja densidad, elevada porosidad total y buena
capacidad de aireacién, con una estructura estable (de manera que no se contraiga o expanda
ejerciendo presiones sobre las semillas o plantulas), baja salinidad, contenido en materia orga-
nica elevado, baja velocidad de descomposicion, suficiente nivel de asimilacién de nutrientes y
sin hierbas infestantes, sustancias fitot6xicas o paréasitos (RAYMOND, 1989).

Para plantas sin requerimientos edaficos muy especificos se suele emplear una mezcla de
turba con algun otro elemento que proporcione mayor aireacion, como vermiculita o perlita.
Sin embargo, otras especies necesitan de un sustrato diferente, similar al de su habitat. Por
ejemplo, para Silene cambessedesii Boiss. ¢ Reut., el sustrato mas adecuado es el compuesto
por un 70% de arena silicea con granulometria variable entre 2 y 3 mm, y un 30% de sustrato
universal (RAYMOND, 1989), puesto que es una planta que se desarrolla en zonas arenosas cos-
teras (TALAVERA & MURNOZ GARMENDIA, 1989; GUARA ¢ CIURANA, 2002).

La siembra consiste en colocar las semillas en el sustrato. En funcién del tamafio de las semi-
llas, se puede realizar directamente a mano, utilizando pinzas de laboratorio o mezclando el
lote de semillas con arena fina estéril o talco para su mejor distribucién. La profundidad de
siembra debe ser igual o menor al doble de la anchura de la semilla (BESNIER, 1989). Una vez
efectuada la siembra, es conveniente cubrir el semillero con un fino estrato de arena estéril o
vermiculita para impedir la deshidratacion de la parte superficial y protegerlo de la incidencia
directa de los rayos del sol. Después de la siembra, se suele compactar y regar el sustrato ligera-
mente con la mano para evitar la escorrentia o pérdida de humedad.

El riego se realizara siempre con agua de calidad, limpia y con baja salinidad, para evitar
problemas de fitotoxicidad. Se debe dotar al sustrato de humedad constante incluso antes de
la siembra, manteniéndolo en el punto de saturacién y evitando excesos que podrian provocar
infecciones fingicas nocivas para la radicula. Es muy aconsejable disponer de riego por vapo-
rizacién; en caso contrario, se deben de hidratar las bandejas desde su base por capilaridad,
con el fin de evitar que caigan gotas sobre las plantulas, sobre todo en especies con plantulas
muy pequeiias o con hojas pilosas que retengan mucha humedad.

La temperatura dptima para el desarrollo varia en funcion del taxén. En general, se considera
adecuada una temperatura en torno a los 20°C. Sin embargo, muchas especies de climas templa-
dos necesitan fuertes cambios de temperatura, como sucede a finales de invierno o principios de
primavera, para poder iniciar los procesos de germinacion (ver capitulo 8). No obstante y en gene-
ral, los cambios bruscos de temperatura pueden causar dafios muy graves en los procesos de ger-
minacién. Se considera que las temperaturas extremas para cultivar plantas rondan los 35°C, ya
que a temperaturas superiores la capacidad fotosintética disminuye considerablemente. Esto debe
tenerse en cuenta en todas las instalaciones de cultivo en vivero. Actualmente algunas camaras
de crecimiento o germinadoras disponen de sensores de alarma para temperaturas extremas.



Si bien no se conocen las exigencias de luz para la germinaciéon de muchas especies (inten-
sidad, duracion del fotoperisodo, etc.), resulta obvio que, una vez que aparecen los cotiledones
o las primeras hojas caulinares, todas las especies necesitan luz. Durante la fase de crecimiento
se debe evitar el sombreado excesivo que pueda producir plantas etioladas. En el ambito me-
diterraneo, para limitar los efectos negativos de la radiacion solar durante el periodo estival,
conviene proteger las plantas de la luz solar directa con sombras o estructuras de tela de dife-
rentes tipos y porcentajes de sombreado.

La fertilizacién de las plantas en semillero se realiza manualmente, cuando ya se ha desa-
rrollado el segundo par de hojas caulinares. No es conveniente efectuarla antes para no pro-
ducir quemaduras en las raices. Para ello se puede utilizar un fertilizante convencional del
tipo N-P-K 5-4-6 con microelementos. Otra opcion es el empleo de fertilizantes de liberacién
lenta, que pueden ser incluidos en el sustrato en el momento de su preparacion. Este tipo de
fertilizacion se ha utilizado con resultados dptimos para Dianthus turolensis Pau, que habita
en matorrales secos y pastizales vivaces de zonas elevadas y Teucrium dunense Cenen., propia
de arenales costeros mediterrdneos.

El repicado es el momento en el que la plantula se saca del semillero y se coloca en un
contenedor mayor o se planta directamente en campo. Generalmente se evita realizar trata-
mientos con herbicidas cuando las plantas son muy pequenas. Las hierbas infestantes pueden
ser eliminadas manualmente, procurando no dafiar las raices o desenterrar las plantas. En el
caso de repicar a un nuevo contenedor, éste debera ajustarse a la morfologia y las dimensiones
del sistema radical de la planta y al tiempo estimado para su cultivo, como ya se indic6 ante-
riormente. El momento éptimo varia en cada especie, y debe realizarse cuando la plantula es
lo suficientemente consistente y vigorosa como para tolerar la manipulacién. Por ejemplo, las
plantulas de Carduncellus dianius Webb tienen ya la consistencia y flexibilidad suficiente como
para ser trasplantadas con sélo un par de hojas caulinares. Las plantulas de Ononis tridentata
L. deben ser trasplantadas con al menos 2 ¢ 3 cm de altura para que el porcentaje de arraigue
sea elevado. Las plantulas de otras especies, como en el caso de Silene diclinis (Lag.) M. Lainz
(figura 9.2), deben trasplantarse con 4-6 hojas caulinares para una recuperacién vigorosa. Al-
gunas especies pueden permanecer durante largos periodos de tiempo en el semillero sin debi-
litarse, como es el caso de Teucrium lepicephalum Pau.

Una modalidad algo particular para la obtencidn de plantulas de algunas especies consiste
en aprovechar el material obtenido del banco de semillas del suelo (ver apartado 3.3). Aunque
no se aconseja como practica habitual, ésta puede ser una via para individualizar rapidamente
los protocolos adecuados de germinacion, para obtener semillas dificiles de recolectar con las
metodologias convencionales, o bien para disponer de semillas en un estado adecuado para
su germinacién. Como ejemplo, se puede citar el caso de Filago mareotica Delile, en el que las
semillas, extremadamente pequefias, se mantienen en el suelo y germinan en el momento en el
que las condiciones son 6ptimas.

Durante todo el proceso de produccién de plantas, desde la preparacion para la siembra
hasta su destino final, se deben registrar en una ficha todas las actividades realizadas, asi como
también los resultados obtenidos, las condiciones y el lugar en el que se encuentra el material,
ademas de cualquier otra informacion de interés.



Las accesiones en forma de partes de plantas que se recolectan con vistas a la conservacion
de una poblacién o taxon podrian ser consideradas como parte de la coleccion activa de un
banco de germoplasma, entendida en un sentido amplio, ya que la capacidad de mantener este
tipo de material sin propagarlo durante un periodo de tiempo prolongado resulta inviable. La
recoleccion del material vegetativo y su posterior propagacion puede ser una buena via, a veces
la tinica, para la conservacion de un genotipo, de un taxén o de una poblacién. Las técnicas de
propagacién vegetativa convencionales pueden emplearse en el caso de poblaciones en grave
peligro de extincién, de poblaciones o individuos que no producen semillas o que producen
cantidades muy pequenas. Estas técnicas resultan muy ttiles cuando se prevé una reduccién
en la variabilidad genética de la descendencia respecto de la generacidn parental (por ejemplo
en poblaciones de taxones dioicos con un niamero muy reducido de individuos masculinos),
cuando se desea conservar un determinado genotipo que presenta caracteres peculiares o para
poblaciones cuyas semillas han podido estar fecundadas con polen no perteneciente al taxén
que se desea conservar (introgresion con especies aloctonas o con genotipos de procedencia no
autdctona o desconocida). También es una buena estrategia de conservacion para especies que
se propagan facilmente por via vegetativa, como las Salicaceae (ver Cuadro 9), o para especies
con semillas recalcitrantes.

Por lo general se puede utilizar cualquier parte de la planta para su propagacion vegetativa.
Teniendo en cuenta las metodologias de propagacion clasicas, los materiales mas utilizados son
las estaquillas aéreas herbdceas o lefiosas, las estaquillas de raiz, los rizomas, los tubérculos y
los bulbos. A continuacion se hace referencia a las formas de recoleccion y a las posibilidades
de conservacion de este tipo de materiales hasta el momento de su propagacion. La técnica
se escogera en funcion de la especie, de la edad de la planta madre, de la tecnologia e instala-
ciones disponibles y del método de conservacion. En cualquier caso, debido a fendmenos de
topofisis y ciclofisis, los mejores resultados suelen obtenerse cuando el material es recolectado
de plantas madre u ortets jovenes o de vastagos jovenes de las mismas.

Las estaquillas lefiosas (figura 9.3) son muy utilizadas para especies caducifolias (ej. Salix,
Populus, Tamarix, Laburnum, Cornus, Rosa, Ribes, Vitis, etc.) porque se conservan durante un
periodo relativamente largo y generalmente no requieren de complicados tratamientos en la
fase del desarrollo radical. Este tipo de estaquillas se recoge durante la fase de estasis del ciclo
bioldgico de la planta, generalmente de la madera del ciclo de crecimiento anterior. El material
se corta generalmente de la porcion basal y central de las ramas vigorosas, con entrenudos de
crecimiento moderado. En el campo se suelen recoger las ramas enteras y es en el laboratorio o
en el vivero donde se producen las estaquillas. Para ello se utilizan tijeras de podar desinfecta-
das y bien afiladas para obtener cortes netos. Normalmente se realiza un corte oblicuo en una
de las extremidades de la estaquilla, generalmente en la parte basal, para indicar su polaridad,
ya que es un aspecto a tener muy en cuenta en el momento de la plantacién.

Las dimensiones de las estaquillas son muy variables en funcién de la especie, pero en ge-
neral su longitud varia entre 10 y 20 cm, con un didmetro comprendido entre los 0,6 y 2,5 cm;
ademds, deben tener, como minimo, dos yemas en buen estado. El corte basal se debe realizar
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Figura 9.3 — Multiplicacion mediante estaquillado en el Conservatoire Botanique National de Por-
querolles.
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inmediatamente por debajo de un nudo y el superior aproximadamente a 2 cm por encima del
siguiente nudo. Este tipo de estaquillas se puede conservar en ambiente con humedad elevada,
pero evitando la proliferacién de los hongos, a una temperatura entre 0 y 5°C. Para las especies
que enraizan facilmente, como las Salicaceae, se puede conservar las varetas directamente en
estas condiciones, tal y como se han recogido en el campo, y sélo cortar las estaquillas justo
antes de ser plantadas. Las estaquillas se conservan normalmente en mazos, manteniendo su
polaridad, es decir, todas con la parte basal hacia el mismo lado.

Las estaquillas lefiosas de especies de hoja perenne, tanto de frondosas como de coniferas,
suelen presentar mayores dificultades para su enraizamiento respecto de las anteriores. En las
estaquillas de frondosas perennifolias, se cortan las hojas o parte de ellas y asi se evita su dese-
cacion. Para su transporte conviene envolverlas en una tela humeda y prepararlas inmediata-
mente para su enraizamiento en un ambiente controlado.

Las estaquillas no lefiosas (ej. Myrtus, algunas Rosaceae, Acer) o sélo parcialmente lefio-
sas (ej. Euonymus, Erica, Calluna, Viburnum, Nerium, Rosmarinus, Santolina, Taxus, Prunus,
Ilex, Lonicera, Rhododendrom) se suelen recoger en primavera y verano, se protegen de la pér-
dida de humedad y se colocan para enraizar lo mas rapidamente posible en un ambiente con
clima controlado. La longitud de este tipo de estaquillas varia en funcién de la especie, aunque
generalmente tienen 3 a 6 cm, llegando, como mucho, hasta los 10 cm.

Las estaquillas de raiz deben ser recogidas en el periodo de reposo vegetativo, generalmen-
te a finales de invierno o principios de primavera. Durante la recogida y el transporte se debe
mantener humedo el material, cuidando de marcar la polaridad, al igual que se hace con las
estaquillas aéreas. Este material no puede ser conservado, por lo que debe ser plantado in-
mediatamente en un ambiente controlado o no, en funcion de las exigencias de la especie. Se
propagan con relativa facilidad mediante estaquillas de raiz las especies de los géneros Acer,
Populus, Malus, Rhus, Rosa, Rubus y Ulmus.

Para las estaquillas foliares o estaquillas de yemas foliares, generalmente de especies de
hoja perenne, es conveniente recoger en el campo las ramas y obtener las estaquillas posterior-
mente en el laboratorio; de esta manera se evita la desecacién de este material tan delicado.
Las hojas seleccionadas para la propagacion deben estar sanas y con crecimiento activo y, en el
caso de estaquillas con yemas, éstas deben estar bien desarrolladas. Las estaquillas deben ser
cortadas, procesadas y plantadas en el sustrato adecuado para su enraizamiento en un lapso de
tiempo lo mas breve posible.

En el caso de propagacion de frondosas por injerto, se debe recoger el material preferiblemen-
te de la porcidn central y basal de ramas vigorosas de un afio o del crecimiento del afio, que pre-
sente yemas vegetativas sanas, evitando en lo posible el dpice y las zonas de insercion de la rama.
En Pinusy otras coniferas con fuerte dominancia apical, generalmente se injertan fragmentos de
la zona distal de las ramas dominantes, que presentan yemas vigorosas. En las frondosas de hoja
caduca el material se puede recoger en cualquier momento durante el invierno y puede ser con-
servado, evitando su desecacion, hasta el momento de su injerto. En el caso de los pinos, el mate-
rial se recoge generalmente a principios de primavera y se injerta lo mds pronto posible; el mate-
rial de las coniferas se puede recoger hasta en verano, pero debe ser injertado inmediatamente en
ambiente controlado o justo después de ser recogido si esta sin lignificar o poco lignificado.



Para efectuar injertos de yema, conviene seleccionar yemas vegetativas bien desarrolladas.
En el campo se cortan las ramas y se eliminan las hojas que nacen en la yema que se quiere
injertar, dejando un trozo de peciolo que facilitara la manipulacion del material. Las yemas se
extraen de las ramas inmediatamente antes de ser injertadas. El momento de la recogida del
material depende de la especie, aunque también de las condiciones climaticas, ya que en zonas
calidas y dentro del invernadero se pueden realizar injertos con yemas en actividad (primave-
ra), mientras que en ambientes frios se deben de utilizar yemas en reposo recogidas entre julio
y septiembre. Se debe evitar la desecacién del material a injertar, envolviéndolo en papel o tela
himeda durante su transporte y hasta el momento de su multiplicacién.

La recogida de material de plantas bulbosas es, en general, una actividad menos delicada
que la recoleccion de otras partes de plantas, ya que los bulbos son estructuras adaptadas a so-
brevivir en ambientes con relativa baja humedad. El momento mds idoneo para su recoleccién
es generalmente el de reposo, en verano o invierno en funcién de la especie, cuando la parte
aérea esta completamente seca. Los bulbos se extraen manualmente o con la ayuda de una
azada u otro utensilio de jardineria. En el laboratorio o en el vivero se lavan, se desinfectan con
fungicida y se dejan secar a la sombra. A continuacion se cortan las raices, se eliminan los res-
tos de tierra y, si es necesario, se separan los bulbillos. La humedad més adecuada para la con-
servacion de los bulbos depende de la especie; algunos no toleran la desecacién, en particular
los bulbos escamosos (ej. Lilium), que tienen que ser conservados en arena, vermiculita, serrin,
turba o cualquier otro material que mantenga un alto grado de humedad. En general, los bul-
bos tunicados (ej. Narcissus) se conservan bien en bolsas de papel mantenidas en ambiente ai-
reado y fresco y protegidas de temperaturas extremas hasta el momento de su multiplicacion.

Se aconseja tratar el material vegetativo con fungicidas; en el caso de bulbos y estaquillas
lignificadas este tratamiento se realiza, de forma preventiva, antes o durante la conservacion,
mientras que para las estructuras no lignificadas y para las raices, que generalmente no toleran
periodos prolongados de conservacidn, el tratamiento se realiza en el momento de la propaga-
ci6n o en la fase de enraizamiento. Asimismo, es indispensable asegurarse que el material esté
correctamente etiquetado desde el momento de su recogida hasta su propagacion.

