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OBJETIVOS

General

Colaborar con los programas de conservacion de germoplasma forestal
poniendo a disposicion de los usuarios una opcién eficiente de
almacenamiento a largo plazo.

Especificos

1. Evaluar la crionservacién como medio para la conservacién de semillas y/o
embriones de especies forestales de importancia para Costa Rica.

2. Transferir las técnicas desarrolladas a personal involucrado en la

conservacion de semillas y a profesionales responsables de bancos de
germoplasma.



Objetivo 1

Crioconservacion de semillas de especies
forestales arbéreas

SUMMARY

Cryopreservation presents numerous advantages compared to other
techniques used routinely for germplasm conservation and storage. Some
of these advantages are the lower cost of maintenance and the
conservation of the genetic stability for indefinite period of time. The
present study shows the results obtained during cryopreservation of fruits
and seeds of teak ( Tectona grandis), seeds of cedar (Cedrela odorata) pilon
(Hyeronima alchorneoides), cenizaro (Pithecellobium saman) and madero
negro (Gliricidia sepium) using dehydration-rapid freezing in liquid nitrogen
techniques. Before freezing, experimental material was treated with 10
mgL”' Giberelic acid (6As) or water or the hard endocarps were
sandpapered. Once thawed, materials were planted under greenhouse
conditions to evaluate survival. Fruits and seeds from the species studied
were able fo survive freezing in liquid nitrogen. This study also pointed out
the importance of the collect and the handling of fruits and seeds after
harvesting prior to initiation of research on germination and
cryopreservation. The results obtained showed the potential of
cryopreservation for long-term conservation of forest trees germplasm.

RESUMEN

La crioconservacion presenta numerosas ventajas con respecto a otras
técnicas que se utilizan rutinariamente para la conservacion vy
almacenamiento de germoplasma. Algunas de estas ventajas son los bajos
costos de labor durante el mantenimiento de las colecciones y la
conservacion de la estabilidad genética por tiempo indefinido. El presente
estudio muestra los resultados obtenidos en la crioconservacion de frutos y
semillas de teca (Tectona grandis), semillas de cedro (Cedrela odorata),
pilon (Hyeronima alchorneoides), leucaena (Leucaena leucocephala), cenizaro
(Samanea saman) y madero negro (&liricidia sepium) utilizando la técnica de
desecacién y congelamiento rdpido en nitrégeno liquido. Los frutos



recibieron un tratamiento previo a la congelacién con 10 mgL-1 de dcido
giberélico (6As) o agua, o el lijado del endocarpo duro. Una vez
descongelados, los materiales fueron sembrados en el invernadero para
evaluar la sobrevivencia. Se encontré que tanto los frutos como las semillas
de las especies evaluadas sobrevivieron al congelamiento. El estudio también
mostré la importancia de la colecta y el manejo que se dé a las semillas
antes de realizar experimentacion en crioconservacion. Los resultados
obtenidos mostraron la factibilidad de utilizar esta técnica para la
conservacién de forestales y el potencial que presenta para que pueda ser
evaluada en otras especies forestales de interés.

Palabras clave
Especies forestales, crioconservacién, conservacién a largo plazo, /in vitro,
almacenamiento de semillas, deshidratacion, nitrégeno liquido.

Introduccion

Por lo general los programas de conservacion son motivados por amenazas a
los recursos naturales, ya sea por una crisis inmediata o por un factor de
riesgo potencial para el futuro. Debido a los mdltiples beneficios que
aportan, tanto al hombre como a las zonas silvestres, los drboles se
enfrentan a mds amenazas que la mayoria de los organismos. El uso de
clones representa una amenaza especial a la diversidad genética, cuando se
trata de reforestar y realizar mejoramiento genético de drboles ya que, con
la habilidad de reproducir genotipos exactos, sobreviene el potencial de
reducir la diversidad en bosques restaurados y en plantaciones debido a la
siembra de muchas copias de uno o unos pocos genotipos (Millar, 1993).

