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RESUMEN

El mejoramiento del acceso y uso de las colecciones de germoplasma se ha
convertido en una de las principales tareas de la actividad de recursos genéticos. El
desarrollo del concepto de colecciones nlcleo, asi como la teoria de Frankel y Brown,
ha tenido un importante papel en la promocién de este objetivo. Sobre la base de la
experiencia adquirida, y apoyados por la experiencia acumulada a nivel mundial, se
propone una Guia, que no pretende ser una metodologia rigida a seguir para el
establecimiento de colecciones nucleo, sino mas bien un conjunto flexible de pasos
que se deben tomar en consideracion para lograr con éxito el propésito de mejorar el
acceso al germoplasma de los cultivos y sus parientes silvestres. El esquema seguido
comprende cinco etapas (conveniencia, andlisis de la informacion, seleccion del
nacleo, manejo del ndcleo y uso del mismo), las que se discuten ampliamente en el
trabajo.
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METHODOLOGICAL GUIDE FOR THE ESTABLISHMENT AND VALIDATION OF
CORE COLLECTIONS IN THE EX SITU PRESERVED GERMOPLASM

ABSTRACT

The improvement of the access and use of germoplasm collections has become one of
the main tasks of the activity of genetic resources. The development of the concept of
core collections, as well as the theory of Frankel and Brown, has had an important
paper in the promotion of this objective. On the base of the acquired experience, and
supported by the experience accumulated at the international level, a Guide is
proposed that doesn't seek to be a rigid methodology for the establishment of core
collections, but rather a flexible group of steps that should be taken into consideration
to achieve with success the purpose of improving the access to crops germoplasm and
their wild relatives. The followed outline, has five stages (convenience, analysis of the
information, selection of the core, handling of the core and its use), that are are
discussed thoroughly in the work.
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INTRODUCCION

El mejoramiento del acceso y uso de las colecciones de germoplasma se ha
convertido en una de las principales tareas de la actividad de recursos genéticos. El
desarrollo del concepto de colecciones nacleo por Frankel y Brown y su teoria, ha
tenido un importante papel en la promocion de este objetivo. La seleccion de un
pequefio nimero de accesiones de la coleccion completa, que sean representativas de



la mayor diversidad genética posible de un cultivo y sus parientes silvestres, o sea, la
coleccion nuacleo, parece ser la solucion del problema. Sobre la base de la
experiencia adquirida en este particular, y apoyados por la experiencia acumulada a
nivel mundial, se plantea la siguiente Guia, que no pretende ser una metodologia
rigida a seguir para el establecimiento, sino mas bien un conjunto flexible de pasos
que se deben tomar en consideracion para lograr con éxito el propésito de mejorar el
acceso al germoplasma de los cultivos y sus parientes silvestres.

MATERIALES Y METODOS
El esquema metodoldgico para el establecimiento incluye tres pasos fundamentales

(Fig. 1):

1) Establecer la conveniencia de formar una coleccion nucleo.

2) Estudiar la disponibilidad de informacién en la coleccion base.
3) Seleccionar la coleccién nucleo

4) Manejar la coleccion nucleo.

5) Usar la coleccion nicleo

RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento de la conveniencia de la formacién de una coleccién nucleo.

Es importante analizar los aspectos relacionados con el manejo de un banco de
germoplasma, en lo tocante a la conservacion, regeneracion, duplicacion,
documentacion y evaluacién de los recursos filogenéticos, asi como en el uso que se
les da a las colecciones

¢Es la coleccion de gran tamafio, de manera que es dificil manejarla en los aspectos
antes mencionados? ¢ El uso de la coleccion es limitado por la falta de informacion
acerca de la estructura de la variabilidad en la misma? ¢Se dificulta establecer
prioridades de manejo y de trabajo con la misma?

Si alguna de estos aspectos es valido para su caso, puede ser necesario formar una
coleccién nucleo. Como una coleccion ndcleo es una muestra estructurada de una
coleccion completa, pero de un tamafio mas manejable, y esta estructurada de tal
manera que representa la diversidad de la coleccion completa, constituye un conjunto
de referencia que destaca automaticamente prioridades que requieren atencion para la
toma de decisiones.