Para obtener una descripcion detallada sobre los diferentes métodos de propagacion -los
materiales y las condiciones de propagaciéon mas adecuados, la conveniencia de aplicar hormo-
nas de enraizamiento a las estaquillas, etc.- se aconseja la consulta de obras especificas como
las de HARTMANN ¢ KESTER (1983) y MACDONALD (1987). El caso particular de la propagacion
de Salicaceae se detalla en el Cuadro 9, como paradigma de taxones en ambientes riparios o de
taxones con cierto grado de amenaza (ej. Populus nigra) en los que la propagacion vegetativa es
la técnica habitualmente empleada para la produccién de plantas y para su conservacion.



La produccién de materiales de reproducciéon de los arboles y arbustos merece un tratamiento
aparte debido a su importancia en el proceso de restauracién del medio natural y en la conser-
vacién dinamica de los recursos genéticos de especies forestales. De hecho, existen numerosos
centros cuya principal dedicacion es el mantenimiento de una coleccion activa de lotes de se-
millas de diferentes especies para su uso a corto o medio plazo con el fin de producir plantas
con diferentes objetivos.

El deterioro creciente de los ecosistemas y las medidas de restauracién que deben adoptarse
en el ambito de la gestion del medio natural, correctoras o mitigadoras de los efectos negativos,
hacen que sea necesario producir plantas de numerosas especies que juegan un papel funda-
mental en los ecosistemas, por su funcién estructural o por su relevancia en la interaccién con
otros seres vivos. Por otra parte, el deterioro generalizado del medio natural puede extenderse
a los recursos genéticos de muchas de estas especies, incluso en aquellas que presentan una
amplia distribucién y que aparentemente no estan amenazadas. Asi, resulta imprescindible
considerar la conveniencia de establecer planes de conservacién de determinadas poblaciones
de especies de arboles y arbustos de interés forestal o ambiental, considerando de modo espe-
cial los escenarios previstos por el cambio climatico.

Es bien sabido que la diversidad genética puede ser mantenida in situ mediante la protec-
cién y adecuada gestion de los habitats, o ex situ, a través de la recolecciéon de germoplasma.
Se reconoce que la primera opcion es siempre la mas recomendable por su caracter dindmico,
ya que permite la accién de las fuerzas evolutivas sobre los individuos y las poblaciones. Sin
embargo, en los casos en los que las poblaciones naturales estén amenazadas, es conveniente
emprender el rescate de genotipos mediante la conservacion de germoplasma o la creacién de
plantaciones de caracter estatico o dinamico. No obstante, este tipo de medidas no se conside-
ra solo en situaciones de ultimo recurso, sino también como complemento a la conservacion in
situ, con el mantenimiento del material con vistas a su posible uso a corto, medio o largo plazo
en el refuerzo de poblaciones. En cualquier caso, contar con los conocimientos necesarios para
la recoleccién de materiales de reproduccion, su adecuado manejo y conservacién, asi como
también para la produccién de plantas, es uno de los requisitos indispensables para que las
medidas de conservacién que se adopten sean las mas convenientes y eficaces.

No se debe olvidar tampoco la importancia de la produccién de plantas de aquellas espe-
cies arbdreas y arbustivas autéctonas de interés en el ambito del aprovechamiento sostenible y
de la mejora genética, cuyas técnicas y fines pueden hacerse compatibles con la conservacion
de recursos, especialmente en el caso del manejo de razas locales que presenten buen compor-
tamiento para ciertos propdsitos que se consideren prioritarios.

Las técnicas empleadas para el acondicionamiento y conservacion de semillas de arboles y ar-
bustos no difieren de las aplicadas a otro tipo de plantas, aunque en ocasiones se necesitan me-
dios mecanizados especificos, ya que se puede llegar a manejar grandes voliumenes de frutos y
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Figura 9.4. (a) Recoleccion de semillas en un individuo de Ulmus glabra mediante escalada.
(b) Recoleccion de pifias en un rodal selecto de Pinus pinaster mediante plataforma.

semillas. Este es el caso de la produccion destinada a plantaciones masivas, como suele ocurrir
con los pinos y las frondosas sociales, como hayas, encinas, robles y alcornoques. En el caso
de los arboles, la recoleccion puede llegar a ser bastante costosa, ya que en ocasiones hay que
emplear medios de escalada especificos o plataformas mecanicas que faciliten el acceso a las
copas (figura 9.4).

Otro de los aspectos a tener en cuenta en un gran numero de especies arboreas y algunas
subarboéreas es que si el material producido y conservado estd destinado a uso selvicola o a
restauraciones, éste debe cumplir con los requisitos establecidos por la Directiva 1999/105/CE,
en el caso de los paises de la Unién Europea (ver capitulo II), y por otras normativas que ha-
yan podido ser establecidas al respecto a nivel nacional o regional. Aunque en esta normativa
no se fijan criterios de recogida de material, es conveniente tener en cuenta el principio de
mantenimiento de una amplia base genética, debido a que los drboles y arbustos son especies
longevas que estan sometidas a presiones de selecciéon cambiantes. La variacion genética esta
directamente relacionada con la capacidad de adaptacién de una poblacién y por lo tanto con
las probabilidades de éxito de la intervencion, ademas de contribuir a la creacién de poblacio-
nes estables con un mayor valor natural.

De hecho, la variacién genética puede verse reducida por una inadecuada gestién, desde
la poblacién originaria hasta la plantacion. Sin embargo, los momentos mds criticos parecen
ser las fases de recoleccion de semillas, su posterior limpieza y tratamiento, y la fase de vivero
(Duccr, 2003). Asi, mediante el empleo de técnicas moleculares, se ha puesto en evidencia la
reduccién de la diversidad genética en un huerto semillero compuesto por 19 clones en rela-
cién con las poblaciones de origen, y de las plantas obtenidas a partir de la cosecha del propio
huerto respecto de la variacion estimada en el mismo (MONTELEONE ¢ al., 2005B). La necesi-
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dad de aplicar unos criterios minimos en la recolecciéon de materiales se confirma también en
el estudio realizado por BURGARELLA & al. (2004) sobre Quercus ilex L. en Andalucia, usando
marcadores moleculares; los resultados ponen en evidencia la posibilidad de reducir la varia-
cién genética o de promover una diferenciacion genética en las repoblaciones respecto de la
poblacién de origen. Se han obtenido conclusiones similares en una plantacién de Quercus
pedunculata Hoffm. en Lombardia, establecida con material de dos procedencias y estudiada
con el fin de valorar su potencial para la recoleccién de semillas. Segtn los resultados obteni-
dos, la representatividad de la diversidad genética de una de las poblaciones de origen estaria
representada en la nueva poblacidn, ya que se habria recolectado el material de un nimero
adecuado de individuos; sin embargo, el conjunto de pies procedentes de la otra poblacién
acusaban una considerable pérdida de diversidad genética, debido seguramente a que procedia
de la recoleccién de un escaso numero de pies (CASTAGNA & al., 2005).

Cuando el material tiene como destino la produccién de plantas para restauracién de ha-
bitats y el establecimiento de plantaciones con fines protectores se debe procurar cosechar una
cantidad equilibrada de semillas por pie, muestreando el mayor numero de pies posible y de-
jando cierta distancia entre individuos recolectados. Este ultimo criterio debe ser tenido en
cuenta muy especialmente en especies que se propagan vegetativamente de manera natural
(ej. brotes generados por las raices) y que pueden dar lugar a grupos de individuos aparente-
mente independientes pero con un nico genotipo (GRAUDAL & al., 1995; WILSON & SAMUEL,
2003). Se suele indicar que el nimero de genotipos no emparentados utilizados para la pro-
duccion de semillas no deberia ser inferior a 30. La recolecciéon de material de un nimero de
genotipos minimo es particularmente relevante en especies de arboles y arbustos que pueden
llegar a producir una gran cantidad de semillas en un solo individuo, como por ejemplo en las
encinas.

En la recoleccion de material para la creacion o el refuerzo de poblaciones o para su man-
tenimiento estatico a medio-largo plazo, dentro de programas de conservacién de recursos ge-
néticos, se debe ser aiin mas riguroso con el mantenimiento de una base genética amplia. Para
realizar un muestreo en condiciones 6ptimas, deberia valorarse inicialmente la distribucién
espacial de la variacion genética dentro de las poblaciones con el fin de establecer distancias de
muestreo, o bien efectuar selecciones al azar (ver capitulo 2). Como regla general, la recolec-
cién no debe efectuarse en individuos entre los cuales existan distancias inferiores a 100-200
metros (FAO, 1995). El nimero de individuos muestreados debe ser de varios centenares para
promover que la diversidad genética recolectada sea representativa de la variacién de la pobla-
cién original. Se pueden considerar como idéneas para la recoleccién dreas no inferiores a 10
ha y superficies proporcionalmente superiores para especies con distribucién dispersa, como
ocurre con nogales, serbales, cerezos, tilos, etc. (Ducct & al., 2001). Cuando se va a efectuar la
recoleccion de frutos o semillas en poblaciones que ocupan cierta extension, generalmente de
especies anemofilas, es posible realizar un muestreo aleatorio simple, dividiendo la poblacién
mediante una gradilla y efectuando la recoleccion en un minimo de 30 parcelas.

En ocasiones es conveniente efectuar un control estricto de la variacién genética de la plan-
ta que se produce; por ejemplo, la destinada al refuerzo o creacién de poblaciones en el marco
de programas de conservacion de recursos genéticos. En estos casos las semillas de los distin-



tos genotipos se mantienen individualizadas en lotes separados a lo largo de todo el proceso de
produccién. Ya en campo, se planta el mismo nimero de individuos (progenies) de cada lote,
registrando su posicion en la plantacién mediante un croquis o estimando sus coordenadas
con la ayuda de un GPS.

Sin embargo, cuando el objetivo es la produccion de plantas con ciertas caracteristicas ge-
néticas, se deberd poner especial cuidado en efectuar una buena seleccion de los pies que van
a ser recolectados, de acuerdo con su fenotipo o genotipo. Este es el caso de las recolecciones
en las que se buscan determinadas caracteristicas relacionadas con productividad, calidad, re-
sistencia a plagas y enfermedades o adaptacién a condiciones particulares. Normalmente este
tipo de materiales constituye la base a partir de la cual se establece un programa de mejora ge-
nética, que incluye la instalacién de plantaciones especificas, como huertos semilleros, ensayos
de progenies o de clones, que permiten el desarrollo de nuevos ciclos de seleccién y mejora.

Ademas de la variacion genética, en la recoleccion y el uso de los materiales de reproduc-
cion se debe tener en cuenta su origen geografico y las condiciones ecoldgicas del sitio donde
van a ser finalmente plantados. La transferencia de germoplasma procedente de dreas distan-
tes, especialmente si las condiciones edafo-climaticas son diferentes, podria resultar contra-
producente, incluso aunque proporcionen una mayor amplitud genética, ya que ésta no habria
sido sometida a las presiones de seleccién locales y podria no adaptarse a su nueva situacion
ambiental. Los aspectos ecoldogicos que revisten mayor importancia a la hora de definir la
adaptacion de una poblacion parecen ser, en primer lugar, las caracteristicas climaticas, sobre
todo en lo que concierne a la tendencia de las temperaturas. Un papel importante deriva igual-
mente de los aspectos topograficos como la altitud y la latitud, mientras que el tipo de sustrato
parece tener una importancia menor (MONTELEONE & al., 2005A).

No se debe infravalorar el posible efecto de la modificacion del patrén de variacion espacial
de la variacion genética de los taxones; esto es, la modificacion del pool genético de las pobla-
ciones naturales, resultado de una larga evolucién y por lo tanto seguramente bien adaptado
a las condiciones locales. En la actualidad, el escaso control existente sobre el origen de las
plantas que se emplean en las restauraciones parece preocupante. La aplicacion de la certifi-
cacion sobre el origen de las semillas arboreas y arbustivas estd prevista en la normativa sélo
para las especies mas empleadas, mientras que en el resto de casos se suele utilizar material de
origen desconocido. Aunque evidente, es importante recalcar que resulta ineludible el empleo
de germoplasma de la poblacion local, cuando se llevan a cabo actividades de refuerzo de po-
blaciones en dreas destinadas a la conservacion in situ.

Es conveniente poner especial cuidado en el mantenimiento de la variacion genética de los
lotes de semillas durante todas las fases posteriores a la recoleccién, evitando en lo posible se-
lecciones direccionales del material, voluntarias o no, como puede ser la seleccién por tamafio
de semillas o para una velocidad de germinacion determinada, etc. Las semillas de la mayoria
de las especies de arboles y arbustos autéctonos del drea mediterranea son, salvo importantes
excepciones entre las que destacan las fagdceas, las salicaceas, el avellano, el nogal, los olmos
y algunos arces, ortodoxas y pueden ser conservadas ficilmente durante largos periodos de
tiempo sin deterioro de las mismas. No se puede decir lo mismo de la germinacion, ya que las
semillas de muchas especies estan adaptadas al incendio o forman parte de la dieta de frugi-



voros, procesos naturales que promueven la germinacion y que son dificiles de reproducir en
laboratorio o vivero.

En el material digital complementario a este volumen se ofrece informacién resumida so-
bre aspectos relevantes para la produccién, el acondicionamiento, la conservacion y la produc-
cién de plantas a partir de semillas de un gran numero de especies arbéreas y arbustivas au-
toctonas del drea mediterranea. Dentro de la informacion aportada se seniala la época en la que
los frutos estan maduros para su recoleccidn y algunas indicaciones que pueden ser relevantes
en dicha fase. Asimismo, se recomienda el proceso a seguir para la extraccién de las semillas
de los frutos y la eliminacion de determinadas estructuras, algunas de ellas consideradas como
impurezas segin las normas ISTA (GORDON & al., 1991). Se sefiala ademads el tipo de semilla
de acuerdo con su tolerancia a la desecacidn, dato que permite elegir las condiciones de con-
servacion mas adecuadas para cada caso. En relacién con la produccion de plantas en vivero,
se ofrece informacién sobre el periodo mas propicio para la germinacién y el tratamiento re-
querido para romper dormiciones u homogeneizar la emergencia, si cabe. La descripciéon de-
tallada de los posibles tratamientos, como estratificaciones y escarificados, ha sido expuesta en
profundidad y puede ser consultada en el capitulo 8. La informacién incluida procede princi-
palmente de la edicién italiana, basada en P1oTTO ¢ D1 No1 (2003), disponible en internet (ver
publicaciones de manuales en www.apat.gov.it) y en datos aportados por el Centro Nazionale
per lo Studio e la Conservazione della Biodiversitd Forestale, en Peri (VR) (Ministerio delle Po-
litiche Agricole e Forestale, Corpo Forestale dello Stato). Para la edicion en castellano se ha em-
pleado también informacién procedente de CATALAN (1991), CERVELLI (2005), GARCIA-FAYOS
(2001), MACc CARTHAIGH ¢ SPETHMANN (2000) y YOUNG ¢ YOUNG (1992), asi como también
datos y protocolos empleados en el Banco de Semillas Forestales de la Generalitat Valenciana.

Dentro de las especies arboreas, la conservaciéon de los recursos genéticos de los chopos au-
toctonos es considerada prioritaria. Al igual que otras especies de ribera, los chopos han visto
reducidas sus poblaciones de una manera particularmente dramatica debido a numerosos fac-
tores; entre ellos cabe destacar la alteracion del régimen natural de los caudales y la ocupacién
de su habitat para diferentes usos. En particular, se han dedicado grandes esfuerzos a la con-
servacion de Populus nigra L., tanto por su caracter autoctono y la acusada reduccion de sus
poblaciones, como también por su estrecha relacién con los programas de seleccién y mejora
de hibridos comerciales. De hecho, el programa europeo de conservacién de recursos genéti-
cos forestales EUFORGEN (European Forest Genetic Resources Programme) ha considerado
prioritario coordinar diferentes iniciativas existentes en la conservacion ex situ de los recursos
genéticos de esta especie, como bancos clonales, huertos semillero y otro tipo de colecciones
(figura 9.6). En este sentido, se ha establecido una coleccién de base que incluye genotipos de
diferentes puntos del area de distribucion de la especie y una base de datos que gestiona la in-
formacion referente a un gran numero de individuos conservados en los paises participantes
(VIETTO & BIANCO, 2005). Ademds, y gracias a la experiencia acumulada en torno a Populus
nigra L., se han podido establecer unos principios basicos a considerar para su conservacioén en
su habitat natural (LEFEVRE & al., 2001). Algunos paises como Italia (VIETTO & al., CHIARA-
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Figura 9. erto semillero de Populus nigra L.