Para conservar la diversidad genética de los recursos forestales se dispone
de varios métodos. La conservacion /in situ, que comprende la preservacién
de los bosques naturales, y la conservacion ex situ en la cual el germoplasma
se preserva como semillas, huertos clonales y utilizando las técnicas
biotecnoldgicas (Ahuja, 1989; Engelmann, 2000). Entre estos, la
conservacién de semillas es el método mds utilizado, ya que es el que
tradicionalmente se ha utilizado no solo para almacenar el germoplasma, sino
también para distribuirlo entre agricultores, mejoradores, cientificos y
otros usuarios (Engelmann, 2007). El almacenamiento de semillas permite la
conservacién de la diversidad genética, la que es importante para proveer
de materia prima en programas de mejoramiento, para evitar los efectos
nocivos de la autogamia y en la proteccion contra riesgos de destruccion por



plagas y patdgenos (Millar, 1993). Por lo general, las semillas son
almacenadas en rangos de temperatura que varian de 4°C a -20°C (especies
con semillas ortodoxas) (Roberts, ). pero en un nldmero considerable de
especies, entre ellas forestales tropicales y subtropicales, las semillas
almacenadas a estas temperaturas empiezan a perder viabilidad en poco
tiempo, ya sea porque no toleran altos grados de desecacion o porque son
dafiadas por esas temperaturas de almacenamiento (semillas intermedias o
recalcitrantes) (Engelmann, 2000). Entre las técnicas mds promisorias que
ofrece la biotecnologia para este propdsito se sefiala a la crioconservacion,
que consiste en el almacenamiento de materiales de interés en nitrégeno
liquido (NL,-196°C). Las grandes ventajas que presenta la crioconservacion
sobre otras modalidades de conservacidn es que, permite la conservacion a
largo plazo sin pérdida de viabilidad y conservando la estabilidad genética,
ya que una vez que el material es congelado a ultra bajas temperaturas,
todas las funciones metabdlicas cesan y, por lo tanto, no ocurre division,
mutaciones ni deterioro celular, por lo que se mantiene la estabilidad
genética. (Abdelnour, 1999; Villalobos y Engelmann, 2000). Esta modalidad
de conservacion ha sido utilizada en especies horticolas, frutales,
medicinales y en algunas forestales arbdreas con éxito (Ashmore, 1997).
Por lo anterior, el objetivo de esta investigacion fue evaluar la técnica de
crioconservacién conocida como desecacion y congelamiento rdpido en
nitrégeno liquido, en semillas de varias especies forestales que presentan
problemas de almacenamiento a largo plazo en bancos de semillas
convencionales, y lograr asi su recuperacion como plantas en condiciones ex
vitro e in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Localizacion de la investigacion

La investigacion de laboratorio e invernado se llevé a cabo en el Centro de
Investigacidn en Biotecnologia (CIB) del Instituto Tecnoldgico de Costa
Rica, durante los afios 2006 y 2007.

Material experimental

Como material experimental se utilizaron frutos y semillas de teca ( Tectona
grandis), frutos de pildn (Hyeronima alchorneoides), semillas de cedro
(Cedrela odorata), leucaena (Leucaena leucocephala ), cenizaro (Samanea
saman) y madero negro (Gliricidia sepium) donados por la empresa MACORI,
Precious Woods of Costa Rica, Liberia, Guanacaste, Costa Rica) y el



Laboratorio de Semillas Forestales de CATIE (Centro Agrondmico Tropical
de Investigacion y Ensefianza, Turrialba, Costa Rica).

Determinacion del contenido de humedad de frutos y semillas al
momento del congelamiento

El contenido de humedad de los frutos se determiné con base en el peso
fresco (P¢-Ps/P¢ x 100) antes del congelamiento. Se tfomaron 7 muestras de
10 frutos de teca cada una y se determind el peso fresco (P¢)
Posteriormente, los frutos de cada muestra fueron colocaron en un
erlenmeyer de 25 ml de capacidad sellados con papel aluminio. Para
determinar el peso seco (Ps), los erlenmeyers se colocaron en el horno a
95°C durante 24 horas y transcurrido ese periodo, los frutos fueron
pesados y se procedi6 a determinar el contenido de humedad (en
porcentaje) para cada una de las muestras. Posteriormente se calculd el
porcentaje de humedad como promedio de las siete muestras. Para la
determinacién del contenido de humedad de los frutos y las semillas de
todas las otras especies se siguid el mismo procedimiento descrito.