Fig. 1. Pasos a seguir en el establecimiento de una coleccion nucleo.
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Realmente, el objetivo final de una coleccidon ndcleo es lograr que la coleccién de la cual
se deriva se conserve mejor y se utilice mas eficazmente. Una coleccién nucleo que no
logre contener una fraccién significativa de la diversidad de la coleccién completa no
cumpliria su finalidad.

Estudio de la disponibilidad de informacién en la coleccién base.

La documentacién de las colecciones de germoplasma comprende los llamados datos
pasaporte, los datos de almacenamiento e intercambio y los de caracterizacion y
evaluacién. Toda esta informacion es necesaria para poder hacer un uso efectivo de las
mismas.

Entre las informaciones de mas variada naturaleza asociadas a las colecciones de
germoplasma, estan los datos de caracterizacion. La caracterizacion de colecciones de
germoplasma se realiza a nivel internacional, utilizando difrerentes tipos de descriptores,
gue pueden ser de naturaleza morfolégica, agronémica y molecular, por lo que la
extension del registro de las mismas depende de las posibilidades de recursos materiales
y de personal capacitado en los bancos de germoplasma. Por esta razén, en los bancos
de germoplasma que albergan colecciones ex situ, la disponibilidad de datos de
caracterizacion y evaluacién de las colecciones es extraordinariamente variada, y esto es
un reto, cuando se trata de acceder a ellos para cualquier propésito.

Por otra parte, como los fitomejoradores utilizan los materiales de los bancos de
germoplasma en su quehacer, necesitan conocer con mayor detalle las caracteristicas
morfoagronémicas de las accesiones existentes, y enfocaran mejor su actividad en la
bdsqueda de nuevas variedades, independientemente de los métodos de mejoramiento
gue se utilicen.

Los productores también necesitan de los caracteres morfoagronémicas para la
identificacion de las variedades que cultivan. Para ellos, los caracteres mas importantes
son: rendimiento agricola, calidad del grano, resistencia al acame, tolerancia a la sequia,
a las bajas temperaturas y resistencia a enfermedades e insectos. Las variedades
utilizadas por los pequefios productores, son seleccionadas durante varios ciclos para un
caracter determinado que prevalece en esas condiciones, lograndose una buena
adaptacién. Estas variedades son comunmente “bautizadas” con nombres locales y
difieren de las variedades originales.

Por dltimo, existen caracteres que tienen una marcada influencia sobre la capacidad
agroproductiva de las especies cultivadas. En la medida que el productor los domine,
puede alcanzar resultados superiores de eficiencia y produccion.

Todo esto sugiere que es muy importante esclarecer el uso que se le dara a la
informacion disponible, y el enfoque de establecimiento de una coleccidon nudcleo seria
muy Gtil en este sentido.

El establecimiento de una coleccion nucleo estd al alcance de cualquier banco de
germoplasma. No requiere tener informacion sobre marcadores genéticos o
conocimientos especializados en matematicas, ni es necesario esperar a tener la
informacioén de toda la coleccion. Lo que se necesita es una coleccion de germoplasma,
conocimientos basicos acerca de la coleccion y de las especies que contiene, y tiempo
para seleccionar el material que constituird el ndcleo. Es conviene de cualquier manera
considerar la opinion de los responsables de las unidades de conservacién, los
fitomejoradores de los respectivos cultivos y otros investigadores interesados en ellos y en
el uso que se haréa de su diversidad genética.



Este aspecto inicia con la recopilacién de datos (Fig. 2), y entonces se debe pensar en:
= ¢ Cuan completo deben ser los datos?

= ¢Cuantos y cuales tipos de datos usar?

= ;Cobmo se pueden combinar los diferentes tipos de datos?

El enfoque mas logico sera organizar los datos pasaporte, de caracterizacion, y en
algunos casos de evaluacién, en una clasificacion jerarquica de las accesiones. Podran
ser considerados en orden descendente: informacidn taxondmica, origen geogréafico,
origen ecolégico, datos agromorfolégicos y marcadores genéticos, por ejemplo. Esta es la
Etapa 1, o definicion del dominio (cobertura de datos de la coleccion nicleo).

