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RESUMEN ABSTRACT

En Costa Rica, la investigaci6n en criocon- Cryopreservation of plants current sta-

servaci6n es reciente. Inici6 en 1990 con un pro- ius of research in Costa Rica. In Costa Rica the

recto en bananos y platanos desarrollado en el development of cryopreservation research is

Centro Agron6mico Tropical de Investigaci6n y recent. It started in 1990 with a project on

Ensefianza (CAnE), seguido por proyectos de in- bananas and plantains at the Agronomic Center

vestigaci6n en cafe, cacao, pejibaye y Pausteria for Research and Trainning (CAnE), followed

penetrans, una bacteria usada para el control de ne- by research on coffee, cocoa, pejibaye, and

matodos. En 1995, el Instituto Tecnol6gico de Cos- Pasteuria penetrans, a bacterium for biocontrol

Ita Rica inici6 trabajos en crioconservaci6n con un of nematodes. In 1995, the Costa Rica Institute of

proyecto sobre orquideas en peligro de extinci6n y Technology (ITCR) iniciated work on cryo-

mas tarde otros en chayote. Las metodologfas em- preservation with a project on endangered

pleadas y los resultados obtenidos con cada especie species of orchids and chayote (pear squash).

se resumen. Ademas, se discuten los factores que Methodologies used and results obtained are

han limitado el desarrollo de este campo y que summarized. In addition, limiting factors con- I
inciden en que esta tecnica no se utilice rutinaria- tributing to the slow progress in this field of

mente en el pais. Se dan algunas recomendacio- research and its lack of routine application in the

nes. Al presente, no se cuenta con colecciones country are discussed. Some recommendations

mantenidas en nitr6geno Ifquido; sin embargo, are made. In Costa Rica, no collection is main-

varias instituciones nacionales realizan esfuerzos tained under liquid nitrogen conditions; however,

para establecer bancos para el mantenimiento a various national institutions are making efforts to

largo plazo de especies nativas de importancia establish long-term banks for native species of

econ6mica y ecol6gica. economical and ecological importance.

INTRODUCCION mo sucede en los laboratorios con los materiales

que los cientfficos estudian y manipulan. Por es-

Como proceso natural todo material biol6- tas razones, desde tiempos remotos se ban reali-

gico esta sujeto al envejecimiento; la estructura y zado esfuerzos para detener el reloj biol6gico de

la funci6n de los organism05 cambia y se pierde los organismos y en la mayorfa de 105 casos. .-:e

con el tiempo, hasta alcanzar la muerte. Lo mis- ha experimentado con la temperatura y el conte-
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nido de agua para lograr este prop6sito. Las tec- ci6n de gennoplasma y de material generado en
nicas de refrigeraci6n penniten retardar el proce- condiciones de laboratorio (McLellen y Day
so de deterioro, pero la utilizaci6n de temperatu- 1995, Abdelnour 1996).
ras mucho mas bajas penniten el almacenamien-
to de organi~mos vivos en un estado de suspen-
si6n animada par periodos extensos. Este proce- CRIOCONSERVACION DE PLANTAS
so de congelamiento a ultra bajas temperaturas
ha probado ser un metoda eficiente para detener La crioconservaci6n se reconoce como la
el reloj biol6gico de los organismos y se Ie cono- unica opci6n disponible para el almacenarniento, a
ce como crioconservaci6n 0 sistema criogenico largo plaza, del gennoplasma de especies propaga-
de almacenamiento (McLellen y Day 1995). das vegetativamente y especies con semillas clasifi-

El metoda de crioconservaci6n consiste en cadas como recalcitrantes e intennedias en cuanto
llevar material biol6gico desde su temperatura fi- al almacenarniento (Villalobos y Engelmann 1995).
siol6gicamente nonnal, basta ultra bajas tempera- Las especies recalcitrantes, a diferencia de
turas (generalmente en nitr6geno liquido, -196°C). las ortodoxas (cuyas semillas son resistentes a la
A esta temperatura la divisi6n celular y los proce- desecaci6n basta contenidos suficientemente ba-
sos metab61icos cesan, par 10 que el material pue- jos de agua, que les pennite pennanecer viables
de permanecer almacenado par tiempo indefinido cuando se almacenan a temperaturas entre 5°C y
sin que surra modificaciones 0 alteraciones. Sin -20°C), no toleran altos grados de desecaci6n y
embargo, el exito del proceso dependera del acon- permanecen viables par periodos carlos (sema-
dicionamiento que se de al material para que re- nas 0 unos pocos meses), aun si se almacenan ba-
sista tanto el congelamiento como el descongela- jo condiciones 6ptimas (alta humedad y tempera-
miento. El acondicionamiento consiste en provo- tufa) (Roberts 1973). Par otra parte, las especies
car una deshidrataci6n protectora en las celulas y con semillas intennedias resisten bastante bien la
tejidos de manera que se evite 0 disminuya la for- deshidrataci6n basta contenidos de agua conside-
maci6n de cristales de hielo que provoca grandes rablemente bajos (alrededor del 8%), pero no re-
dafios en las membranas de la gran mayoria de las sisten la exposici6n a las bajas temperaturas que
celulas (Villalobos y Engelmann 1995). existen en los bancos de semillas ortodoxas

(Krishnapillay y Engelmann 1996).
Debido a 10 anterior, los metodos de con-

Aplicaciones de la crioconservacion servaci6n ex situ que se ban utilizado tradicio-
nalmente para las especies propagadas vegetati-