Pretratamientos y congelamiento en nitrégeno liguido

Para los ensayos de crioconservacion de frutos de teca y pilon, se evaluaron
tres tratamientos con 80 frutos cada uno: congelamiento de frutos
completos (endocarpo mds semillas), frutos con el endocarpo lijado (papel
lija #100) y frutos con el endocarpo lijado e incubados durante 24 horas,
inmediatamente después del descongelamiento, en una solucién de 10 mglL™
de dcido giberélico (GA3).

Para el congelamiento, los frutos de teca, en subgrupos de cinco frutos,
fueron envueltos en papel aluminio y congelados por inmersion directa en
nitrégeno liquido (NL). Después de 1 hora, los materiales fueron
descongelados en un bafio de agua a 40°C durante 2 min. Para su
recuperacion, 40 frutos fueron cultivados /n vitro en condiciones de
oscuridad por tres dias (25°C) y luego fueron transferidos a condiciones de
luminosidad en el cuarto de crecimiento (25°C, 16 horas luz y una intensidad
luminica de 3000 lux). El otro grupo de 40 frutos fue sembrado en camas
de germinacién en condiciones de invernadero en un sustrato compuesto de
una mezcla de suelo y arena (2:1). La sobrevivencia fue evaluada con base
en el porcentaje de germinacién después de 12 semanas. Cada prueba fue
repetida dos veces.



Para los ensayos de crioconservacion de semillas de teca, éstas fueron
extraidas mecdnicamente rompiendo el endocarpo. Para el congelamiento
(inmersién directa en NL, 1 hora), se prepararon grupos de 40 semillas,
colocdndose grupos de 10 semillas en un criotubo de polipropileno de 2 ml.
El descongelamiento se efectué sumergiendo los criotubos en un bafio de
agua a 40°C. Luego, las semillas fueron desinfectadas (agua y detergente al
1% por 5 min en agitacién, sequido por una mezcla de 4 gL' de agrymicin, 4
gL™! de benlate y 6 gL de ferban por 20 min en agitacién, posteriormente
incubadas en hipoclorito de sodio al 3,5% durante 15 min. Finalmente,
fueron enjuagadas tres veces con agua destilada estéril en condiciones de
cdmara de transferencia) y cultivadas /n vitro en un medio de cultivo M&S
en las condiciones mencionadas para la recuperacién de frutos in vitro.

En los ensayos de crioconservacién realizados con frutos de pilon y semillas
de cedro, leucaena, cenizaro y madero negro se siguid el mismo
procedimiento descrito arriba, evaludndose la sobrevivencia tanto en
condiciones /n vitro, como en condiciones de invernadero. Con los frutos de
pilon y las semillas cenizaro, la recuperacion de los materiales se evalud
Unicamente en condiciones de invernadero y con las de leucaena solamente /n
vitro.

Figura 1. Procedimiento utilizado para la crioconservaciéon de fruto y
semillas de teca (Tectona grandis). A. Frutos (endocarpo y semilla), B.
Lijado de frutos, C. Aislamiento mecdnico de semillas, D. Semillas, D. Tanque
con nitrogeno liquido (NL).



Resultados y discusion
Contenido de humedad

La determinacion del contenido de humedad de los frutos y las semillas de
teca mostro valores de 8% y 6% respectivamente. Por otra parte, los
frutos de pildn y las semillas de cedro, leucaena, cenizaro y madero hegro
presentaron contenidos de humedad del 8%, 9%, 5%, 8% y 13%
respectivamente, al momento del congelamiento en NL (Cuadro 1). Estas
semillas fueron donadas por bancos de semillas y los porcentajes de
humedad determinados son los que comilnmente se encuentran en las
semillas almacenadas en bancos de germoplasma convencionales y no
necesariamente reflejan las condiciones de humedad dptimas para todos los
tipos de semillas. La importancia de la deshidratacién de los tejidos reside
en que evita la formacién de cristales de hielo que pueden romper o
desestabilizar las membranas durante el congelamiento y descongelamiento
de los materiales, lo que permite una mayor sobrevivencia (Engelmann,
2000).

Cuadro 1. Contenido de humedad (%) al momento del congelamiento en
nitrdgeno liquido (NL) de frutos y semillas de varias especies forestales
tropicales.