Los datos pueden utilizarse combinados, o independientemente, si se definen uno o
varios dominios. Si al final se desea tener una sola coleccion nucleo que sea
representativa de lo mas importante de la diversidad, se pueden combinar todos los
enfoques independientes, e integrar los fondos mas importantes de diversidad de cada
dominio. La decision de definir varios dominios puede obedecer a dos razones
fundamentales:

1) Que se desee tener mas rapidamente accesible la diversidad de la coleccién total
para un atributo o grupo de atributos de interés muy especificos, para mejoradores
y otros investigadores (Ejemplo, la resistencia a estreses bidticos y abidticos.

2) Que la informacién de caracterizacién/evaluacion para esos atributos no tenga la
misma cobertura en la coleccién base, es decir, que no estén caracterizados para
la misma muestra que el resto de ellos.

Una vez establecido el dominio, se procede a la reduccién de la dimensionalidad de los
datos, en dependencia de la cantidad de descriptores que se hayan utilizado. Para ello se
puede utilizar cualquier analisis de ordenamiento multivariado, que concentre la
variabilidad de todos los descriptores en unas pocas variables independientes que sean
una combinacién lineal de las variables originales (las que tendran una ponderacién
definida en la funcion), y que permita a su vez un ordenamiento previo de los datos de las
accesiones. La seleccién del analisis estadistico mas adecuado dependera de la
naturaleza de los datos y de la disponibilidad del paquete estadistico.

La reduccion de la dimensionalidad se efectia por aproximaciones o iteraciones
sucesivas, acumulando cada vez mayor variabilidad en menos componentes o factores, e
identificando en cada iteracion las variables de mayor peso en la variabilidad explicada
por la funcion que representa el eje respectivo.

Cuando los datos de caracterizacién correspondan a muchos descriptores, y esto
produzca un conflicto con la capacidad de analisis de los diferentes paquetes de
estadistica disponibles, se recomienda agrupar los descriptores considerando, o bien la
naturaleza de los datos, o bien la fase en que fueron registrados, o cualquier otro tipo de
agrupacion que corresponda con la estructura del listado (el que generalmente los incluye
agrupados por fases fenologicas o por 6rganos de la planta). Una vez realizado esto, se
procede a efectuar las iteraciones sucesivas en cada grupo de atributos, de la misma
forma que se explica en el péarrafo anterior, y cuando la cantidad de descriptores
seleccionados en cada grupo de atributos (sumados) sea lo suficientemente pequefio
para que ya se adecue a la capacidad del paquete en cuestidn, se analizardn de conjunto
a partir de ahi, continuando el proceso de reduccion. Una vez acumulada las tres cuartas
partes aproximadamente de la variabilidad total en las tres o cuatro primeras funciones, se



puede considerar terminado el proceso y se han identificado los descriptores minimos,
gue son los que serviran para el analisis de la estructura de variabilidad de la coleccién.

Con las variables independientes (componentes o factores) establecidas, sobre la base de
los descriptores minimos, o sobre los valores originales de los descriptores minimos, se
construiran agrupamientos jerarquicos discontinuos, que deberan tener la mayor
diferenciacion entre ellos posible y la menor variabilidad posible dentro de ellos. Para
realizar este proceso, se utilizaran analisis de conglomerados (cluster analysis),
pudiéndose emplear diversos algoritmos aglomerativos, asi como diversos indices de
distancia/similitud, dependiendo esto ultimo de la naturaleza de los datos. Se recomienda
la estandarizaciéon de los atributos cuantitativos continuos, como manera de asegurar una
participacion equitativa de todos en el analisis. Los criterios aglomerativos mas
recomendados son el de el promedio de distancias no ponderadas (UPGMA), el
ligamiento completo o del vecino méas alejado y el método de Ward. La seleccién de este
criterio depende de que el espectro de distancias entre las entradas sea mayor o0 menor.
El método de Ward resulté apropiado para las colecciones nlcleo que se presentan.