BAGLIO, 2004) y Bélgica (VANDEN BROECK ¢ al., 2002) han iniciado planes de conservacion de
tipo dindmico, con la creacidn de poblaciones artificiales con una elevada diversidad genética
en ambientes favorables para la persistencia natural de la especie. De esta manera estas nuevas
poblaciones se regenerarian normalmente a partir de semilla y los complejos génicos evolucio-
narfan como respuesta a la presion del ambiente. Este tipo de medidas es considerada como
una excelente via para promover la supervivencia de la especie en los habitats de ribera que le
son propios.

Las actividades de conservacién de P. alba y P. tremula no estdn tan avanzadas como en P.
nigra. Sin embargo se considera importante abordarlas o desarrollarlas; quizas con un caracter
menos intenso en la primera, centrandose en el uso adecuado de los materiales de reproduc-
cién en las restauraciones de ribera, y si con mas profundidad en el caso del chopo temblén,
con actividades que promuevan su conservacion ex situ, tanto estatica como dindmica.

Las especies de Populus se propagan generalmente sin problemas por semillas o vegetati-
vamente. Este género puede considerarse paradigmatico en cuanto a la puesta a punto de téc-
nicas de multiplicacion, particularmente asexual, por la facilidad de su propagacién por esta-
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quillado de estructuras lefiosas. De hecho, la posibilidad de mantener la identidad genética de
los individuos mediante la propagacion agamica ha sido empleada en los programas de mejora
genética para la multiplicacion de genotipos seleccionados de clones comerciales y ha promo-
vido la evolucion de las técnicas culturales empleadas de manera especifica en populicultura.

Sin embargo, la posibilidad de recolectar material vegetativo de ejemplares de chopo vi-
gorosos, su facil propagacion y cultivo hacen que en muchos casos no se tenga en cuenta la
importancia que tiene la diversidad genética, con el mantenimiento de los mecanismos de re-
combinacién propios de la reproduccién sexual, para la conservacion de los recursos genéticos
a largo plazo y su gestion sostenible (BISOFFI &~ al., 1999). Por ello, en caso de emplear material
producido vegetativamente, es conveniente tomar una serie de precauciones, como son el em-
pleo de una mezcla de genotipos en las restauraciones y la limitacion del numero de ramets que
se recolectan de un ortet o cepa madre.

La propagacion vegetativa es una herramienta muy util en los programas de conservacién
ex situ de recursos genéticos de estas especies, ya que permite el establecimiento de bancos
clonales. Este tipo de plantaciones también es interesante para el mantenimiento y produccién
de materiales de reproduccion de poblaciones locales de las especies autdctonas, en el caso que
se prevean restauraciones hidroldgicas en una determinada zona. Se debe tener en cuenta que
este tipo de mantenimiento ex situ requiere disponer de terreno adecuado y garantizar unos
recursos humanos y econdémicos para asegurar su adecuada gestion. No obstante, uno de los
inconvenientes mas serios a los que estan sujetas estas plantaciones es el riesgo fitosanitario.

Otra alternativa mas econdmica es la conservacion de polen y semillas, que puede ser em-
pleada como complemento de otras técnicas de conservacion, ya sea en forma de polen o en
forma de semillas. El cultivo y mantenimiento in vitro es una via bastante mds costosa, pero
que podria presentarse como la unica alternativa para genotipos estériles o con dificultades
para su propagacion vegetativa convencional. Logicamente, este tipo de mantenimiento redu-
ce considerablemente los problemas fitosanitarios, ademads de facilitar el movimiento de mate-
rial entre instituciones.

La actividad de propagacion vegetativa de los chopos se lleva a cabo normalmente durante el
periodo de reposo vegetativo, a finales de invierno (febrero-marzo). Los tallos de un afio de
edad se emplean para obtener estaquillas de longitud estandar (aproximadamente 20 cm) con
un buen nimero de yemas, que se adaptan muy bien a su plantacién con medios mecanicos.
En el caso de que se pretenda multiplicar material de drboles adultos, también se puede re-
colectar material de 3 6 4 afos de edad, por ejemplo cortando las ramas mas vigorosas de la
parte superior de la copa; en este caso, las estacas deben tener una longitud mayor, de aproxi-
madamente 1 m, y sobre todo deben presentar yemas latentes en la base de las ramas laterales
o inmediatamente debajo del anillo que separa el crecimiento entre dos afios sucesivos. Este
tipo de material se planta manualmente enterrando al menos 2/3 de su longitud. En la mayor
parte de las especies de chopo los ramets mantienen algunas de las caracteristicas externas y
de comportamiento del ortet, como el porte, el vigor y la capacidad de enraizamiento. Este
hecho, en condiciones de produccién adecuadas, puede ser aprovechado para la obtencién de



individuos con un comportamiento muy homogéneo en cuanto a su crecimiento y desarrollo.
La obtencién de material procedente de ejemplares adultos puede dar lugar a una cierta varia-
cién intraclonal para algunas caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas, todo ello en funcién
de la edad de la planta madre, de las condiciones climaticas y edéficas en las que se encuentra y
de la parte de la copa de la que se haya extraido el material (FRISON, 1996).

Es fundamental tener en cuenta que los chopos son, en general, plantas dioicas, por lo que
a la hora de recolectar material para propagacion vegetativa destinado a conservacion del ger-
moplasma, éste debe provenir de pies de ambos sexos en proporciones similares (LANDIS & al.,
2004).

El material destinado a la propagacion (ramas o varetas) y las estaquillas producidas pue-
den conservarse durante uno o dos meses en el frigorifico a temperaturas entre -2°C y 4°C. A
veces se efectuan tratamientos quimicos con ditiocarbamato como fungicida antes de su con-
servacion. Cuando la cantidad, es reducida, el material se suele conservar en bolsas de plas-
tico; si se conservan grandes cantidades se pueden emplear cajones, protegiendo el material
con sacos de yute para evitar una desecacion excesiva. En determinadas ocasiones, cuando se
prevé un periodo de tiempo prolongado desde el despacho a la recepcion, se recomienda sellar
los extremos de los tallos con cera o cualquier otro material moldeable inerte o simplemente
emplear bolsas al vacio.

La capacidad de enraizamiento de las estaquillas depende sobre todo de factores genéticos,
variables entre especies y entre individuos. También son importantes otros factores como las
caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas del material y las condiciones ambientales de enrai-
zamiento. En particular esta capacidad suele reducirse cuando aumenta la edad del material
utilizado para la propagacion. Es conveniente hidratar las estaquillas antes de su plantacidn,
sumergiéndolas en agua durante 24 a 48 horas, en funcién de su estado de hidratacién, sobre
todo cuando el material ha sufrido estrés hidrico en el periodo de crecimiento vegetativo ante-
rior a su recoleccion.

Las estaquillas de Populus nigra suelen enraizar con mucha facilidad. Cuando el material
tiene dos anos de edad o mds, es siempre conveniente producir estaquillas de mayor longitud
(30 a 50 cm) que las de dimension estandar. Populus deltoides tiene, respecto de P. nigra, menor
capacidad de enraizamiento, con fuertes diferencias entre genotipos. En esta especie, la difi-
cultad de propagacion se acentua en individuos que se caracterizan por tener ciclos vegetativos
mas bien largos, lo que implica escasa lignificacion de los tejidos y predisposicion a la deshi-
dratacion. Los hibridos procedentes del cruzamiento entre P. nigra, actuando como progenitor
marculino, y P. deltoides como progenitor femenino (P. x canadensis) también muestran una
excelente aptitud para el enraizamiento. Esta capacidad es heredada del progenitor masculino
pues la especie que actua como parental femenino no posee esta cualidad.

Populus alba muestra una gran variacién individual en la capacidad de enraizamiento. Sin
embargo, también en esta especie se pueden mejorar los resultados empleando estaquillas de
30 a 50 cm de longitud. Las posibilidades de propagacion vegetativa por medio de estaquillas
aéreas (obtenidas a partir de ramas o varetas) es muy reducida en los chopos temblones (P. tre-
mula, P. tremuloides y P. grandidentata). En estas especies suelen emplearse estaquillas de raiz
que se extraen con facilidad del sistema radical préximo a la superficie. También es habitual
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Figura 9.7: a- Injerto de aproximacion.

b- Recoleccion de ramas con amentos préximos a la diseminacion.

propagar el chopo temblén mediante sierpes, o rebrotes de raiz formados por unos centime-
tros de parte aérea y un segmento de sistema radical. De este modo se puede obtener material
de propagacion en el periodo estival (junio y julio); en este caso, se debe aplicar un tratamiento
con hormonas de enraizamiento y mantener el material en condiciones controladas de tempe-
ratura y humedad, en sustrato estéril.

La capacidad rizogénica de otras especies de chopo es muy variable: P. euphratica, P. la-
siocarpa, P. heterophylla. muestran grandes dificultades para enraizar, mientras que P. tricho-
carpa y P. balsamifera, P. laurifolia, P. maximowiczii, P. koreana, P. simonii y P. yunnanensis
pueden propagarse facilmente por estaquilla (FRISON, 1996).

En los casos en los que las estaquillas de chopo estén destinadas a uso en repoblaciones o
restauraciones hidroldgicas deberd tenerse en cuenta las normativas vigentes sobre comercia-
lizacién y pasaporte fitosanitario, en cuanto a su calidad genética y calidad exterior, donde se
exigen unas dimensiones minimas y unos requerimientos especificos de edad, forma, nimero
de yemas y, por supuesto, estado sanitario.

La técnica de injerto puede ser una alternativa vélida para propagar genotipos de chopo con
escasa aptitud para el estaquillado. Su uso comercial estd limitado a ciertos clones de Populus
tremula, empledandose los injertos oblicuo o de yema y plantas de un afio de la misma especie
o de Populus alba como portainjerto. También se emplea con éxito el injerto por aproximacion
para la produccion de plantas de Populus tremula para realizar hibridaciones controladas en el
campo de la experimentacion e investigacion (figura 9.7). Este tltimo tipo de técnica se realiza
en el mes de agosto, empleando ramas florales recolectadas de pies femeninos adultos (figura
9.7) e injertadas en plantas jovenes, generalmente del clon I-214, cultivadas en maceta. Para
inducir floraciones tempranas se puede usar el injerto inglés de doble hendidura.
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También se dispone del método de propagacion in vitro para la multiplicaciéon de clones
de interés comercial (LUBRANO, 1992). Esta técnica permite conseguir una mayor rapidez de
enraizamiento respecto del estaquillado convencional, ademds de que tiene la ventaja de poder
mantener el material a largo plazo sin problemas fitosanitarios. No obstante, resulta una via
costosa, que requiere mano de obra cualificada para su manipulacion, ademds de los posibles
problemas de modificacién de la identidad genética por variacién somaclonal.

Las técnicas de crioconservacion, aunque con resultados muy dispares hasta la fecha, pare-
cen abrir interesantes posibilidades como via de conservacion de este grupo de especies. Con
la vitrificacién seguida de inmersion directa en nitrégeno liquido (-196°C) de apices de yemas
o tejidos embriogénicos se han obtenido altos porcentajes de supervivencia en P. alba (82%),
algo mas bajos en P. x canescens (54%) y muy bajos en P. nigra (22%) (LAMBARDI, 2002).

La disponibilidad de una elevada diversidad genética es una condicion esencial para una bue-
na gestion de los recursos genéticos y para el avance en los ciclos de selecciéon y cruzamiento en
programas de mejora genética. Por ello, es necesario conocer los aspectos relacionados con la
manipulacion y conservacion de semillas y polen que pueden ser empleados con diferentes ob-
jetivos, como la produccién de plantas para la creacion o el refuerzo de poblaciones con mate-
rial con una amplia base genética o las hibridaciones artificiales entre parentales de particular
interés en programas de seleccion y mejora.

Se han efectuado numerosas investigaciones entorno a los protocolos de validacién de la
viabilidad y facultad germinativa de polen y semillas, en la determinacién de aquellos factores
que pueden incidir de manera negativa en la germinacién y sobre los métodos mas adecuados
para su conservacion a largo plazo.

La floracion de los chopos tiene lugar entre febrero y marzo, segin regiones. En ambiente con-
trolado, como puede ser un invernadero, la floracién puede adelantarse y la rapidez de apari-
cién de los amentos aumenta si el material se ha recolectado hacia el final del periodo invernal,
sobre todo si las ramas florales, una vez recogidas, han estado sometidas a un periodo de ver-
nalizacién a 4°C durante un mes. Los mejores individuos productores de semillas son los pies
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Figura 9.9: a- Separacion de semillas de Populus nigra de los penachos de pelos.

b- Ensayo de germinacion de semillas de Populus nigra.

adultos que crecen de manera aislada. El chopo tiene capacidad de florecer y producir semillas
a partir de los 5-10 aflos de edad e incluso antes, como respuesta a condiciones de estrés.

Las semillas de chopo son muy pequeiias (figura 9.8); en un gramo se pueden contar unas
1.000 semillas. El peso de las semillas es variable entre especies y entre lotes; por ejemplo, en
el caso de Populus deltoides el nimero de semillas por gramo es de 442 a 3.300; para Populus
nigra las cifras oscilan entre 1.000 - 1.100 semillas por gramo; en Populus alba entre 1.600
- 1.800; mientras que en P. tremula las cifras se elevan hasta unas 5.900 - 19.700 semillas por
gramo (P10TTO, 1992; P10TTO ¢ DI NoO]I, 2001).

La recoleccion de las semillas debe efectuarse lo mds cerca posible del momento de la dis-
persién natural, en la fase de apertura de las capsulas. En caso de recolectarse con mas an-
ticipacion se corre el riesgo de obtener semillas con muy baja viabilidad. En cualquier caso,
el periodo comprendido entre la recoleccién y el inicio de la fase de conservacién debe ser lo
mds breve posible. Con el fin de evitar el deterioro del material, los frutos deben disponerse en
capas muy finas para su secado a temperatura ambiente durante 1 - 2 dias y extraer las semi-
llas en el lapso de una semana como maximo. La separacion de las semillas de los penachos
de pelos en P. nigra y P. deltoides puede llevarse a cabo con buenos resultados empleando una
pistola de aire comprimido y una serie de cedazos con malla de 1,6 mm (figura 9.9).

La facultad germinativa es normalmente elevada (80-90%), pero puede reducirse sensible-
mente en solo 3-4 semanas, sobre todo si las semillas se han dejado expuestas al aire algunos
dias después de la dehiscencia de las capsulas. Las semillas de chopo germinan rapidamente;
en condiciones favorables y si la semilla es fresca, la germinacién puede producirse en solo 6-
12 horas. Un ensayo de germinacidén rapido, propuesto por SIMAK (1980), consiste en disponer
semillas, 100 por réplica y tres réplicas, en placas Petri, empleando para ello papel de filtro em-
bebido en agua desionizada (figura 9.9); la valoracion de la germinabilidad se efecttia a los 7-10
dias. Para determinar con mayor precision los resultados del ensayo de germinacién, conviene
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llevar a cabo una prueba colorimétrica con el fin de evaluar la viabilidad efectiva del lote de
semillas. Se ha observado una amplia variacién entre especies y genotipos en la produccién de
plantulas anormales, siendo en algunos casos relativamente frecuente.

Para la produccién de plantulas por siembra directa se suele emplear contenedores alveo-
lados de 20 cm® de capacidad con sustrato turboso, que se mantienen en invernaderos a una
temperatura controlada de 18-20 °C. En estas condiciones la emergencia de las plantulas tiene
lugar aproximadamente en una semana.

Los factores que influyen en la germinacion de las semillas de los chopos son numerosos;
entre ellos y como ya se menciond, es fundamental la época de recoleccion y el tiempo trans-
currido durante la extraccién y el acondicionamiento de las semillas, asi como su contenido
de humedad y la temperatura de conservacién. La deshidratacién es un factor muy importante
para la buena conservacion; la semilla puede ser conservada con éxito durante varios afos a
baja temperatura, pero solo si el contenido de humedad se ha reducido a un 5-8%. El nivel de
hidratacién puede ser determinado rapidamente usando termobalanzas y muestras de unos
200 mg de semilla. La reduccién del contenido de humedad para una buena conservacion debe
efectuarse gradualmente; un método valido para alcanzar los niveles 6ptimos consiste en dejar
las semillas bajo corriente de aire por un periodo de 2 a 5 dias a 20°C 6, aiin mejor, secar el
material en estufa a una temperatura de 35°C durante 10 a 30 minutos, en funcién del conte-
nido de humedad inicial. Es bastante frecuente que las semillas de P. nigra se deshidraten de
manera natural durante el periodo de su manipulacién, por lo que en este caso no es necesario
su tratamiento.