Especie Contenido de humedad™

(%)

Frutos de teca

( Tectona grandis) 8

Semillas de teca

( Tectona grandis) 6

Frutos de pilon

(Hyeronima alchorneoides) 9

Semillas de cedro

(Cedrela odorata) 8

Semillas de cenizaro

(Samanea saman) 8

Semillas de madero negro

(Gliricidia sepium) 13

Semillas de leucaena

(Leucaena leucocephala), 5

*Calculado con base en el peso fresco de los frutos y semillas.




Sobrevivencia al congelamiento en nitrogeno liguido

Después del congelamiento en NL, cuando los frutos de teca fueron
cultivados para su germinacion, en condiciones de invernadero (Cuadro 2), se
observaron porcentajes de germinacién del 51% y 60%, para los frutos
congelados completos y lijados respectivamente. Estos valores de
recuperacién fueron muy similares o superaron los observados en los
controles (-NL), excepto para aquellos frutos que fueron incubados en GA3
durante las primeras 24h de la fase de recuperacién, en los que el
porcentaje de germinacion disminuyd. El congelamiento en NL parece tener
un efecto estimulador sobre la germinacion de algunas especies, que podria
explicarse con base en la inhibicién o estimulacion de algunas sustancias o
procesos involucrados (Taiz and Zeiger, 2002). Por otra parte, el
adelgazamiento del endocarpo mostré un efecto positivo en la germinacién
de las semillas de teca El endocarpo duro en la semilla dificulta su
imbibicion, por lo que al lijarlos, se permitiria un mayor movimiento de agua
hacia el interior de la semilla y por ende se estimularia la germinacion
(Flores-Vindas, 1999).

Cuadro 2: Sobrevivencia al congelamiento en nitrégeno liquido (+NL) de
frutos de teca ( Tectona grandis), con un contenido de humedad del 8%, en
condiciones de invernadero.

Tratamiento Germinacion (% + E.E*)
-NL +NL
Frutos completos 45,0+ 0,00 51,3+7,50
Frutos endocarpo lijado 425+10 600+20

Frutos lijados e
incubados en GA3 por 50,00+4,0 375+2,0
24h, después de
descongelarlos

*Error estdndar, promedio de 2 repeticiones.

Por otra parte, cuando se utilizaron las semillas de teca para los ensayos de
crioconservacién (Cuadro 3), se observd, al igual que cuando se congelaron
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los frutos, un incremento de la germinacidn provocado por el congelamiento.
Ademds, se observé un efecto positivo de los reguladores del crecimiento
adicionados al medio de cultivo sobre la germinacién (05a 1,5 mgL'1 de BAy
0,1a 66,6 mgL'1 GA3), siendo el efecto estimulador mayor con la presencia
del GAs. Resultados similares a los obtenidos en esta investigacion, con
respecto a la estimulacién de la germinacion de frutos y semillas causado
por este Ultimo regulador del crecimiento, fueron observados en estudios
con melina (6melina arborea) y teca (Abdelnour-Esquivel et al, 2007). El
GA3 es un regulador de crecimiento conocido por estimular la germinacién
de las semillas de muchas especies (Flores-Vindas, 1999; Taiz and Zeiger,
2002) y de acuerdo con los resultados obtenidos, la teca no es una
excepcion

Cuadro 3: Sobrevivencia al congelamiento en nitrégeno liquido (+NL) de
semillas de teca (Tectona grandis), con un contenido de humedad del 6%,
recuperadas en condiciones /n vitro en un medio M&S complementado con
benciladenina (BA) o dcido giberélico (GAs3).