Para la seleccion del umbral de distancias en la formacién de los grupos, se recomienda
utilizar una regla de decisién variable, de manera que se puedan tener grupos lo
suficientemente diferentes entre si, lo que se puede comprobar realizando un analisis
discriminante entre ellos, con base en los descriptores minimos preferentemente
estandarizados, o sobre las coordenadas de los componentes para cada accesion. El
procedimiento descrito sobre la base del analisis combinadote los métodos de
ordenamiento y de aglomeracién jerarquizante, son denominados andlisis de patrén,
porque descubre la estructura subyacente en la coleccion.

Seleccion de la coleccion nucleo.

La seleccion de las entradas que constituiran la coleccién nlcleo se debe efectuar
estratificadamente, es decir, seleccionando en cada sub-cluster subyacente dentro de
cada grupo del dendrograma resultante del analisis de conglomerado y sobre la base de
los descriptores minimos identificados en la etapa anterior (Fig. 3). Esto constituye la
Etapa 4 del proceso.

La seleccion estratificada puede hacerse de manera aleatoria, o de forma dirigida,
incorporando criterios del mejorador o especialista de germoplasma, buscando
representatividad geogréfica, taxondmica, ecoldgica, origen evolutivo de los cultivares,
grado de domesticacion, etc., asi como su valor para el mejoramiento u otros propoésitos
de investigacion.

A menudo se combina un conjunto de criterios para realizar la seleccion, pues no es usual
gue se haga la eleccion de las entradas so6lo a partir de una seleccion asistida por
métodos estadistico-genéticos o estadistico-matematicos, ya que la inclusién del
conocimiento de la estructura poblacional de la muestra base hace mucho mas alta la
representatividad de la colecciéon nlcleo. El tamafio del ndcleo puede variar, en
dependencia del tamafio de la coleccién base, fundamentalmente, y considerando que
constituya un avance en la facilitacion de su manejo con respecto a la coleccion base. El
10% recomendado por los clasicos de la Genética Poblacional, puede ser superior (hasta
un 40%), si la coleccién base es pequefia. El nUmero de entradas que debera tener cada
grupo se puede decidir utilizando uno de tres enfoques (por tamafio del grupo donde se
selecciona, por diversidad de marcadores o basado en el conocimiento informal), o los
tres combinados.



Una vez seleccionado el nucleo, durante la Etapa 5, se procede a describir el nicleo y a
comprobar cuan representativo es con respecto a la coleccion base. La comprobacion se
puede efectuar sobre la base de mudltiples procedimientos, aunque teniendo en cuenta
que la coleccion nicleo debe tener una media similar a la coleccion base y una varianza
similar o mayor. Por eso se puede emplear casi cualquier procedimiento que permita
establecer esta comparacion. Una retencion de los valores de estos pardmetros por
encima de un 80%, es considerado como muy positivo, e indicara una efectividad alta en
la seleccion del nicleo representativo de la coleccion base.

Manejo de la coleccién nucleo.

El conjunto de entradas de la coleccién nlcleo puede mantenerse en almacenamiento,
separado de las demas accesiones del banco de germoplasma o, aunque se conserven
como parte de la coleccion completa, puede déarsele tratamiento especial (Fig. 4). Esto
dependera de las instalaciones del Banco de Germoplasma, en cuanto a las instalaciones
y la capacidad de almacenamiento o de mantenimiento. Pero hay que considerar que es
probable que se requieran cantidades adicionales de semilla o de material de propagacién
de las entradas de la coleccion nacleo, lo que haria necesaria la asignacion de espacio
aparte o de nuevas instalaciones.

Tener la coleccion nlcleo aparte es muy Util porque: a) Se reduce al minimo la posibilidad
de cometer errores, porque se garantiza el uso de una sola fuente de germoplasma; b) se
simplifica la distribucion y el uso de los materiales; c) se simplifica el trabajo de monitoreo;
y d) se mantiene la coleccién nicleo en un sitio mas seguro.

Es conveniente mantener duplicado en otros Bancos el nucleo seleccionado, asi como
conservado a largo plazo, o por métodos alternativos como in vitro (si procede).