La temperatura de conservacion es también un factor a tener muy en cuenta; por ejemplo,
a 4°C no es posible conservar la viabilidad de las semillas, ni atin durante periodos inferiores
a un ano. En el caso de lotes de semillas de P. nigra, P. deltoides y P x canadensis, los mejores
resultados se han obtenido a temperaturas comprendidas entre -18°C y -40°C (CAGELLIL, 1997).
Hasta el momento no se han observado diferencias significativas en la calidad de conservacién
de lotes de semillas a temperaturas comprendidas en dicho rango, por lo que la conservacién
a -18°C, en un congelador normal, puede considerarse como adecuada para una estrategia a
largo plazo. En estas condiciones, lotes de semilla de las especies mencionadas han mantenido
una aceptable facultad germinativa (40-50%) por un periodo de 10 afios. Cuando se vaya a
utilizar el material conservado, éste debe ser sometido a un aumento de temperatura gradual
hasta alcanzar la temperatura ambiente; lo mismo debe hacerse con la rehidratacidn, ya que
una imbibicién muy rapida puede causar dafios irreversibles en las semillas.

Como en el caso de las semillas, la viabilidad del polen estd condicionada por diversos facto-
res, como son el momento y método de recogida, el periodo transcurrido desde esta operaciéon
hasta el momento de su conservacion, el contenido de humedad y la temperatura de conser-
vacion. Sin embargo, mientras que la calidad de las semillas puede ser de facil verificacion en
el laboratorio, los ensayos de viabilidad del polen presentan cierta dificultad. Todavia no se
dispone de suficiente informacién sobre la correlacion entre la viabilidad del polen y su capa-
cidad de fecundar. Este ultimo parametro se estima de manera indirecta mediante la cantidad
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Figura 9.10: (a) Recoleccion de polen.

(b) Polen de Populus nigra L. germinando.

(c) Test colorimétrico al TTC de polen de Po-
pulus nigra L.

de semilla producida tras la fecundacién de flores femeninas. Segun resultados preliminares
pareceria que, atin empleando lotes de polen con baja viabilidad es posible obtener en general
una buena cantidad de semillas.

Las ramas florales masculinas pueden recolectarse a lo largo de todo el periodo invernal y
ser conservadas en recipientes con agua (figura 9.10), manteniéndolas en ambiente controlado
a temperaturas préximas a 20°C y una humedad relativa del 70%. No obstante, la mayor canti-
dad de polen se obtiene de ramas recolectadas en estadios préximos al momento de brotacién
de la planta en condiciones naturales. La recoleccion del polen se puede efectuar de dos mane-
ras, o bien directamente de las anteras en el momento de la dehiscencia natural o a partir de
amentos recolectados al final de su desarrollo, secados de manera artificial durante 24 horas a
una temperatura de aproximadamente 25°C y 40% de humedad relativa.

La germinabilidad del polen es alta inmediatamente después de la recogida, pero puede
descender rapidamente hasta perderse totalmente si se conserva durante una semana a 4°C en
gel de silice. Uno de los métodos mas utilizados para estimar la facultad germinativa in vitro es
el propuesto por BREWBACKER ¢ KWACK (1963). Este método consiste en cultivar los granos de
polen sobre un sustrato agarizado (KNO, 0,1 g/l; CaNO, 0,3 g/I; H,BO, 0,1 g/I; MgSO, 7H,0
0,2 g/1; sacarosa 100 g/l para P. deltoides, 200 g/l para P. nigra). La germinacién se valora a las
12 y 24 horas después de la inoculacién, midiendo la longitud del tubo polinico (figura 9.10).
Otro método rapido es el que emplea tetrazolio, en el que la viabilidad del polen se establece
de acuerdo con la intensidad de la coloracién obtenida (figura 9.10). La muestra que reacciona
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positivamente adquiere una coloracién que va desde el rosa claro al rojo intenso, iniciandose el
viraje a la coloracion rojiza a los treinta minutos de iniciado el ensayo y adquiriendo su maxi-
ma intensidad a los 60 minutos (RAJORA & ZUFFA, 1986).

El contenido de humedad de los granos de polen varia sensiblemente entre especies y ge-
notipos de la misma especie, en un rango entre el 10% y el 80%. En la conservacién de polen el
contenido hidrico también se muestra como el factor fundamental. Antes de poner el material
en condiciones de conservacion es necesario reducir su contenido de humedad por debajo del
10%. Como método generalizado para contenidos de humedad inicial variables, el polen se
suele deshidratar manteniéndolo 12 horas a 4°C en deshumidificador con gel de silice. En el
caso de P. nigra y P. deltoides un tiempo de 2 horas es suficiente para reducir el contenido de
humedad a valores del 7-10%. Como en las semillas, también se puede estimar el contenido de
humedad del polen en termobalanza para determinacion de contenido de humedad, emplean-
do una muestra de 120 mg.

Una vez deshidratado, el polen puede ser conservado entre -18°C y -40°C durante un pe-
riodo de al menos un ano. Por el momento no existen trabajos especificos sobre protocolos de
acondicionamiento para la conservacién de polen durante periodos de tiempo mas prolonga-
dos. No obstante, en cruzamientos controlados efectuados con polen conservado durante 5
afios a -40°C se han obtenido buenos resultados en cuanto al numero y la calidad de las semi-
llas obtenidas. Una precaucién importante a tener en cuenta es la gradual y progresiva rehidra-
tacion del material conservado antes de su empleo. Si el periodo de conservacion ha sido breve,
es suficiente mantenerlo durante un periodo de 1-2 horas en un ambiente con una humedad
relativa alta (60-70%) y una temperatura de aproximadamente 20°C, mientras que si el polen
se ha conservado durante mas tiempo se debe someter a una temperatura de 4°C durante una
hora y posteriormente a 20°C durante dos horas (STANTON & VILLAR, 1996).



Introduccién

Gran parte de los Bancos de Germoplasma conservan semillas de plantas silvestres amena-
zadas que en principio podrian ser utilizadas en futuros proyectos de recuperacion, etc. Para
ello es imprescindible conocer las condiciones de germinacién de cada taxén conservado, y de
hecho es una de las prioridades actuales en las lineas de trabajo de los Bancos de Germoplas-
ma. Pero una vez que hemos logrado hacer germinar nuestras semillas ;sabemos acaso dar el
segundo paso y somos capaces de cultivar ex situ las plantas? Casi nunca sabemos hacerlo, o
dicho de otro modo, son muy pocas las plantas silvestres de nuestra flora con las que hemos
experimentado. Pero, incluso si somos capaces de cultivar esas plantas ex situ, en jardines bo-
tanicos, arboretos, o parcelas de viverismo asociadas a las instituciones que albergan los Ban-
cos de Germoplama ;somos capaces de hacerlo in situ en el campo, en el habitat natural de la
especie amenazada y sin las condiciones de cultivo 6ptimas y reguladas que tenemos en nues-
tras instalaciones? Pocas veces lo hemos intentado y es muy probable que nos encontremos con
dificultades importantes. En Espaiia, salvo notables excepciones (Red Andaluza de Jardines
Botdnicos, Jardin Botanico Viera y Clavijo, Parque Nacional del Teide, y Jardin Botanico de
Soller principalmente) existe muy poca experiencia de cultivo con plantas amenazadas, y esta
laguna es la que quiere cubrir el Proyecto Phoenix 2014.

El problema

El niimero de taxones amenazados en el territorio espaiol es muy elevado, teniendo en cuenta
la gran diversidad floristica que el pais alberga (1.414 especies segtn la Lista Roja de la Flora
Vascular Espaiiola del afio 2000 -pendiente de ser publicada la actualizacién- de un total es-
timado de plantas vasculares entre 7.300 a 8.300 especies). En el Atlas y Libro Rojo de la Flora
Amenazada de Espana (2004) se recogen 478 taxones considerados a priori los mas amenaza-
dos del pais. En esta misma obra se analizan las principales medidas de conservacion existente
y propuestas en esos documentos, asi como medidas de conservacion ex situ. Se propone que
al menos 1281 taxones estén conservados en bancos de germoplasma, teniendo noticia sin em-
bargo de que sélo lo estdn hasta el momento 419, y se propone también que se trabaje en el
cultivo y propagacion de 628 especies, teniendo noticia de que sdlo se ha hecho para 278. Si
tomamos estos datos como referencia, el Libro Rojo Nacional estima que es necesaria al menos
la puesta en cultivo ex situ de 350 taxones de nuestra flora mds amenazada. Estas cifras dan
una idea de la magnitud del trabajo que resta por hacer y muestran la necesidad de poner en
marcha proyectos coordinados entre instituciones que puedan abordar los trabajos

Esta iniciativa pretende que los JBs Espaiioles se vuelquen atin mas con la Estrategia Mun-
dial para la Conservacion de las Plantas (GSPC) en el marco del Convenio de Diversidad Bio-



légica (CBD) y la iniciativa Cuenta Atrds 2010. A pesar de los esfuerzos realizados en Europa
en los ultimos afos, recientemente se ha publicado la nueva Estrategia Europea para la Conser-
vacion de las Plantas 2008-2014, elaborada por Planta Europa y el Consejo de Europa, y en ella
se llama la atencion sobre la necesidad de abordar casos de estudio para la reintroduccion de
plantas amenazadas, y la necesidad de redoblar los esfuerzos para lograr el cultivo ex situ de al
menos el 60 % de la plantas amenazadas europeas, horizonte del que estamos aun muy aleja-
dos, y que previsiblemente no lograremos en el 2010. Con el proyecto Phoenix 2014, los JBs de
la AIM]JB, quieren contribuir a remediar en parte estas lagunas ya detectadas.

Promotor

El proyecto Phoenix 2014 es una iniciativa de la Asociacién Ibero-Macaronésica de Jardines
Botanicos (AIM]B). Se contempla su desarrollo en el seno de los Jardines Botanicos Espafioles
integrados en la AIMJB. El proyecto pretende asentar las bases para cultivar y exhibir en los
Jardines Botanicos una representacion de las plantas espanolas méas amenazadas. Estas bases
deberan ser el punto de partida para futuros estudios que lleguen a incorporar todas las espe-
cies amenazadas de Espafia. De esta forma se contribuird a que el Gobierno espaiiol cumpla
una parte de los compromisos adquiridos por las iniciativas nacionales e internacionales en el
campo de la conservacion vegetal.

Objetivos principales

El proyecto Phoenix 2014 persigue tres objetivos principales:

1- Desarrollar los protocolos de germinacién y cultivo de las especies mas amenazadas de
la flora espaiola en los viveros de los Jardines Botanicos de la AIMJB.

2- Conocer el momento del desarrollo de la planta mas adecuado para introducir con éxito
las especies en su habitat natural.

3- Exponer una muestra de las especies seleccionadas en las colecciones de cada Jardin
Botdnico y desarrollar un plan de divulgacién para dar a conocer a la sociedad nuestras plan-
tas amenazadas y contribuir a crear una concienciacion social sobre el problema creciente de
pérdida de biodiversidad.

Desarrollo

El proyecto propone establecer un Programa Nacional de cultivo ex situ de especies amena-
zadas, utilizando las instalaciones y los equipos humanos de los diferentes ]Bs espafoles de la
AIM]JB. Ya se han dado primeros pasos, y tras varias reuniones de trabajo realizadas al amparo
del Grupo de trabajo de conservacion de planta viva en el seno de la AIMJB, son ya mas de 15
los JBs comprometidos, habiéndose planteado en una primera fase el compromiso de cultivar



Instalaciones para el cultivo ex situ de plantas amenazadas en el Jardin Botanico Atlantico.



y exponer un minimo de 5 especies en cada uno de los JBs participantes, con lo cual se con-
seguira al final del proyecto la representacién y conocimiento del cultivo de otras 75 especies
amenazadas mas de Espana.
La seleccion de las especies se ha realizado utilizando para ello principalmente la infor-
macion de la dltima versién disponible de la Lista Roja de plantas vasculares amenazadas de
Espaia y del Atlas y Libro Rojo de Espana. Siempre que sea posible las semillas para iniciar los
ensayos de germinacién y cultivo proceden de los fondos de la REDBAG (ver capitulo III.1).
Previo acuerdo con las CCAA, esta seleccidn incluye en ocasiones taxones protegidos
(amenazados o no) a nivel regional que se ha considerado oportunos, principalmente aquellos
sobre los cuales se esté realizando o preparando un plan de conservacién. Con ello, el proyecto
pondra a disposicion de las administraciones competentes las facilidades de gestion y el ma-
terial necesario para llevar a cabo el compromiso de ejecutar los planes de recuperacion de un
minimo del 10% de las especies amenazadas antes del 2010.
En la planificacién del Proyecto, los distintos técnicos de los JBs se estdn reuniendo para
trabajar de manera consensuada y coordinada y abordas las diversas fases de cultivo de los
taxones, utilizando experimentos similares y homologados. Se esta trabajando en los siguien-
tes protocolos:
1.- Obtencion del material para el cultivo (ya sea via Bancos de Germoplasma o recoleccio-
nes de poblaciones naturales).

2.- Disefio y ejecucion de la experimentacion de propagacion en los viveros.

3.- Ensayos de trasplantes en las distintas fases del desarrollo de las plantas para obtener
informacion sobre el mejor momento del trasplante al medio natural.

4.- Introduccion de las colecciones en los espacios de exposicion.

5.- Elaboracién de un manual de protocolos de cultivo de especies amenazadas

6.- Activacion de la campaia de divulgacion.

Programa de divulgacién y concienciacién social

Se esta trabajando también en la creacién de un programa de divulgacion y concienciacién
social en torno a conservacion de la biodiversidad vegetal. Supone el conjunto de actividades
de caracter educativo y de difusion del Proyecto Phoenix-2014, de contenido comtn y normali-
zado, y adaptadas a su desarrollo en cada uno de los JBs vinculados al proyecto.

El programa contemplara tres aspectos:

1.- Concienciacion sobre la problematica de la pérdida de biodiversidad.

2.- Informacion del proyecto en los JBs.

3.- Implicacidén y participacion ciudadana en la conservacion de la biodiversidad a través del

proyecto.
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Glosario

Se definen aqui gran parte de los términos técnicos empleados en el texto, ademds de otros cominmente

utilizados en el desarrollo de las actividades de conservacidn ex situ. Gran parte de las definiciones pro-
ceden de la base de datos del proyecto GENMEDOC (www.genmedoc.org), si bien en algunos casos han
sido corregidas o simplificadas por los autores.

Abcision

Proceso de separacion que ocurre en zonas particulares de la planta llamadas zonas de abci-
sién y que provoca la caida de las hojas, flores o frutos.

Accesion

Cada entrada en el banco de uno o més lotes de germoplasma relativos a una tnica recolec-
cién, para un Unico taxén, y una determinada poblacién; generalmente identificada con un
c6digo alfanumérico univoco.

Acolchado

Cobertura del terreno, después de la siembra o trasplante, realizado para protegerlo del frio
intenso, aumentando la temperatura y limitando la evaporacién, para proteger o acelerar el
crecimiento. Puede practicarse con paja, hojarasca, corteza, etc.

Afilia

Ausencia total de hojas o pérdida precoz de las mismas. La fotosintesis se completa a través
de tallos jévenes aln verdes. Caracteristica de numerosas especies de Fabaceae arbdreas y
arbustivas tipicas de la vegetacion mediterrénea (ej. Genista sp. pl.).

Agamia

Tipo de reproduccién asexual que se produce sin la unién de gametos. Los organismos pro-
ducidos presentan un cédigo genético idéntico al del parental materno. Ver “Propagacion
vegetativa o agamica”.

Agamospermia

Proceso apomictico mediante el cual se forman semillas sin fusion de gametos.

Ahumado

Pretratamiento que prevee la exposicién al humo o la utilizacién de soluciones acuosas de
sustancias que se desprenden durante los incendios, para interrumpir la dormicién de las
semillas de algunos taxones esponténeos de dreas propensas a incendios.

Albumen

Tejido parenquimético rico en sustancias de reserva presente en la semilla de las angiosper-
mas y derivada de la cariogamia entre uno de los nicleos espermaticas y nlcleos centrales
del saco embrional. Cuando sus reservas estan totalmente consumidas por el embrién du-
rante la maduracion de la semilla, este se denomina “exoalbuminado” (ej. Fabaceae). Si el
albumen estd aln presente una vez terminada la maduracién, y no ha sido utilizado por el
embrién durante la germinacion, la semilla se llama “albuminada” (e]. Poaceae). Sinénimo
de endospermo secundario.

Albuminado

Ver “"Albumen”

Alelopatia

Es la capacidad de algunas sustancias de provocar efectos inhibidores en algunos procesos
bioldgicos, entre ellos, la germinacién de las semillas.