Concentracion de BA Germinacion (%)
(mglL™) -NL +NL
0 18 28
05 20 25
1 33 38
15 15 38
Concentracion de GA;
(mgL™)
0,0 40 45
01 45 55
1 53 40
10 25 45
33,3 - 40
66,6 - 53
100 - 35

Por otra parte, al evaluarse el efecto del congelamiento en NL de semillas
de cedro, leucaena, cenizaro y madero hegro, se observd sobrevivencia en
las cuatro especies (Cuadro 3). Sin embargo, los porcentajes de
germinacion en cedro variaron considerablemente al comparar la
recuperacion en condiciones /n vitro e invernadero, obteniéndose los
mayores porcentajes de recuperacién de plantas /n vitro. Una de las
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mayores ventajas del cultivo /n vitro es que permite proveerle las
condiciones fisicas y quimicas 6ptimas para el desarrollo del material
vegetal, eliminando problemas como falta o exceso de riego, temperaturas
mayores o menores a las requeridas, deficiencias nutricionales, ataques de
plagas y otros factores que podrian afectar negativamente la recuperacion
del material de interés (Engelmann, 2007). Por otra parte, la posibilidad de
recuperar, en condiciones de invernadero o propagadores, los materiales que
hayan sido almacenados en NL, permitiria al personal de bancos de
germoplasma, que no cuentan con facilidades de laboratorio de cultivo de
tejidos, establecer metodologias seguras y eficientes de crioconservacion,
de manera que puedan hacerse responsables del almacenamiento a largo
plazo del recurso genético problemdtico, con la misma infraestructura que
cuenta un banco de semillas convencional (Abdelnour et a/., 2007). Por lo
anterior y considerando que el material utilizado en esta investigacién fue
capaz de germinar en condiciones de invernadero, seria recomendable
evaluar condiciones mds controladas en cuanto a humedad, sustratos y
otros, para tratar de incrementar los porcentajes de sobrevivencia y poder
disponer de una metodologia sencilla y eficiente para laboratorios y bancos
de semillas convencionales .

Cuadro 4: Sobrevivencia al congelamiento en nitrégeno liquido (+NL) de
semillas de cedro (Cedrela odorata), con un contenido de humedad del 8%,
recuperadas en condiciones /n vitro en un medio M&S complementado con
0,5 mgL™ de benciladenina (BA) y en condiciones de invernadero.

Germinacion (%)

Especie In vitro Invernadero

(Contenido -NL +NL -NL +NL
de humedad)

Cedro 90 86 52 25
(8%)

Leucaena 22 24 - -
(5%)

Cenizaro - - 40 3
(8)

Madero
negro 73 78 93 95
(13%)
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Figura 2. Pldntulas de cedro (Cedrela odorata) recuperadas en condiciones
de invernadero (A) e /n vitro después del congelamiento de las semillas en
nitrégeno liquido.

En cuanto a los frutos de pilén, estos no mostraron sobrevivencia en hinguno
de los fratamientos evaluados. Estudios preliminares previos a esta
investigacién mostraron que esta especie es verdaderamente problemdtica
para el almacenamiento y pierde su capacidad de germinacién de tres a
cuatro dias después de la cosecha si no se manipula apropiadamente.
Ademds, los resultados obtenidos en esta investigacion nos motivaron a
estudiar el estado de los frutos y decidir si utilizar solamente la semilla
para los procesos de almacenamiento. Después de evaluar el interior de dos
lotes de frutos, se encontré que el 90% de ellos se encontraban dafiados
por avispas de la familia Eurytomidae, importante plaga de esta especie
forestal (figura 1), lo que explicd claramente los resultados obtenidos
durante los ensayos de germinacién y congelamiento.
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Figura 3. Semilla de pilon (Hyeronima alchorneoides) dafiada por larva de
una avispa de la familia Eurytomidae.

Todas las semillas de las especies estudiadas, exceptuando pilon, fueron
capaces de sobrevivir al congelamiento en nitrégeno liquido. Debido a que
todas estas semillas fueron obtenidas de un banco convencional de semillas
(almacenadas en condiciones que no serian las mds adecuadas para este tipo
de semillas), no es de extrafiar que los porcentajes de germinacion fueran
bajos, adn en los tratamientos que no incluyeron la congelacién. En general,
los resultados indicaron el potencial de la técnica de crioconservacion para
el almacenamiento de las semillas de especies forestales. A la vez, los
resultados parecen indicar la importancia de dirigir la investigacién a
establecer las condiciones 6ptimas en que deben estar las semillas, tanto a
la hora de la colecta, como a la hora de realizar el congelamiento, ya que
estas dos etapas del proceso son criticas, de manera que se puedan
obtener resultados confiables y metodologias eficientes y sencillas de
conservacion para estas especies problemdticas para el almacenamiento a
largo plazo.