En cuanto a la regeneracion, como es probable que la demanda que tengan las entradas
de la coleccién nucleo sea mucho mayor que la ejercida sobre otras accesiones de la
coleccion completa, podra tenerse mayor cantidad de semillas de estas accesiones, por lo
que la regeneracion de este sub-conjunto debe contemplar este elemento, o podra
hacerse la regeneracion “a solicitud”, si fuera muy engorrosa. Por otra parte, el nUmero
relativamente pequefio de entradas de una coleccién nucleo permite que las actividades
de prueba, cuarentena y eliminacion de agentes patdgenos se hagan con relativa
frecuencia, ya que su ejecucién en una coleccién completa es casi impracticable.

Las entradas de la coleccion nicleo serdn las primeras que se tomen para evaluar
caracteres nuevos (como marcadores bioquimicos o moleculares), lo que permitira que la
informacion disponible sobre las entradas de una coleccion nlcleo sea mas completa que
la que se pueda suministrar sobre otras accesiones, por lo tanto debe estar
completamente documentada. El proceso mismo de establecer la coleccidén nucleo y de
seleccionar sus entradas, debe documentarse. Es necesario que la informacién sobre los
procedimientos que se siguieron y sobre los datos que se utilizaron esté disponible, para
gue pueda usarse en la validacion, la sustitucion, la enmienda o la investigacion de las
propiedades de accesiones provenientes del nucleo basico. Publicar los procedimientos
empleados para establecer la coleccion nudcleo es una parte importante de este proceso.
La informacién sobre las entradas de la coleccion nucleo servird para proporcionar datos
adicionales muy valiosos sobre la coleccion completa.



Una vez constituida la coleccidn nicleo, ésta debe ser bastante estable. Su manejo se
dificultard més si su conformacién cambia continuamente y su uso se vera restringido si
las entradas estan expuestas constantemente al cambio. Es posible que sea necesario
cambiar de vez en cuando, el nimero y la identidad de las entradas de una coleccion
nucleo. Debe tratarse de que estos cambios sean leves, pero a veces tienen que ser un
poco mas serios. En ese caso, se deberdn considerar los siguientes aspectos: a)
identificar las accesiones que deban incluirse en la coleccién nucleo, por ejemplo, nuevas
formas de resistencia tanto a enfermedades especificas como a determinadas causas de
estrés; b) atender solicitudes de los usuarios de incluir accesiones especificas porque
tienen caracteristicas importantes para la comunidad de usuarios, por ejemplo, cultivares
estandar para pruebas especificas o genotipos fijos de apoyo que se emplean para
elaborar mapas genéticos moleculares o para descifrar secuencias de un genoma; c)
adquirir otras accesiones cuya nueva diversidad deba estar representada en la colecciéon
ndcleo; d) aumentar los conocimientos sobre el alcance y la distribucion de la diversidad
genética en el material del cual fue extraida la coleccién nucleo; el hallazgo de que unos
grupos tienen mucha mas diversidad que otros haria pensar en la posibilidad de alterar el
namero de entradas tomadas de los grupos en cuestion.

De cualquier manera, si fuese necesario este proceso, debe planificarse y organizarse
cuidadosamente, de manera que no comprometa la integridad de la coleccién nicleo o
cause problemas a los usuarios, y sobre todo, informarlo. Puesto que un aspecto
sobresaliente de una coleccion nicleo es su tamafio limitado, el objetivo del administrador
de ésta debe ser remplazar materiales en vez de agregar otros nuevos.

Uso de las colecciones nucleo.

La estrategia para el uso esta muy intimamente ligada a las particularidades de cada
coleccion, en relacion a su tamafo, el tipo de reproduccién del cultivo, y las condiciones
materiales de cada banco en particular. Para las siete colecciones que se presentan en el
informe técnico, se prepar6 una estrategia, que es una salida independiente del proyecto.
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Fig. 4. Guia para el manejo de la coleccion nucleo.
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Fig. 2. Guia para el establecimiento del dominio y la estructura genética de la poblacion.
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