Aléctono

Taxon que forma parte de la flora de un territorio, pero no es autéctono.

Alogamia

Polinizacién cruzada, realizada por gametos pertenecientes a flores o individuos diversos.

Alégeno

Taxon extrafio a la flora autdctona de un territorio.
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Analisis

de imagenes
Androceo
Anemocoria
Anfimixis
Angiosperma

Antera

Antesis
Apocarpico
Apomixis
Aquenio

Area homogénea

Areal

Arilo

Asociacion

Autocoria

Autoctono
Autodiseminacion
Autopolinizacion

Autotrofo

Axonomorfa

Banco de semillas
del suelo

Banco de genes

Proceso de andlisis y cuantificacién de imagenes, generalmente a través de software espe-
cifico.

Aparato reproductor masculino de las flores de las angiospermas, costituido por uno o mas
estambres.

Proceso de dispersion de los frutos, semillas o esporas a través del viento. Es uno de los
mecanismos de diseminacion mas difundido entre los vegetales superiores.

Reproduccidn sexual por fusién de dos nicleos germinales.

Divisién de las espermatéfitas que agrupa plantas con évulos contenidos en el ovario.

Parte fértil de los estambres, continuacién del filamento, constituida por dos 0 mas sacos
polinicos, en cuyo interior se encuentra el polen.

Fase fenoldgica que corresponde a la apertura del capullo floral.

Gineceo con los carpelos no soldados entre ellos.

Desarrollo del embrién sin fecundacién previa.

Fruto seco, indehiscente. Deriva de un ovario slpero monocarpico, conteniendo una (nica
semilla no soldada al pericarpo (e]. Ranunculus). En las Asteraceae que tienen el ovario
infero, el fruto es una cipsela.

Area uniforme desde el punto de vista de los factores ambientales, en cuyo interior se pue-
den efectuar los muestreos para la recoleccién de germoplasma.

Relativo al area geogréfica o distribucién general de una especie. El areal de una especie
puede ser unitaria o dividida por efectos de factores biolégicos intrinsicos a la especie, geo-
gréficos, ecoldgicos e historicos.

Cubierta de diversa naturaleza y consistencia, formada por estructuras no ovulares, que en
la madurez envuelve completa o parcialmente la semilla de algunas gimnospermas (ej. Taxus
sp. pl.).

Representa la unidad fundamental de la fitosociologia. Es un concepto abstracto de comu-
nidad vegetal, que presenta iguales caracteristicas floristicas, ecoldgicas, dinamicas, coro-
|6gicas y singenéticas.

Diseminacion realizada sin la ayuda de agentes externos a la planta. Es sinénimo de auto-
diseminacion.

Planta indigena de un determinado territorio; contrario de “aléctono”.

Ver "Autocoria”.

Proceso de fecundacion en el que el ovario se fecunda por el polen procedente de la misma
flor.

Organismo capaz de sintetizar sustancias organicas a partir de moléculas inorgénicas.
Raiz principal dividida. Tiene origen en el cuello, en oposicidn al tallo, y tiene un desarrollo
prevalente sobre las otras raices secundarias.

Persistencia en el suelo de un lugar determinado de didsporas (semillas y esporas) que per-
miten la regeneracién natural de especies vegetales cuando las condiciones ambientales
son favorables.

Instalacién destinada a la conservacion ex situ de material genético, generalmente ADN.



Banco
de germoplasma

Banco de semillas
Baya

Bilocular

Biocenosis

Bioclima

Biodiversidad

Biologia de la
conservacion

Bosque
de semillas

Bractea

Brinzal

Brote

Bulbillo

Bulbo

Caducifolia

Cémara
de crecimiento

Instalacion en la que se conservan diversas tipologias de accesiones vitales, tanto de es-
pecies vegetales como de animales. Estas accesiones pueden estar constituidas por genes,
semillas, esporas, polen, tejidos vitales o partes de vegetales como bulbos, rizomas, etc.

Instalacion concebida para la conservacion y almacenamiento ex situ de semillas.

Fruto indehiscente, totalmente carnoso, sin distincién entre mesocarpo y endocarpo. Se ori-
gina de un ovario sdpero.

Estructura constituida por dos l6culos o cavidades.

Conjunto de especies (animales o vegetales) de un territorio determinado que interaccionan
entre si y estan en equilibrio con el ambiente.

Representa la unidad base en la clasificacion bioclimatica de la Tierra. Se trata de un es-
pacio hiofisico delimitado por determinadas tipologias de vegetacion, en relacién con los
correspondientes valores climaticos. Actualmente se reconocen 27 tipos de bioclimas.

Concepto introducido por W.G. Rosen en 1988, y que comprende al conjunto y a la variabi-
lidad de todos los organismos vivientes de cualquier origen y naturaleza que se encuentran
sobre la Tierra.

Ciencia multidisciplinar que tiene como objetivo conocer y definir las pautas que permitan
mantener el mayor grado de diversidad bioldgica posible, entendida ésta desde las molécu-
las ribonucleicas hasta los mas complejos ecosistemas funcionales.

Paoblacién de arboles con caracteristicas fenotipicas medianamente superiores a aquellas
de otras poblaciones vegetales, en condiciones similares. Empleado para la recoleccién de
semillas en un drea forestal seleccionada o controlada. Se trata de un concepto en desuso
desde la aplicacion de los conceptos modernos de genética de poblaciones.

Hoja transformada y a menudo reducida, idénea para funciones particulares (e]. funciones
de proteccion, de reserva, sefializacion, etc.).

Arbol joven procedente de semilla, de pocos metros de altura y menos de ocho o diez centi-
metros de didmetro a la altura del pecho, que crece vigorosamente.

Porcidn epigea de una planta vascular, constituida de tallo y hojas en las primeras fases de
desarrollo a partir de una semilla o de una yema.

Yemas similares a los bulbos en la forma, destinados a la multiplicacién vegetativa (ej.
Allium sp.pl, Cardamine bulbifera (L.) Crantz., Lilium bulbiferum L., Omnithogalum bulbiferum
L. ex Jackson, Saxifraga bulbifera L., etc.).

Tallo corto hipdgeo rodeado de hojas con forma de escamas carnosas y engrosadas (cata-
filos). Segin la morfologfa de los catafilos los bulbos se dividen en tunicados, si lo rodean
totalmente de forma concéntrica (ej. Allium cepal.), y escamosos, si constituyen elementos
diferenciados, escuamiformes e imbricados (ej. Lilium sp.pl.),

Planta arbdrea o arbustiva que pierde las hojas estacionalmente, generalmente al inicio de
la estacion desfavorable (frfa o seca).

Incubadora utilizada para estudios relativos a la biologia reproductiva y en particular de
la germinacion, que permite disponer diversos valores de termoperiodo y fotoperiodo, y en
ocasiones humedad.



Capacidad de
recuperacion
ecoldgica

Capacidad

germinativa

Capsula

Cariologia

Cariopside

Carpelo

Carancula

Catafilo

Categoria de
semillas

Ciclo vegetativo

Ciclofisis

Cipsela

Cleistogamia

Climax

Clones

Coherencia

Coleccion a largo
plazo

Coleccion activa

Capacidad de un sistema que sufre un impacto negativo inesperado (e]. incendio o tala de un
bosque) de reestablecer el equilibrio homeostatico. Esta capacidad refleja las posibilidades
que el sistema tiene de volver a niveles de calidad aceptables después de una perturba-
cion.

Porcentaje de semillas capaces de germinar en condiciones bien definidas. Corresponde a la
germinacion méaxima de un lote, tambien llamada “facultad germinativa”.

Fruto seco dehiscente, bi- o pluricarpelar, a menudo capaz de facilitar la dispersion de las
semillas a distancia. Segun el tipo de dehiscencia las cépsulas adoptan nombres diversos
(ej. poricida, loculicida, septicida, etc.).

Parte de la citologia que estudia el ndcleo de las células, en particular los cromosomas.

Fruto seco indehiscente, costituido por un Gnico carpelo, que contiene una dnica semilla
estrechamente adherente al pericarpo (ej. Poaceae).

Hoja transformada que compone el gineceo de las plantas con flores.

Pequefio cuerpo carnoso, de forma y espesor variable, que aparece en algunas semillas, en
particular en las Euphorbiaceae (e]. Jatropha, Ricinus), especializado para la dispersion
entomacora.

Hoja transformada, sésil, carente de clorofila, de consistencia carnosa o pergaminosa, que
tiene funcién protectora, envolvente y de reserva.

Las semillas se clasifican en ortodoxas, intermedias y recalcitrantes segin su capacidad
de tolerar la deshidratacion (también a niveles mas bajos que aquellos que se alcanzan en
condiciones naturales) y con base a su conservacion ex situ.

Conjunto de las fases de desarrollo de un vegetal, que puede incluir un periodo de latencia
o dormicién.

Representa el complejo proceso de maduracién ontogenética y fisiolégica de los apices me-
ristematicos.

Fruto seco indehiscente de las Asteraceae, originado de un ovario bicarpelar monospermo
infero, a menudo provisto de un vilano o de una cardncula en el &pice.

Facultad de una flor de autofecundarse y de producir semilllas fértiles sin abrirse (ej. Orchi-
daceae).

Méaximo estadio evolutivo de la vegetacion de un territorio dado, estrechamente relaciona-
do con las condiciones ambientales (edaficas, climaticas, etc.).

Grupo de individuos (ramets o plantets), originados de una sola muestra (“ortet”) y manteni-
dos en cultivo mediante propagacion vegetativa (injerto, estaca, estolén, vastago radical o
cultivo in vitro de tejidos de cualquier tipo). Todas las muestras de un clon son genéticamen-
te idénticas al original.

Grado de cohesion del substrato edéfico y, en particular, de los horizontes mas superficia-
les.

Parte de los lotes contenidos en un banco destinados a la conservacién a largo plazo me-
diante crioconservacion, congelacion y/o deshidratacion.

Parte de los lotes contenidos en un banco destinados a la utilizacién en un plazo breve,
generalmente almacenados a temperaturas de entre 0°C y 5°C.



Colorimetria

Comensalismo

Competencia

Conductividad
(prueba de)

Congelacion

Conservacion ex
situ
Conservacion in
situ

Contenido de
humedad (mc%)

Convergencia
ecoldgica

Cotiledon

Crioconservacion

Criovial

Criptégama

Cuarentena

Cultivar

Chilling
Dehiscente

Demografia

Medida cuantitativa del color. Sector de la fisica que tiene por objeto la determinacién de
magnitudes relativas al color y a su medicién univoca. Se basa en la posibilidad de lograr
reproducir cualquier color a partir de una oportuna mezcla de tres colores primarios (RGB).

Asociacion entre dos especies que produce beneficios a una de ellas (comensal), mientras la
otra no se ve afectada ni positiva ni negativamente.

En boténica representa el conjunto de las acciones reciprocas entre las plantas de un terri-
torio dado, en funcién de variables como luz, agua, nutrientes, etc. En ecologfa constituye la
manifestacién de antagonismo entre individuos o poblaciones del mismo nivel tréfico (intra-
o interespecifica).

Ensayo que evalla la integridad de los tejidos y membranas celulares, por tanto indirecta-
mente la calidad de la semilla. La semilla con membranas dafiadas, sometida a imbibicién,
sufre una pérdida de contenidos celulares (iones carbohidratos, etc.) que condiciona los va-
lores de conductividad eléctrica.

Almacenamiento a temperaturas por debajo de 0 °C, a menudo entre -10 y -25°C.
Estrategias adoptadas con el fin de la conservacion de la diversidad genética y de los orga-
nismos fuera de los &mbitos naturales en los que éstos se encuentran.

Estrategias adoptadas para favorecer la recuperacion o la salvaguarda en la naturaleza, de
la diversidad genética, de los organismos y de los ecosistemas.

Referido a las semillas, es la cantidad de agua contenida en ellas, expresada en porcentaje,
respecto al peso fresco de la muestra.

Caso en el que especies animales o vegetales no afines que ocupan el mismo nicho ecoldgi-
co en habitats similares, desarrollan formas o comportamientos similares.

Lébulo carnoso o folidceo primordial contenido en el embrién que se inserta en el eje hipo-
c6tilo de la plantula en la semilla, y que suele tener una funcién de reserva. Las plantas con
flores (angiospermas), se dividen en dos subclases segn si la semilla lleva uno (monocotile-
donias) o dos (dicotiledonias) cotiledones. Las gimnospermas tienen dos o més cotiledones

Conservacidn de cualquier material bioldgico realizada a temperaturas muy por debajo del
punto de congelacién y frecuentemente a la temperatura del nitrégeno liquido (-196°C) o sus
vapores (-150°C).

Contenedor, generalmente de polipropileno, apropiado para la crioconservacion del material
bioldgico en nitrégeno liquido a—196°C.

Término sin valor taxonémico que hace referencia a las plantas de “fructificacién oculta”, es
decir, privadas de flores y que se reproducen mediante esporas (e]. pteridéfitos y briéfitos).

Periodo de seguridad durante el cual los lotes destinados al banco se almacenan en locales
reservados y separados del mismo, con el fin de evaluar la presencia de parasitos o de even-
tuales patologias (ej. micosis).

Conjunto de plantas cultivadas que representan una variedad de interés agronémico y se
distinguen por algunos caracteres comunes (de forma, de funcién organica, quimica), y que,
cuando se reproducen de forma sexual, conservan sus caracteristicas distintivas.

Ver “Estratificacién fria”.
Fruto que se abre espontdneamente en la madurez liberando sus semillas.
Estudio de los fenémenos relativos a la pablacion en sus aspectos estético y dindmico.



Densidad

de poblacion
Desaladura

Desecacion

Desecamiento

Desecantes
artificiales
Deshidratacion

Diacetato de
fluoresceina

Diaspora

Diclina

Dicotileddnea

Diferenciacion
Dioico

Diplocoria

Diploide

Diseminacion

Dispersion

Dormicién

Drenaje

Drupa

Duplicacion de las
colecciones

Namero de individuos por unidad de superficie.

Eliminacién de las alas, estructuras que forman parte de algunos tipos de semillas (ej. Ce-
drus, Pinus, Abies).

Proceso de duracién variable, que puede ocurrir de forma natural o artificial (estufas, hornos
o0 desecantes quimicos). Se someten a desecacién muestras vegetales muertas (ej. pliegos
de herbario, plantas medicinales) y vivas (semillas ortodoxas).

Pérdida de liquido en un organismo o parte de él.

Productos capaces de absorber el agua disponible en un ambiente y/o contenedor (ej. gel
de silice).

Proceso de eliminacién progresiva, parcial o total, del agua contenida en un érgano o es-
tructura.

Sustancia utilizada para realizar ensayos colorimétricos y estimar la vitalidad de las semi-

llas. Dentro de las células vitales que poseen membranas integras la enzima estrasa trans-
forma el diacetato de fluoresceina en un producto fluorescente.

Unidad bioldgico-funcional de dispersién capaz de generar un nuevo individuo (propagulos,
bulbillos, futos, semillas, etc.).

Flor caracterizada por la presencia sélo del androceo o de gineceo, sinonimo de unisexual
cuando se tratra de flores, sin prejuzgar si la planta es monoica o dioica. Cuando existe dicli-
nia la polinizacién tiene que ser necesariamente alogama o hibridégama.

Que tiene dos coltiledones. Término genérico para indicar cualquier miembro de la clase de
las Magnoliopsida que forma parte del filo de las Magnoliophyta, caracterizadas por tener
un embrién con dos cotiledones.

Transformacion de células embrionarias en células especializadas.

Taxén representado por individuos con sexos separados. (ej. Juniperus sp.pl.).

Proceso de diseminacién que se desarrolla en dos fases distintas a través de diversos vec-
tores.

Célula que tiene dos juegos de cromosomas (2n).

Dispersion natural de las semillas, y en general, de frutos, esporas u otros propagulos pro-
ducto de multiplicacion asexual o vegetativa.

Transferencia o movimento de un &rea a otra de semillas, frutos u otros propagulos. Repre-
senta el proceso a través del cual una especie se expande y coloniza nuevos hébitats.

Estado fisolégico, debido a causas fisicas y/o fisioldgicas intrinsecas, que impide la ger-
minacién incluso en condiciones ambientales favorables. Es una caracteristica controlada
genética o fisiolégicamente, que interactda de varias formas con los factores ambientales.

Grado de permeabilidad del sustrato edafico y/o litolégico.

Fruto carnoso uni o pluricarpelar con endocarpo lefioso (Corylus avellana L.) que contiene la
semilla'y el mesocarpo carnoso.

Réplica de las colecciones en el interior de diversas estructuras de una misma institucion o
en instituciones diferentes, a fin de asegurar una correcta conservacion ex situ de las acce-
siones en caso de graves dafios, incidentes o catastrofes..