Las técnicas de crioconservacién se utilizan actualmente para el
almacenamiento de gran diversidad de células y tejidos de animales y
vegetales, y para el almacenamiento de microorganismos varios. En plantas,
la mayoria de las técnicas de crioconservacion se han desarrollado
utilizando materiales producidos por cultivo de tejidos, por lo que el uso de
infraestructura y equipo costoso se hace necesaria tanto para establecer
los métodos, como para regenerar el material almacenado. Sin embargo, los
resultados obtenidos durante la experimentacion con frutos y semillas de
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estas especies mostraron no solo el potencial de la técnica de
crioconservacién para el almacenamiento de estas y otras semillas de
especies arbdreas fropicales, sino ftambién que las facilidades de un
laboratorio de cultivo de fejidos no son necesarias para establecer este
tipo de colecciones. Por lo tanto, bancos de germoplasma fradicionales
pueden fdcilmente desarrollar investigacion en crioconservacién y, por ende,
contar con otro método de almacenamiento que asegure la conservacion a
largo plazo de los materiales bajo su responsabilidad.
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Objetivo 2

Transferir las técnicas desarrolladas a personal
involucrado en la conservacion de semillas y a
profesionales responsables de bancos de
germoplasma.

Para cumplir con este objetivo la investigadora siguié el siguiente plan:

A) Disefiar y organizar un curso de capacitacion para personal
profesional de Mesoaméricay el Caribe.

B) Budsqueda de financiamiento para cubrir los costos del curso

C) Invitaciéon de expertos que colaboraran en la organizacion e
imparticion del curso

D) Preparacién de materiales diddcticos

E) El curso propiamente dicho
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Disefio y organizacion del curso de capacitacion para personal
profesional de Meso América y el Caribe

Se disefio un curso tedrico-prdctico que incluyera tépicos como la
importancia de los recursos fitogenéticos, modalidades de conservacién de
germoplasma, ventajas y desventajas de cada una de ellas, las técnicas de
conservacion /n vitro, enfatizando en las diferentes técnicas de
crioconservacion (Anexo 1).

Busqueda de financiamiento para cubrir los costos del curso

e Se prepard una propuesta de curso y fue enviada a consideracion de
varias organizaciones involucradas en el estudio de los recursos
genéticos, entre ellas la Universidad de las Naciones Unidas,
especificamente al programa de Biotecnologia para América Latina
(UNU-BIOLAC). El financiamiento solicitado pretendié cubrir
pasajes aéreos, fransporte aeropuerto-Cartago-aeropuerto vy
hospedaje de los participantes extranjeros, alimentacion de todos
los participantes, incluidos los profesores invitados, materiales
diddcticos, reactivos y materiales de laboratorio, etc.

Financiamiento aprobado por BIOLAC: $22 000

e También se preparé una propuesta para lograr el financiamiento de la
traida del experto en crioconservacion desde Montpellier, Francia,
para que participara como conferencista principal: Dr. Florent
Engelmann. Esta solicitud la realizé directamente la investigadora de
este proyecto ante la Embajada de Francia en Costa Rica.

Financiamiento aprobado por la Embajada de Francia: $2 000
e La Vicerrectoria de Investigacion del ITCR contribuyé con el
transporte local y el chofer asignado al curso.
Expertos que colaboraron en la organizacion e imparticion del curso

Ademds de la investigadora principal de este proyecto, se logré la
participacion de:
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Dr. Florent Engelmann, IRD, Montpellier, Francia. Conferencista
principal.

Dra. Maria Elena Aguilar, CATIE, Turrialba, Costa Rica.
Conferencista invitada para el tema de crioconservacion de
suspensiones celulares.

MSc. Silvana Alvarenga, profesora curso Cultivo de Tejidos II,
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. Instructora de
prdcticas de laboratorio.

MSc. Vilma Jiménez, profesora curso Cultivo de Tejidos IT, Carrera
de Ingenieria en Biotecnologia, ITCR. Instructora de prdcticas de
laboratorio.

MSc. Giovanni Garro, Coordinador logistico del curso.