Ecosistema

Ecotipo

Ecotono

Eleosoma

Embrién

Endemismo

Endosperma
primario

Endosperma
secundario
Endozoocoria

Entomofilia
Envero
Epicarpo

Epicétilo

Epidermis

Epifito

Epizoocoria

Escapo floral

Conjunto de hébitats presentes en un territorio geogréfico limitado y definido, dentro del
cual se verifican similares condiciones morfoldgicas, litoestratigraficas, edéficas, bioclima-
ticas y bidticas.

Poblacién vegetal o animal que se caracteriza por la adaptacion a particulares condiciones
ecoldgicas; en los vegetales esencialmente de tipo edafoclimaticas.

Zona de paso entre una cenasis y otra (e]. el borde de un bosque es el paso de este dltimo a
una cenosis abierta de tipo generalmente herbaceo).

Apéndice de las semillas de algunos frutos secos, que no esta implicado en la germinacién y
cuya funcién principal es la de atraer a los animales dispersantes (generalmente hormigas,
a veces pajaros), que encuentran en él una recompensa comestible (ej. Helleborus foetidus
o Rosmarinus officinalis).

Organismo en fase de desarrollo y que se origina a continuacién de un proceso gamico que
tiene lugar en el interior de la semilla en los espermatdfitos, o que se desarrolla sobre el
gametofito de los pteridofitos.

Caugluier taxon (familia, género, especie, etc.) que por un fenémeno de estenocoria de di-
Verso origen, se encuentra restringido a un area de distribucién dada.

Tejido de reserva haploide contenido en las semillas de las gimnospermas, que se origina
por proliferacién del gametdfito femenino después del proceso gamico.

Tejido de reserva normalmente triploide contenido en las semillas de las angiospermas, ori-
ginado a continuacion del proceso de doble fecundacion.

Proceso de diseminacion llevado a cabo por los animales que consiste en la ingestion de la
didspora y su posterior expulsién con las heces.

Polinizacién realizada por insectos prénubos.
Momento en el que el fruto empieza a tomar el color definitivo de la maduracion.
Parte mas superficial del pericarpo del fruto, generalmente membranosa y fina (piel).

Porcion de la placa embrional o de la plantula situada entre los cotiledones y la primera hoja
verdadera, destinada a formar el tallo.

Tejido tegumental que reviste las porciones o los drganos jévenes, es decir, primarios, de
una planta.

Vegetales autétrofos que viven sobre plantas de mayores dimensiones utilizandolas como
soporte o para el propio sustento (ej. Smilax aspera L.), y que generalmente no producen
dafios aparentes.

Diseminacién zoécora de semillas y esporas que se realiza externamente al cuerpo de los
animales.

Eje florifero alargado, foliado o privado de hoja, que sale directamente de una estructura
vegetativa epigea de reserva (como en muchas Liliaceae) o de las raices (terdfitas) y lleva en
el apice una flor o una inflorescencia.



Escarificacion

Esciofila

Esclerofila

Espermatofita

Espora

Esqueje

Esquizocarpo

Estacion

Estambre

Estado
fitosanitario

Estigma
Estilo
Estivacion

Estocaje

Estolones

Estratificacion

Pretratamiento que produce abrasién o incision del tegumento seminal con medios mecéni-
cos, fisicos o quimicos, para favorecer la absorcién de agua y el intercambio de gases, per-
mitiendo eliminar las inhibiciones tegumentarias a la germinacion. La escarificacion fisica se
efectda generalmente mediante inmersién en agua caliente, mientras que en la quimica las
semillas son sumergidas en un acido (o base) fuerte. La escarificacién mecanica se realiza
de forma manual (erosionando la superficiie con papel de lija, o raspando con una herra-
mienta) o mecanica.

Especie vegetal capaz de tolerar o preferir condiciones de escasa iluminacion (ej especies
que habitan lugares sombrios).

Planta con hojas ricas en tejidos esclerenquimaticos, por tanto endurecidas y con escaso
contenido en agua.

Planta vascular que se reproduce y se difunde por medio de semillas.

Célula reproductiva vegetativa con paredes espesas, que puede derivar de un proceso de
meiosis (meiosporas) o de mitosis (mitosporas).

Porcién de rama o de raiz usada para propagar vegetativamente la planta.

Fruto seco indehiscente que se divide en la madurez en diversos mericarpos (ej. diaquenio
de las Apiaceae).

Localidad caracterizada por medio de pardmetros fisicos y geogréficos en la cual se ha rea-
lizado la recoleccién de material vegetal. Segln las dimensiones de la estacion se pueden
definir también macroestaciones y microestaciones.

Estructura reproductiva masculina de la flor de las angiospermas, compuesta por la antera,
que contiene el polen, y por el filamento.

Condiciones en que se encuentra un érgano o una planta entera en relacién a la contamina-
cién o al ataque por parte de microorganismos patégenos.

Parte superior del carpelo, en general extendida, destinada a la captura del polen.
Estructura cilindrica y fina de conexidn entre el estigma y el ovario.
Ver “Estratificacion caliente”.

Indica el almacenamiento y la conservacién a condiciones y pardmetros ambientales defi-
nidos de estructuras vegetales y semillas, en condiciones idéneas para mantener el mayor
tiempo posible sus caracterfsticas iniciales.

Rebrotes laterales aéreos o subterraneos con entrenudos muy alargados y hojas reducidas
que enrafzan a cierta distancia de la planta madre y que, después de la muerte del fragmen-
to intermedio, se desarrollan como indviduos auténomos.

Procedimiento o pretratamiento consistente en la disposicién de semillas en capas, sobre
uno o varios substratos mullidos y himedos (generalmente turba, agriperlita, arena o vermi-
culita), con el objetivo fundamental de La estratificaciéneliminar la dormicién. La estratifica-
cién a bajas temperaturas (generalmente entre +2°C y 5°C) se denomina estratificacion fria,
vernalizacién o chilling, mientras que en condiciones mas célidas (generalmente en torno a
+20°C) se denomina esttratificacion caliente, estivacion o warming.



Estratificacion
sin substrato

Estrobilo

Estrobilo serotino

Estrofiolo
Etiolado
Exoalbuminado

Facultad germi-
nativa

Fecundacion

Fenologia

Fenotipo

Fermentacién
anaerobica

Fitocenosis
Foliculo

Forma biolégica

Formaldehido

Formazan

Fotoperiodo

Estratificacion de la semilla en contenedores, generalmente después de inmersién en agua
durante 24-48 horas y tras pasar un proceso de escurrido. En ocasiones la semilla se guarda
en sacos de pastico, no cerrados herméticamente para permitir el intercambio gaseoso, y en
un ambiente térmicamente controlado (ej. frigorifico). Este tipo de estratificacion permite
ahorrar espacio y tiempo en las operaciones manuales, en los casos en que se trabaja con
lotes grandes de semillas.

Estructura reproductiva tipica de las gimnospermas, constituida por el conjunto de micro
o macroespordfilos o escamas fértiles dispuestas sobre un eje alargado. Se llama también
cono o pifia.

Pifia madura, con semilla viable, que permanece sin abrir en el &rbol durante un cierto tiem-
po; este rasgo esta considerado como una adaptacion a los incendios recurrentes.

Parte carnosa de la semilla que deriva del funfculo.

Relativo al crecimiento de plantas con menor cantidad de luz de la que necesitan; se carac-
terizan por su consistencia débil y color verde palido.

Ver “Albumen”.

Germinacién méxima de un lote de semillas (llamada también “capacidad germinativa”). Se
define como el porcentaje de semillas que germinan en unas condiciones particulares, den-
tro de un periodo de tiempo determinado. El vocablo germinabilidad puede ser empleado
como sinénimo.

Fusion de dos gametos con formacién de un zigoto.

Rama de la ecologia que estudia las relaciones entre los factores climaticos (humedad, tem-
peratura, fotoperiodo) y la manifestacién estacional de algunos fenémenos de la vida vege-
tal (brotacion, floracion, maduracion de los frutos, pérdida de las hojas).

Conjunto de los caracteres morfoldgicos que podemos observar en un individuo y que resul-
tan de la mas o menos compleja interrelacion entre los los factores ambientales y los del
genotipo.

Proceso biolégico de produccién de energia quimica en ausencia de oxigeno.

Ver “Asociacion”.

Fruto seco dehiscente que se origina de un solo carpelo y que en la madurez se abre corres-
pondiendo con la linea de sutura del limbo.

Categorfa de respuesta de las plantas superiores en la estacion adversa, con base a la loca-
lizacion de las yemas y de su distancia al suelo.

Compuesto (quimicamente: aldehido férmico) entre los méas utilizados, en solucién diluida,
para la conservacion a largo plazo de muestras bioldgicas.

Compuesto nitrogenado tefiido, insoluble en agua y derivado de la reduccién de una sal de

tetrazolio. Se utiliza para verificar en los tejidos vegetales la actividad de los enzimas oxi-
dantes.

Duracién del periodo de iluminacién diaria, factor que influye sobre la fisiologia de las plan-
tasy, en particular, sobre la germinacion.



Fruto

Funiculo

Galbulo

Gametofito

Gametos

Gamia
Gel de silice

Genotipo

Geofito

Germinabilidad

Germinacion

Germinacion
epigea

Germinacion
hipogea

Organo vegetal que se forma después de la fecundacién por modificacion estructural del
ovario maduro que encierra las semillas. Definido como “verdadero” cuando deriva exclu-
sivamente de los carpelos de una flor fecundada (en particular de la region del ovario) y
“falso” cuando proviene en origen de partes de la flor o de la inflorescencia accesorias como
el receptéculo.

Filamento constituido por un lazo conductor envuelto por parénquima que empieza en la
placenta y termina en la base de la nucela del 6vulo de las angiospermas con la finalidad de
favorecer la nutricion.

Estrébilo redondeado tipico de algunas Cupressaceae (e]. Juniperus sp.pl.) constituido en su
mayor parte por escamas que, soldadas en el origen, se separan y se abren, favoreciendo la
dispersién de las semillas.

Generacion con nimero cromosémico haploide (n) que produce gametos en las espermaté-
fitas. EI gametdfito masculino tiene su origen por mitosis de la microspora producida en los
sacos polinicos (grano polinico), el gametdfito femenino tiene su origen por mitosis de la
megaspora.

Células sexuales masculinas o femeninas que en los animales y en las plantas se fusionan
durante el proceso de anfimixis para formar el zigoto (ver “"Anfimixis”).

Referido a la fusién de dos gametos (ver “Propagacion sexual o gdmica”).

Sustancia amorfa, incolora y porosa, capaz de absorber agua y otras sustancias, por lo que
se utiliza como deshidratante y decolorante.

Individuo genéticamente distinguible (con genes o caracteres que lo distinguen de otros).
Un genotipo es también la manifestacion de un alelo diverso del mismo gen o cardcter (ej.
la cerosidad de una planta de trigo estad dominada por un dnico locus génico que posee
diversas formas alélicas; la manifestacion de las distintas formas alélicas constituye uno
de los posibles genotipos que son idénticos por todos sus genes, a excepcion de un solo
alelo).

Planta perenne con drganos hipdgeos (ej. bulbos o rizomas) sobre los cuales se encuentran
las yemas.

En sentido general representa la capacidad de germinar. Se usa cominmente como sinéni-
mo de “facultad germinativa” o capacidad germinativa.

Proceso fisioldgico que corresponde a la reanudacién del crecimiento activo del embrién
contenido en la semilla, y que se manifiesta con la emision de la radicula. El proceso germi-
nativo esta constituido por tres fases: durante la primera se produce la absorcién de agua;
durante la segunda, considerada la mas importante, las reservas se hidrolizan y se inicia la
sintesis enzimdtica que posibilita el sustento y desarrollo de la pléntula; la tercera fase se
inicia con la emisién de la radicula. La germinacion puede considerarse acabada cuando la
plantula ha producido una superficie fotosintética suficiente para poder proveer a la joven
pléntula de carbohidratos.

Germinacidn en la cual los cotiledones son transportados sobre la superficie del terreno por
el alargamienteo del hipocotilo.

Germinacién en la que los cotiledones permanecen en la semilla por debajo de la superficie
del suelo mientras el hipocétilo se alarga.



Germoplasma

Giberelinas

Gimnosperma

Gineceo

Glicerina

Grano polinico

Habitat

Halofito

Haploide
Heliofilo
Herbivoro
Hermafrodita

Hibridacion
Hibrido
Hidrocoria
Hidrofito

Higroscopico
Hilo

Hipocotilo

Normalmente se entiende como tal toda la informacién genética presente en el efectivo
de un taxon (suma total de los genes y de los factores citoplasmaticos que dominan en la
herencia). Aplicable también a ecotipos particulares, razas, clones o variedades. En sentido
amplio, constituye el complejo hereditario transmitido de una generacion a otra. En términos
de conservacion ex situ, el término germoplasma suele restringirse a todo aquel material
capaz de regenerar por si mismo uno o mas individuos.

Hormonas vegetales que estimulan el crecimiento y la germinacién permitiendo en ciertas
condiciones eliminar la dormicién de algunas semillas.

Espermatéfitas con aparatos reproductores unisexuales, provistas de semillas desnudas no
recluidas en el interior de un carpelo, equipadas con escamas u hojas especializadas en
estrohilos.

Organo reproductor femenino formado por el pistilo, y que ocupa el verticilo més interno de
la flor.

Polialcohol utilizado para conservar y estabilizar material bioldgico fresco.

Elemento reproductor masculino de las espermatdfitas, inicalmente correspondiente a una

micréspora que tiene la funcién de transportar el gametéfito masculino a la proximidad del
gametafito femenino (ver “Polen”).

Espacio ecoldgico que permite la vida de uno o mas organismos y/o de una biocenosis, ca-
racterizado por propiedades fisicas y bidticas determinadas.

Planta que vive en terrenos ricos en sal. Su adaptacion se debe a determinados procesos
fisiolégicos, como la acumulacion de sales en los ndcleos celulares, el aumento de la presion
osmotica, o la eliminacién de las sales a través de estructuras particulares de la eipidermis,
entre otras adaptaciones posibles.

Célula que tiene el nimero de cromosomas reducido a un juego (n).
Planta con preferencia por la irradiacion elevada y directa del sol (=fotéfila).

Organismo animal que se nutre de plantas.

Flor bisexual, que presenta tanto las estructura reproductivas masculinas como las feme-
ninas.

Cruce entre dos individuos pertenecientes a taxones genéticamente diferentes.
Individuo formado por la fusién entre gametos pertenecientes a taxones diferentes.
Diseminacién a través del agua de frutos, semillas y de todas las didsporas en general.

Planta acuatica generalmente con yemas sumergidas durante la estacién desfavorable. Pue-
de estar mas o menos enraizada al substrato, si bien las emergentes y sumergidas estan
siempre fijadas al sustrato, y las flotantes pueden estar desvinculadas de él.

Que tiene la tendencia de absorber agua o humedad.
Cicatriz presente sobre la semilla después de su separacién del funiculo.

Eje embrionario que conecta la radicula con los cotiledones.



HLS

Humedad relativa

Imbibicion

Incubadora

Indehiscente
Index Seminum

Indigo-Carmin

Individuo

Inflorescencia

Infrutescencia

Inquilinismo

Insolacion relativa

Lavado de la semi-
lla para interrum-
pir la dormicién

Legumbre

Loculicida

Léculo
Locus génico
Lote

Modelo que se corresponde con las cualidades HLS (Hue, Luminance, Saturation) de tonali-
dad, luminosidad y saturacién para la caracterizacion colorimétrica de una muestra. La to-
nalidad indica el tipo de color, la saturacién describe la pureza de la tinta, y la luminosidad
se refiere a la intensidad de la luz (una mayor luminosidad se corresponde con una mayor
aproximacién al blanco).

Expresada en porcentaje, se define como la relacion entre el peso del vapor de agua conte-
nido en un Kg de materia y el peso del vapor de agua contenido en un Kg de materia satura-
da a una temperatura dada.

Absorcién de agua liquida por parte de la semilla. Fenémeno de naturaleza fisica precedente
a la germinacion.

Instrumento utilizado en las pruebas de germinacion que permite evaluar la respuesta a
temperaturas constantes y generalmente a la oscuridad.

Se dice de un fruto que en la madurez no se abre para liberar sus semillas.

Listado de las semillas de un jardin botanico o de un banco de germoplasma disponibles
para intercambio pro mutua commutatione con otras instituciones, siempre con finalidades
cientificas sin fines de lucro.

Compuesto quimico que permite realizar un test colorimétrico indicador de la vitalidad de las
semillas. Las partes sanas no se colorean, los tejidos muertos se colorean en azul.

Entidad biol6gica caracterizada por un patrimonio genético especifico, fisicamente indepen-
diente y capaz de llevar vida auténoma.

Conjunto de flores dispuestas en una estructura comun (ej. corimbo, umbela, racimo, etc.).

Conjunto de frutos dispuestos en una Unica estructura originada de una inflorescencia com-
pacta, en nimero variable, sobre un eje principal simple o ramificado.

Particular tipo de simbiosis en la que una especie animal convive con una especie diversa
ocupando un espacio comdn.

Indica la relacion entre las horas efectivas de exposicion al sol y quellas que serian posibles
en el mismo lugar, prescindiendo de los obstaculos y de las condiciones de exposicién e
inclinacion.

Pretratamiento consistente en un lavado durante varias horas en agua u otro liquido a una
determinada temperatura, con el objetivo de eliminar eventuales inhibidores de la germina-
cién presentes en la semilla.

Fruto seco dehiscente monacarpelar que se abre a través de dos fisuras longitudinales, una
correspondiente a la zona de soldadura de los bordes carpelares y la otra, a la nervadura del
carpelo (e]. Fabaceae).

Fruto dehiscente que se abre por las fisuras que corresponden a la linea dorsal media de
cada carpelo.

Cada una de las cavidades en que se divide una estructura compartimentada.

En la cadena de ADN, indica la posicién en la que se presenta un determinado gen.

Cantidad de germoplasma de calidad razonablemente uniforme. Resulta de la recoleccion,
en una determinada poblacién de un taxén y en una determinada fecha, de una cantidad
concreta de germoplasma recolectada en esa ocasion (Ver “Accesién”).



Maceracion

Macrobioclima

Macrosporofilo

Maduracién
de las semillas

Manipulacién
de las semillas
Médula

Meiosis

Membrana celular
Mericarpo

Mesa
densimétrica
Mesocarpo
Metapoblacion
Micorrizas
Micosis
Microclima
Micropilo

Microsporéfilo

Operacién consistente en tratar con agua u otro disolvente liquido los frutos carnosos para
separar las partes pulposas de aquellas duras (ej. las semillas del tejido carnoso de las ba-
yas).

Representa la unidad de més alto rango en la clasificacion bioclimatica. Se trata de modelos
biofisicos determinados por el efecto de valores latitudinales, climaticos y de vegetacion. En
la Tierra se reconocen 5 macrobioclimas: tropical, mediterraneo, templado, boreal y polar.

Hojas fértiles especializadas en transportar estructuras reproductivas femeninas en las tra-
quedfitas.

Proceso fisiolégico que lleva a las semillas presentes sobre la planta al estado 6ptimo para
la dispersién. En el momento de la maduracién las semillas estan en las condiciones idéneas
para poder ser independientes de la planta madre y para poder, en un futuro, dar origen a
un nuevo individuo. La maduracién no es el momento en el que las semillas tienen la méaxi-
ma germinabilidad; pueden presentar fenémenos de dormicién y/o poseer necesidades de
postmaduracion.

Conjunto de las operaciones (limpieza, valoracidn, seleccién, etc.) que sufre la semilla desde
el ingreso al banco hasta su almacenamiento.

Tejido parenquimatico que ocupa la parte central del tronco y de la raiz en las estructuras
secundarias.

Division celular (llamada también divisién reduccional) en la cual a partir de una célula di-
ploide se forman cuatro células haploides. Consta de dos divisiones sucesivas con la dupli-
cacién de material genético. Se produce en una célula especializada representada por la
célula madre de las esporas en las plantas de ciclo aplobionticas, por el zigoto en las de ciclo
haploide, o por el gametocisto en las de ciclo diploide.

Doble capa lipidica en la que se encuentran inmersos complejos proteicos y que delimita la
célula viviente, regulando sus intercambios con el exterior.

Porcidn Gnica en la que se divide el esquizocarpo en la madurez, originado de un ovario pluri-
carpelar apocarpico o sincarpico. Un mericarpo corresponde a un aquenio.

Maquina dotada de un plano oscilante y vibrante sobre el cual las semillas se separan en
gradientes de peso especifico.

Capa media parenquimatica comprendida entre el epicarpo y el endocarpo, frecuentemente
carnoso.

Conjunto de sub-poblaciones separadas espacialmente, pero conectadas funcionalmente
por la capacidad dispersiva de sus componentes.

Asociacién mutualista entre las raices de la mayor parte de las especies vegetales (cerca
del 90%) y los hongos del terreno, que da lugar a relaciones simbiéticas con ventajas reci-
procas. Se distinguen endo- y ectomicorrizas.

Patologia causada por bongos parasitos (= micetos).

Conjunto de condiciones climéticas que caracterizan una porcién reducida de territorio (gj.
microclima de una gruta).

Apertura apical del 6vulo antepuesta a la captura del polen que asi puede alcanzar la nu-
cela.

Hojas fértiles modificadas que transportan las estructuras reproductivas masculinas.



Mirmecocoria
Mitosis

Monitorizacion

Monocarpica

Monoclina

Monocotiledonea

Monoica

Morfometria
Morfotipo
Muestra

Muestreo

Multiplicacion
de plantas

Mutualismo

Naturalizada

Nicho ecoldgico

Nucela

Nicula o nuez

Ombrotipo

Origen

Proceso de dispersion realizado por las hormigas.

Divisién nuclear de una célula eucariota durante la cual cada una de las dos células hijas
recibe un nimero cromosémico igual al de la célula madre.

Observacion sistematica y estadistica llevada a cabo sobre uno o mas organismos vivaos,
poblaciones o fenémenos naturales. Derivado del término inglés monitoring, si bien en cas-
tellano resulta méas conveniente utilizar el término seguimiento.

Planta anual o perenne, que florece y fructifica una sola vez durante la vida (ej. Agave sp. pl,
Verbascum sp. pl.).

Flor provista bien del aparato sexual masculino o bien del femenino. Planta monoica con
flores bisexuales o hermafroditas.

Angiosperma caracterizada por un embrién con un sélo cotileddn, por hojas paralelinervias,
flores trimeras, haces atactostélicos y ausencia de cambio interfascial.

Especie en la que el mismo individuo lleva aparato reproductor masculino y femenino. Lo
contrario de “Dioico”.

Estudio cuantitativo de los caracteres morfolégicos de organismos vivos o parte de ellos.
Conjunto de individuos no bien definidos taxonémicamente pero si morfoldgicamente.

Parte de una poblacién, idealmente seleccionada por representar adecuadamente las carac-
teristicas de la misma (muestra representativa).

Técnicas utilizadas en campo y/o laboratorio para la individualizacién, recogida, andlisis y
determinacién de una muestra.

Proceso por el que se incrementa el nimero de individuos a partir de un conjunto limitado
de ellos (material de multiplicacién). En algunos sectores en los que esté particularmente
difundida la propagacion asexual de las plantas (ej. ornamental), ésta se denomina multi-
plicacion (o multiplicacién vegetativa), en contraposicion a la reproduccion (utilizada para
denominar a la propagacién por via sexual).

Asociacion entre individuos de especies diferentes que conlleva beneficio para ambos, pero
que no constituye un beneficio obligado.

Especie foranea introducida con el cultivo, que se vuelve esponténea accidentalmente en
cuanto es capaz de reproducirse autonémamente y, después, completar el ciclo bioldgico
entero.

Parte del hébitat caracterizado por unas condiciones abi6ticas peculiares (ej. microclima),
necesario para la supervivencia y el desarrollo de partes o del ciclo vital entero de una o
mé&s especies vegetales y/o animales.

Parte interna del 6vulo de las espermatéfitas, constituida por un tejido diploide del que se
diferencia la célula madre de las macrésporas. Corresponde al megasporangio.

Fruto seco indehiscente pluricarpelar monospermo (ej. Fagaceae, Poligonaceae).

Unidad que expresa el cociente entre las precipitaciones medias (mm) y el sumatorio en
grados centigrados de aquellos meses en que la temperatura media es superior a 0°C.

Para un territorio 0 una fuente de semillas autéctonas, el origen es el lugar donde viven las
plantas productoras. Para un territorio y una fuente de semillas no autéctonas, el origen es
el lugar de donde la planta se introdujo inicialmente. Con relativa frecuencia el origen de las
semillas puede ser desconocido.



Ornamento
seminal

Ornitocoria
Orofita
Ortet

Ovario

Ovulo

Papel de filtro

Papo

Parasitismo

Partenocarpia

Partenogénesis

Patdgeno
Pedologia

Pedregosidad
Pericarpio

Perisperma

Peso fresco
de la accesion

Peso fresco
de las semillas

Disefios, manchas o estructuras que caracterizan al tegumento de las semillas.

Proceso de dispersion realizado por las aves.
Planta que prefiere las zonas montafiosas.

Individuo que se desarrolla a partir de una semilla, por lo tanto de dos progenitores por via
sexual, y que seguidamente, por clonacidn, origina nuevos individuos genéticamente idén-
ticos (clones).

Porcidn basal del pistilo que contiene los 6vulos; puede ser sdpero, (es decir, ubicado en la
parte mas alta del receptéculo, por encima de la insercidn de la corola), /nfero (inmerso en el
receptaculo o completamente rodeado por él, por debajo de la insercidn de la corola), o se-
miinfero (cuando se inserta en un receptaculo ligeramente cdncavo, en el cual sélo la parte
inferior estd incorporada al receptaculo). Da origen al fruto después de la fecundacion.

Estructura reproductiva que da origen a la semilla después de la fecundacién; esta formado
por uno o dos tegumentos, la nucela y el gametéfito femenino que ocupa la porcién mas
interna.

Papel absorbente de laboratorio que se utiliza como filtro, asf como substrato en pruebas de
germinacion.

Estructura formada por pelos o escamas insertas en una extremidad de la semilla (Apoci-
naceae) o de los frutos (Asteraceae), relacionada con la diseminacion anemdcora. Sinénimo
de vilano.

Asociacion bioldgica entre dos especies en la cual una obtiene un beneficio (ej. alimento,
proteccion, etc.) a expensas de la otra. La primera especie se llama pardsita y la segunda
hospedante o huésped.

Formacién y desarrollo de frutos sin que se produzca la fecundacion.

Desarrollo de un individuo a partir de un gameto (o0 gametangio) sin la unién con otro game-
to. Puede ser haploide o diploide.

Microorganismo que provoca una patologia.

Ciencia que estudia el origen, la formacion, la composicién quimica y la evolucién de los
suelos, asi como los efectos inducidos por la biocenosis con la que interacciona. Puede con-
siderarse como una rama asociada o equivalente a la edafologfa.

Presencia porcentual de piedras sobre una determinada superficie.

Conjunto de los tejidos que forman el fruto de las angiospermas, derivados de la transfor-
macion de las paredes del ovario después de la fecundacién. El pericarpio puede ser indife-
renciado o subdividido en dos o tres partes: epicarpio, mesocarpio y endocarpo. Puede ser
membranoso o coriaceo en los frutos secas, carnoso o jugoso en los frutos carnosos.

Tejido derivado del parénquima nucelar a consecuencia de la doble fecundacién y que acu-
mula la mayor parte de las reservas de algunas semillas.

Peso de la accesion en el momento de ingreso en el banco, sin que haya sufrido ningtn pro-
ceso de deshidratacion o de seleccion/limpieza.

Peso de las semillas seleccionadas y limpias antes de que sufran procesos de deshidrata-
cion.



Phylum

Pildoracién

Pionera

Placa Petri

Placenta

Plantula

Plumilla

Plimula
Pluricarpica

Poblacion

Polen

Policoria

Policdrmico
Polimorfismo

Polinizacion
Polinizacion
directa
Polinizacion indi-
recta o cruzada
Pollenkitt

Postmaduracion

En términos taxonémicos es una agrupacion de clases que representa una “Division” (en
plural, phyla).

Trabajo que consiste en el revestimiento de la semilla con sustancias inertes, a veces ve-
hiculos de pesticidas, y capas hidrosolubles hasta obtener un producto que generalmente
tiene el aspecto de una pildora. Esta se deshace o se rompe en contacto con la humedad o
con el agua.

Especie dotada de capacidad colonizadora de ambientes fuertemente selectivos (ej. dunas
arenosas), capaz de preparar el terreno para la colonizacion de otras especies.

Recipiente de vidrio o plastica plano, provisto de tapa, generalmente usado para el cultivo
de microbios o para la germinacién de semillas, polen, etc.

La parte del carpelo donde se insertan los 6vulos, generalmente engrosada.

Sensu stricto, planta joven contenida en el estado embrional en las semillas de las esper-
matdfitas. En sentido amplio, planta joven en los primeros estados de desarrollo, cuando su
crecimiento se produce a expensas de los contenidos nutritivos de la semilla.

Primera formacién de yema del embrién de una planta, destinada a desarrollarse en el bro-
te.

Ver “Plumilla”.

Planta que fructifica més de una vez durante su vida.

Conjunto de individuos de un mismo taxén que comparten un espacio ecolégico comdn y
entre los cuéles existe una alta probabilidad de intercambio genético.

Unidad reproductiva y de dispersién de las plantas con flores, que contiene al gametdéfito
masculino rodeado de una pared protectora.

Proceso de dispersion no especializado en el que se actda en estados diferentes, a través
de diversos vectores.

Que presenta varios tallos, aunque sélo uno principal.

Existencia de varias formas con las que se presenta una misma entidad (ej. una especie); el
polimorfismo puede derivar de causas genéticas (variabilidad genética) o ambientales (for-
mas estacionales).

Transporte del polen de los aparatos reproductores masculinos a los femeninos.

Transferencia del polen de una flor sobre los estigmas de la misma flor, sinénimo de autoga-
mia (ver “Autopolinizacién”).

Transferencia del polen entre flores distintas de la misma planta o entre flores de plantas
diferentes pertenecientes a la misma especie.

Sustancia compuesta por lipidos, proteinas y pigmentos que envuelven las esculturas del
grano polinico con una sutil capa oleosa, o con gotas; sirve de proteccién y permite mejores
adhesiones a las pieles de los insectos.

Proceso de desarrollo de las semillas después de la recoleccién o abscisién de los frutos,
durante el cual contintan el desarrollo hasta llegar a su maduracién fisiolégica. Cuando se
refiere a determinados tipos de dormicién, indica el periodo necesario para lograr la viabili-
dad de la geminacién de la semilla. Si el término se aplica al manejo de los frutos o semillas,
indica el periodo en el cual la semilla pasa por el proceso de pérdida del contenido en agua.



Potencial hidrico

Preheating
Pretratamiento

Prénubo

Propagacion
vegetativa o
agamica

Propagulo

Protocolo de
germinacion

Procedencia

Psammofila

Pureza de la
semilla

Ramet

Rango ecoldgico

Raza local

Renaturalizacién
(o renaturacion)

Reposo vegetativo

Reproduccién
sexual

Resistencia eco-
l6gica

Retardo

de germinacion

Representa la energia potencial del agua y viene dada por el cambio de lugar de las molécu-
las de agua de un sitio a otro gracias a las diferencias en los potenciales de energia, tanto
en el mundo vivo como en el no vivo. Este pardmetro predice el sentido del movimiento del
agua dentro de las semillas o en el suelo, de modo que el agua se desplaza siempre del po-
tencial hidrico mayor (menos negativo) al menor (méas negativo).

Ver “Estratificacion caliente”.

Acci6n que permite eliminar la dormicién de las semillas y obtener la maxima velocidad y
uniformidad de la germinacién.

Insecto que recoge comida, néctar, polen (ej. hormigas, abejas obreras).

Produccion de nuevas plantas fuera del proceso gamico, con la formacion de individuos con
caracteristicas genéticas idénticas a las de partida, mediante enraizamiento de esquejes,
injerto, propagulos, divisién de mata, micropropagacién o bulbillos.

Modalidad de propagacién vegetativa en la cual la formacién de las rafces del nuevo indivi-
duo tiene lugar sobre una parte de la planta (habitualmente una rama flexible) todavia unida
a la planta madre.

Conjunto de acciones o de procedimientos (comprendidos los pretratamientos a aplicar) ten-
dentes a obtener una germinacién éptima para una especie de un lote determinado.

Poblacidn de la cual se ha tomado una semilla. Se entienden como procedencias originales
aquellas cuyo material de base es autdctono. Se entienden como procedencias artificiales
aquellas semillas que proceden de plantaciones de especies exdticas u aléctonas no natu-
ralizadas.

Especie adaptada a los ambientes arenosos costeros y no costeros (ej. dunas).

Para un lote de semillas, porcentaje de peso de semillas limpias e intactas de la especie
considerada. Las semillas extrafias y la materia inerte son consideradas impurezas.