Preparacion de materiales diddcticos

Se prepararon y entregaron los siguientes materiales diddcticos:

Carpeta con programa del curso y articulos cientificos recomendados
para que los participantes estudiaran después de las clases tedricas y
antes de las prdcticas, hojas, lapiceros e informacion del ITCR y la
Escuela de Biologia (Anexo 2)

Folleto de Prdcticas de laboratorio (Anexo 3)
CD con articulos cientificos relacionados con los contenidos
temadticos del curso y fotografias de los participantes durante su

estancia en el ITCR.

Cinco libros publicados por IPGRI sobre temas afines al curso,
donados por el conferencista principal (Anexos 4).

El curso propiamente dicho

Se conté con la participacion de 16 profesionales de Costa Rica,
Panamd, Nicaragua, El Salvador, México y Cuba. La evaluacién final
del curso por parte de los participantes fue de muy bueno a
excelente. A continuacién se presentan los nombres y direcciones de
los participantes.
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Nombre Pais Email

Ldzaro Vallejo | Mexico claudi1982@hotmail.com
Claudia

Montes Ayala El Salvador maria.montes@unico.edu.sv
Ma. Elena

Murcia Campos | El Salvador biotecnologiacenta@hotmail.com
Maria Irma

Quintanilla Moreno | El Salvador karlimary@gmail.com
Karla Maria

Lopez Ventura | El Salvador yanira.lopez@ues.edu.sv
Yanelis E.

Pérez Gonzdlez | Cuba aymara271176@hotmail.com
Aymara

Castilla Valdés | Cuba yanelis@inca.edu.cu
Yanelis

Alvarado de | Panamd algonza53@yahoo.com.mx
Gonzdlez Priscila

Aguilar Reyes Panamad reytzel@hotmail.com
Sanya

Ddvila Prado Maria | Nicaragua maidavila2000@yahoo.es
Inés

Pastora  Cdrcamo | Nicaragua pastrebeca@yahoo.es
Rebeca Maria

Hine Gomez Ana | Costa Rica ahine@una.ac.cr

Lizeth

Mora Ramirez | Costa Rica mmora®@cariari.ac.cr,
Maria Isabel isamora@gmail.com
Jarquin  Cordero | Costa Rica mocordero@itcr.ac.cr
Monserrat

Vargas Castillo | Costa Rica mdpilarve@gmail.com
Maria del Pilar

Rojas Parajeles | Costa Rica farojas@itcr.ac.cr

Fabiana
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APORTES DE LA INVESTIGACION

. Permitié la familiarizacién de la investigadora con las prdcticas de
germinacién y manejo de semillas forestales.
. Permitio el desarrollo de protocolos de crioconservacion de frutos y
semillas de varias especies forestales tropicales.
. Dio luz sobre algunas limitantes que pueden presentarse para
transferir la metodologia desarrollada a especies con semillas con
mayor grado de recalcitrancia al almacenamiento, por lo que la
estrategia podrd ser modificada con base en los resultados
obtenidos.
. Permitio el desarrollo de conocimiento bdsico para continuar este
tipo de investigacién y preparar nuevas propuestas de investigacion,
de las cuales dos fueron aprobadas y estdn en etapa de desarrollo a
la fecha:
e Rescate de especies forestales en peligro critico de extincion.
Financiada por el Fondo del Sistema-CONARE
e Desarrollo de modelos de crioconservacion para la
crioconservacién de semillas y material clonal de especies
forestales de Costa Rica en peligro de extincion vy
seleccionadas en programas de mejoramiento genético.
Financiada por FORINVES-CONICIT.
. Se logré organizar y financiar con fondos externos a la Institucion el
curso de capacitacion “Crioconservacién de germoplasma vegetal”, que
permitié la capacitacion de 16 profesionales del drea de Meso
América, entre ellos cinco costarricenses y con el mismo se logré la
actualizacion en el tema de cuatro docentes de la Escuela de Biologia,
que participamos ademds, como docentes e instructores de las
prdcticas de laboratorio.
. Se logré la participacion en el LIIT Reunion Anual del PCCMCA, que se
llevé a cabo del 23 al 27 de abril de 2007 en Antigua, Guatemala, a
presentar la ponencia “Propagacién /n vitro y crioconservacién de
especies forestales tropicales”.
. Se participdé como conferencista invitada en el Seminario
Herramientas Biotecnoldgicas para el Mejoramiento Forestal.
Realizado del 5 al 6 de diciembre de 2007 en Ledn Nicaragua y
organizado por el Centro de Investigacion Forestal de la UNAN, con
el patrocinio del Programa de Cooperacién Espafiola, con la
conferencia “Micropropagacion y crioconservacion de especies
forestales”.
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8. Se logré la publicacion del siguiente articulo:

Abdelnour-Esquivel, A.: Rojas, 6.: Alfaro, U. 2007. Estudios
preliminares para la crioconservacién de especies forestales arbéreas.
Tecnologia en Marcha. 20: 98-103.
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proyecto.
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ANEXO 1:PROGRAMA
CURSO: CRIOCONSERVACION DE GERMOPLASMA VEGETAL
CARTAGO, COSTA RICA, 21 AL 27 DE NOVIEMBRE 2007
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HORA MIERCOLES JUEVES VIERNES Sdbado LUNES MARTES
8:00 a Inscripcién Tema 1: Salida a Turrialba Salida a Heredia Tema 3: Tema 4:
9:30 am (8:30 a9 am) El método de (7 am) (8 am)

desecacion y El método de El proceso de vitrificacion
congelamiento rdpido encapsulamiento/
de frutos, semillas y Visita al Desecacidén (Florent)
embriones Instituto Nacional de (Ana)
(Florent) Biodiversidad
(INBIO)
9:30a 10 Tnauguracion Café Tema 2: Café Café
am (9a9:30 am) Crioconservacién de
suspensiones celulares
Café Congelamiento lento
(Ma. Elena)
10ama Conferencia inaugural Practica 1 Practica 2 Practica 3: Practica 4:
12:00 md (10a11:306 12) Crioconservacién de Crioconservacion de Preparacién de soluciones
(Florent) Crioconservacién de | suspensiones celulares meristemas por vitrificadotas y
frutos, semillas y (Ma. Elena) encapsulamiento/ congelamiento de
embriones deshidratacion meristemas
120 1:30 Almuerzo Almuerzo Almuerzo Almuerzo Almuerzo Almuerzo
1:30a3 Conferencia Continda Prdctica 1 Continda Prdctica 2 Continla Prdctica 3:
pm Bases fisioldgicas para Desecacidn y Regreso a Cartago Conferencia Final y
el proceso congelamiento rdpido Crioconservacién de Discusién
crioconservacion de frutos, semillasy | suspensiones celulares (Florent)
(Técnicas cldsicas) embriones
(Florent)
3a3:30 Café Café Café Café Acto de clausura
(3:30 pm)
3:30a5 Visita a los Continuacion : Continuacion de Café
pm laboratorios y Preparacién de Prdctica 2 Continua Prdctica 3:

preparacién de
materiales para
Prdctica 1

soluciones y materiales
de Prdctica 3
Noche tipica-Cena
(Salida 6 pm)

Regreso a Cartago

Preparacién de
materiales Prdctica 4

Cena de clausura (7:30
pm)
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ANEXO 3

Folleto de Prdcticas de laboratorio (Adjunto)

ANEXO 4
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Cument research progress and application

Florent Engelmann and Hiroko Takac
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Research Center for
Agricultural Sciences
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Valerie C. Pence, Jorge A. Sandoval, Victor
M. Villalobos A. and Florent Engelmann, editors

CATIE i |

Tropical Agricultural Research
and Higher Education Center
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Bioversity

International

CATIE

Tropical Agricultural Research
and Higher Education Center

IRD=J!

Institut de recherche
pour le développement

Conserving coffee
genetic resources

F. Engelmann, M.E. Dulloo, C. Astorga, S. Dussert and F. Anthony (editors)
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IPGRI Handbooks for Genebanks No. 7

Iﬂ \ Technical guidelines for the
Rl management of field
and in vitro germplasm collections

B.M. Reed, F. Engelmann, M.E. Dulloo and J.M.M. Engels
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ANEXO 5
Articulo cientifico publicado (Adjunto)
Abdelnour-Esquivel, A.; Rojas, 6.. Alfaro, U. 2007. Estudios preliminares para

la crioconservacion de especies forestales arboreas. Techologia en Marcha. 20: 98-
103.
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