Réplica vegetativa, genéticamente idéntica, de un clon a partir de un individuo ancestral (or-
tet). Mddulo simple o conjunto de troncos facilmente identificables y comparables, llamado
también individuo funcional.

Conjunto de las diferentes condiciones ecoldgicas (ej. rango altimétrico) en que una especie
puede adaptarse, crecer y reproducirse.

Poblacién o poblaciones de un taxén adaptadas a un ambiente especifico en una localidad o
area geografica dada.

Operacion de recuperacion de ambientes artificializados que permite devolverlos a su es-
tado originario en tiempo variable y dependiente tanto de las condiciones ambientales (ej.
clima) como del cese del factor de perturbacion.

Periodo durante el cual el desarrollo de la planta se ralentiza hasta permitir la superacién de
la estacion adversa (e]. frio invernal, aridez estival).

Fusién gamética de la cual se origina un organismo nuevo y genéticamente diferente de
ambos progenitores.

Capacidad de un sistema de reaccionar evitando modificaciones respecto al estado origina-
rio durante un episodio de perturbacién o impacto negativo.

Tiempo necesario para el inicio de la germinacién de semillas puestas en condiciones favo-
rables.



RGB

Rizoma

Rocosidad

Samara

Segregacion

Semilla

Semilla intermedia

Semilla ortodoxa

Semilla
pregerminada

Semilla
recalcitrante

Siembra

Siembra
a chorrillo

Siembra a voleo

Siembra en lineas
Sierpe

Acrénimo del inglés Red Green Blue (rojo verde azul). Codificacién del color, impuesta co-
mo combinacién de los tres colores primarios rojo, verde y azul. Variando el porcentaje de
cada uno de ellos, se obtiene toda la gama del blanco (porcentual de todos los colores = 0)
al negro (porcentuales = 100) .

Tallo subterraneo, normalmente horizontal, sin clorofila y cuyas hojas se reducen a escamas
ricas en reservas, del cual nacen los tallos aéreos, las hojas y las raices.

Presencia porcentual de roca aflorante en una superficie determinada.

Fruto seco monocarpelar indehiscente y monospermo, provisto de un ala que favorece el
transporte por accion del viento (aquenio alado).

Transmision independiente a la progenie de los caracteres determinados por los genes lle-
vados en cada pareja de cromosomas. La transmisién independiente hace que se pueda re-
presentar, también después de mas generaciones, un caracter anteriormente oculto por la
interaccién del gen responsable con el resto del ADN.

Organo de las espermatofitas capaz de dar origen a una nueva planta, derivado del 6vulo
fecundado y constituido por el embrién, acompafiado al menos de endospermo o albumen, y
protegido de tegumentos rigidos y a menudo endurecidos.

Semilla que soporta la deshidratacion mejor que las recalcitrantes, pero peor que las or-
todoxas. Una vez deshidratada (parcialmente) no tolera el estrés producido por las bajas
temperaturas (préximas a 0° C) pero se comporta mejor si se ezpone a temperaturas medias
(en torno a 15°C).

Semilla que mantiene su facultad germinativa por largos periodos si se reduce su contenido
en humedad (mc 5-6%) y que puede conservarse a bajas temperaturas durante largo tiem-
po.

Semilla en el primer estadio de la germinacion, situacién que generalmente ocurre a conti-
nuacion de cualquier tratamiento. Normalmente muestra los tegumentos seminales partidos
y/o la raicilla. Término utilizado en la practica viveristica, cuando se siembran semillas que
ya estan iniciando la germinacion. En ocasiones estas semillas se definen como germinadas
prematuramente durante los procesos de estratificacion.

Semilla que pierde répidamente su viahilidad si el contenido de humedad desciende por de-
bajo de un nivel critico (variable entre el 20% y el 50% de humedad relativa), y caracteri-
zada por contenidos hidricos muy elevados. No toleran largos periodos de conservacion, ni
exposiciones a temperaturas de congelacion (0°C), en ocasiones ni siquiera bajas tempera-
turas (5°C).

Proceso por el cual la semilla se pone en condiciones favorables para germinar.
Disposicion de las semillas en pequefios grupos equitativamente distanciados entre ellos.

Esparcido de las semillas de modo uniforme, pero casual (a mano o con maquinas apropia-
das).

Disposicidn de las semillas en lineas y segun distancias predeterminadas.

Brote que procede de una yema adventicia de la raiz o del cuello de la misma. Se puede

emplear como propagulo en multiplicacién vegetativa, arrancéndola con parte de raiz para
asegurar su arraigo al transplantarla.



Simbiontes

Sitio de recolec-
cion
Sufratice

Tasa de
mortalidad

Tasa de natalidad
Taxon

Tegumento
(de la semilla)

Tejidos
meristematicos

Temperatura
optima
Termobalanza

Termoperiodo

Terofito
Test al frio

Testa

Tetraguenio
Tetrazolio

Tiempo medio
de germinacion
(TMG)

Microorganismos como bacterias, hongos y algas vivientes en simbiosis (comunidad) con un
organismo superior (planta).

Lugar donde se recoge el material vegetal.

Planta perenne con base lefiosa y con brotes de consistencia herbacea que se renuevan
cada afio.

Pardmetro utilizado para determinar la velocidad de germinacién, ndmero entero de dias
correspondientes al tiempo necesario para obtener el 50% de la capacidad germinativa del
lote de semillas.

indice de decrecimiento de una poblacidn.

indice de crecimiento de una poblacion.
Grupo sistematico independientemente del rango.

Revestimiento del évulo constituido por uno o dos estratos con funcién de proteccion y ais-
lamiento del ambiente externo. Después de la fecundacién se divide y modifica su estructu-
ra para una mejor proteccién de las partes internas de la semilla.

Conjunto de células indiferenciadas que han mantenido inalterada la capacidad de dividirse
y cuya funcién principal es la de proliferar dando origen a nuevas células que llegaran a rea-
lizar los procesos de diferenciacion. Se llaman también tejidos embrién.

La temperatura a la que el crecimiento de la planta o, en general, la manifestacién de un
fenémeno se producen lo mas réapidamente posible.

Analizador electrénico de humedad que pesa y deshidrata las semillas simultdneamente cal-
culando la diferencia en peso porcentual. Representa un método de medida de la humedad
de tipo destructivo.

Factor que influencia el desarrollo de una planta a través de la alternancia de temperatura
entre el dia y la noche.

Planta anual que supera la estacién adversa en forma de semillas.

Test que suele utilizarse para estimar el vigor de las semillas de trigo y de soja. Las semillas
se siembran en el terreno sobre papel absorbente y son expuestas al frio por un periodo es-
pecifico durante el cual sufren la influencia de la temperatura, la imbibicién y los microorga-
nismos. Posteriormente a este tratamiento las semillas se someten a condiciones éptimas
de germinacion.

Tegumento externo de la semilla dotado de puntas, garfios, pelos o alas, jugando un papel
esencial en su diseminacion.

Fruto seco indehiscente compuesto de cuatro mericarpios (e]. Boraginaceae y Lamiaceae).

Compuesto quimico (cloruro o bromuro de 2,3,5-trifenil tetrazolio) que permite realizar un
test bioguimico (TTC) indicador de la vitalidad de las semillas, segtn el cual las partes vita-
les se colorean en tonos intensos de rojo.

Es un modo de calcular la velocidad de germinacién. Se define como el sumatorio (de 1a n)
de los productos entre las semillas germinadas y el dia en que se ha producido su germina-
cion, todo ello dividido por el nimero total de las semillas germinadas al final de la prueba.
Una germinacién répida viene caracterizada por un TMG bajo.



Tipo coroldgico

Tomografia axial
(TAC) de la semilla

Topéfisis

Tratamiento
de la semilla

TTC
Tubérculo

Turba

Unisexual

Validacion de los
protocolos

Variabilidad
genética

Variedad

Vastago

Vernalizacion

Viraje
Vitalidad

Warming
Xerdfito
Zigoto

Zoocoria

Individualizacion de las areas geograficas dentro de las que vive un taxon dado (ej.: Quercus
suberlL. es una especie del oeste del Mediterraneo).

Técnica radiografica aplicada al andlisis de las semillas, que ofrece una imagen unidimen-
sional de la densidad de los tejidos, obtenidas en “secciones” virtuales cada 0.5 mm. Los
diversos niveles de densidad, coloreados segin unas normas establecidas, indican la ca-
lidad del material analizado. Las imé&genes pueden tratarse para la obtencién de modelos
tridimensionales.

Fenémeno por el que las yemas, los brotes o los esquejes, mantienen por un lapso de tempo
variable la forma y la fase vegetativa que tenfan sobre la planta de la que se ha efectuado
el traspaso.

A menudo utilizado como sinénimo de pretratamiento (ver “Pretratamiento”).

Ver “Tetrazolio”.

Organo de reserva de las plantas constituido por un tallo o una rama subterranea con un
fuerte engrosamiento a nivel de la médula (ej. la patata). Por extensién, cualquier prominen-
cia redondeada de la superficie de un érgano vegetal.

Material extraido de los depdsitos orgénicos constituidos por restos de vegetales, utilizado
en el viverismo para la preparacion de mantillo.

Flor con érganos sélo masculinos o sélo femeninos, es decir, que posee, respectivamente,
s6lo los estambres o los pistilos.

Confirmacién experimental de los resultados obtenidos a través de la aplicacién de pro-
tocolos de germinacion individualizados mediante experimentacion o elaborados por otras
instituciones.

Presencia de diferentes formas de un mismo caracter en un taxén o poblacion.

En términos taxonémicos, unidad de rango subespecifico que identifica areas geogréficas de
una especie o0 subespecie, distinguible por uno o més caracteres, y diferenciada nomencla-
turalmente en latin. En términos agronémicos, nombre utilizado para referirse a una serie de
clones o cultivares, con un sentido practico y sin denominacion latina.

Brote que se desarrolla tras cortes de troncos o ramas. Se distinguen vastagos verdaderos
(de yemas de tallos y ramas) y vastagos radicales (de yemas radicales).

Proceso por el cual un periodo de bajas temperaturas promueve un fenémeno bioldgico (ej.
floracién, apertura de las yemas, germinacion de las semillas) que de lo contario no se pro-
ducirfa. En el caso de las semillas, el término es sinénimo de estratificacion fria.

Cambio de color.

Capacidad de un drgano para desarrollar las funciones a las cuales esta destinado a través
de una serie de actividades metabdlicas dirigidas a esta finalidad. Puede tratarse de polen,
raices, cultivos meristematicos, semillas.

Ver “Estratificacion caliente”.

Planta que se adapta con facilidad o que prefiere completamente los lugares éridos y secos.
Célula diploide que deriva de la unién de dos gametos a continuacién de la fecundacion.
Proceso de dispersion llevado a cabo por los animales.



Enlaces de interés

Agenzia per la Protezione dell’Ambiente e peri
Servizi Tecnici
http://www.apat.it

Agricultural Research Service
http://www.ars.usda.gov/is/AR/

Association of Seed Analysts (AOSA)
http://www.aosaseed.com

Atlante delle piante forestali
http://www.agraria.org/coltivazioniforestali.htm

Australian Network for Plant Conservation
http://www.anbg.gov.au/anpc/

Biodiversity links
http://www.tufts.edu/~cchester/biodiversity.
html

Botanic Gardens Conservation International
(BGCI)
http://www.bgci.org.uk/

Canadian Botanical Conservation Network
http://www.rbg.ca/cben/

Center for Plant Conservation
http://www.centerforplantconservation.org/

Centro Conservazione Biodiversita — Universita
di Cagliari
http://www.cch-sardegna.it

Instituto Universitario de Investigacion CIBIO
(Centro Iberoamericano de la Biodiversidad)
- Universidad de Alicante
http://www.cibio.org

Checklist of online vegetation and plant distribu-
tion maps
http://www.lib.berkeley.edu/EART/vegmaps.
html

Conservatoire Botanique National Méditerranéen
de Porguerolles
http://www.portcrosparcnational.fr/conserva-
toire/

Conservatoire Botanique National Alpin de Gap-
Charance
http://www.chn-alpin.org

Conservatoire Botanique National de Brest
http://www.cbnbrest.fr/

Conservatoire Botanique National Bassin Pari-
sien
http://inpn.mnhn.fr/cbnbp_new/

Conservatoire Botanique National de Bailleul
http://www.cbnbl.org/

Convencion de Washington CITES
http://www.corpoforestale.it/wai/serviziatti-
vita/CITES/index.html

Corpo Forestale dello Stato
http://www.corpoforestale.it/wai/index.html

Crop Science
http://crop.scijournals.org/

Cryobiology
http://www.elsevier.com/wps/find/
journaldescription.cws_home/622814/
description#description

CryolLetters
http://www.cryoletters.org/

Danida Forest Seed Centre
http://www.dfsc.dk/

European Centre for Nature Conservation
http://www.ecnc.nl/doc/ecnc/saxifrag/euroflor.
html

European Native Seed COnservation NETwork
(ENSCONET)
http://www.ensconet.com
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European Platform for Biodiversity
http://www.bioplatform.info/

Fire Effect Information System
http://www.fs.fed.us/database/feis/

Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAQ)
http://www.fao.org

Forest Conservation Links
http://forests.org/links/

Forest Science Database
http://www.forestscience.info

Global Strategy for Plant Conservation in Europe
http://www.nerium.net/plantaeuropa/main.htm

Integrated Taxonomic Information System
http://www.itis.usda.gov

International Phytosanitary Portal (IPP): the offi-
cial web site for the International Plant Protec-
tion Convention (IPPC)

http://www.ippc.int

International Plant Genetic Resources Institute
(IPGRI)
http://www.ipgri.org

International Plant Names Index
http://www.ipni.org/index.html

International Seed Testing Association (ISTA)
http://seedtest.org/en/home.html

International Society for Seed Science
http://www.usd.edu/isss/

International Union for the Conservation of
Nature (IUCN)
http://www.iucn.org/

Internet Directory for Botany
http://www.botany.net/IDB/botany.html

IUCN 2008 Red List of Threatened Species
http://redlist.org

Jardin Botanico Atlantico
http://botanicoatlantico.com
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Jardi Botanic de Barcelona
http://www.jardibotanic.pcn.es

Jardin Botanico Canario Viera y Clavijo
http://www.step.es/jardcan/

Jardin Botanico de Cordoba
http://www.jardinbotanicodecordoba.com/

Jardi Botanic de Séller
http://www.jardibotanicdesoller.org

Jardi Botanic de la Universitat de Valéncia
http://www.jardibotanic.org

Jardi Botanic Marimurtra
http:/www.jbotanicmarimurtra.org

Journal of New Seeds
http://www.haworthpress.com/

Libro nazionale dei boschi da seme
http://www.forgen.net/main/bds.asp

Ministére de I'Ecologie et du Développement
Durable
http://www.ecologie.gouv.fr

Museum national d'Histoire naturelle (France)
http://www.mnhn.fr

National Seed Laboratory (EEUU)
http://www.nsl.fs.fed.us

Native Plants Journal
http://www.nativeplantnetwork.org/journal/

Native Seed (EEUU)
http://www.nativeseeds.org/

National Tree Seed Centre (Canada)
http://www.atl.cfs.nrcan.gc.ca/seedcentre/
seed-center-e.htm

Native Plants Propagation Protocol Database
http://www.nativeplantnetwork.org/network/
general.asp

Natural Parks Service, Endangered Species
http://www.nature.nps.gov/biology/endangered-
species/

Conservacion ex situ de plantas silvestres



http://www.cof.orst.edu/coops/ntc/ntc.htm http://www.cabi-publishing.org/

http://www.aosaseed.com/
http://plants.usda.gov/

http://www.seedtest.org
http://www.plantphysiol.org

http://www.newforestsproject.com
http://www.fs.fed.us/database/feis/plants/

http://www.genmedoc.org/ http://www.granicoltura.it

http://www.rngr.net/Publications/ttsm
http://www.ricercaforestale.it/riselvitalia/BI0-

DIVERSITA/Riselvitalial.1/sottoprogetto_1.1.htm http:/fwww.sesdcantre.nl/

http://www.rjbalcala.com http://www.calflora.org/index0.html

http://www.rjb.csic.es http://www.nsl.fs.fed.us/wpsm/

http://www.rngr.net/ http://stort.unep-wemc.org/imaps/gh2002/book/

viewer.htm
http://www.reteortibotanicilombardia.it/

http://www.rbgkew.org.uk http://www.populus.it/xilo.php

http://www.cabi-publishing.org/

http://www.icarda.cgiar.org

http://www.rbgkew.org.uk/data/sid

http://www.sanbi.org/products/seeds.htm

http://www.seedtest.org
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