Desde hace mas de 40 afios, cuando se vamente, intennedias y recalcitrantes, son las
demostr6 par primera vez la posibilidad de colecciones de campo y mas recientemente las
cnoconservar eficlentemente espenna animal, colecciones in vitro. En esta ultima opci6n de
la tecnica se ha experimentado en campos di- conservaci6n, se realizan modificaciones en las
versos para almacenar celulas vivas par largos condiciones de cultivo para inducir un crecimien-
periodos y aun indefinidamente. La crioconser- to mas lento en los materiales (reducci6n de la ilu-
vaci6n se emplea para el almacenamiento de minaci6n y la temperatura, modificaciones en la
espenna y embriones de animales y human os, composici6n del media de cultivo), par 10 cual se
que se utilizan para inseminaciones artificiales considera una opci6n de almacenamiento a me-
y fertilizaciones in vitro. Tambien se utiliza pa- diano plaza. A pesar de ser muy utilizadas, estas
ra el almacenamiento de eritrocitos y ha sido opciones de conservaci6n no aseguran la existen-
aceptado como el metoda 6ptimo para la con- cia, a largo plaza, de los materiales a salvaguar-
servaci6n de la diversidad microbiana. En plan- dar. Los recursos fitogeneticos en colecciones de
las, la posibilidad de crioconservar desde celu- campo permanecen expuestos a pestes, enferme-
las basta 6rganos ha sido demostrada amplia- dades y desastres naturales como sequias, inunda-
mente, al igual que su utili dad para la conserva- ciones, etc., ademas los requerimientos de terreno
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y 109 costos de mantenimiento son cQnsiderable- vel minimo de seguridad, 10 que no toma mas de
mente altos, en particular en el caso de plantas 15 miD del tiempo del asistente 0 tecnico del la-
grandes como log arboles y especies de cicIo cor- boratorio. Ademas, una vez almacenados log
to que requieren constante renovacion. La conser- materiales, no se manipulan, se encuentran pro-
vacion in vitro, que se efectua en condiciones de tegidos de posibles agentes contaminantes y en
laboratorio, perrnite extender log intervalos de caso de necesitarse una muestra especifica, esta
subcultivo a unos 12 meses 0 pocos aDos para puede seT descongelada y lag plantas recupera-
muchas especies y comparado con lag colecciones das y multiplicadas en coTto tiempo (Villalobos
de campo, se reduce considerablemente el espa- y Engelmann 1995).
cio y la mano de obra requerida para el manteni-
miento de lag colecciones. Tambien perrnite la
multiplicacion rapida de log materiales cuando se LA SELECCION DEL MATERIAL
desean utilizar. A pesar de que log riesgos de per- A CRIOCONSERVAR
dicta se reduceD al permanecer bajo condiciones
aseptic as, siempre existe incertidumbre durante el Para la seleccion del material a crioconser-
proceso de subcultivo. La estabilidad genetica del var se deberan tomar en cuenta factores como la
material asi conservado, es un factor a analizar re- estructura genetica de la poblacion y el germoplas-
gularmente (Engelmann 1991). ma disponible. Se pueden almacenar apices, me-

ristemos, semillas, embriones cigoticos y somati-
COg, polen y celulas. Sin embargo, el factor decisi-

Las ventajas de la crioconservacion vo en la seleccion del material a conservar es la
disponibilidad de la tecnica de cultivo in vitro pa-

La crioconservacion es el metodo de con- ra la especie de interes, con el fin de regenerar fa-
servacion in vitro a largo plazo. El almacena- cilmente plantas a partir del material almacenado.
miento a ultra bajas temperaturas durante la crio- POT 10 tanto, para lograr el exito en un programa de
conservacion permite la suspension del metabo- crioconservacion es indispensable establecer a
lismo, donde no ocurre division celular y par 10 priori, un protocolo eficiente para la micropropa-
tanto, el material permanece sin modificaciones gacion de la especie de interes (Ashmore 1997).
0 alteraciones pOT tiempo indefinido.

La utilizacion de nitrogeno liquido asegura
lag ultra bajas temperaturas (entre -196°C y -150°C LOS PROCEDIMIENTOS
10 cual depende de que el material permanezca en DE CRIOCONSERVACION
la rase liquida 0 gaseosa del nitrogeno) sin la de-
pendencia de la electricidad. Ademas, el nitroge- Se pueden identificar 2 grandes grupos de
no liquido puede adqulnrse facilmente y no es ffi- procedimientos utilizados para la crioconserva-
flamable. cion. Los metodos clasicos que consisteD en el

Al seT comparado con el metodo de con- pretratamiento del material con sustancias crio-
servacion in vitro a mediano plazo, el metodo de protectoras como el sulfoxido de dimetilo (DM-
crioconservacion presenta ventajas considera- SO), el glicerol, la sacarosa y el polietilenglicol
hIes. Como el material se almacena en tanques, el y mezclas de ellas durante un os minutos, horas 0
espacio para mantener la coleccion en ellabora- dias, para lograr la deshidratacion lenta de lag
torio es considerablemente menor (0.5 m2 para celulas. El pretratamiento es seguido pOT un con-
un tanque de almacenamiento con capacidad pa- gelamiento controlado que se lleva a cabo lenta-
ra 100 L de nitrogeno liquido y miles de mues- mente (O.3°C a 2°C/min) basta -40°C, luego se
trag), el costo pOT labor y mantenimiento es mini- almacenan lag muestras en nitrogeno liquido.
mo, donde la unica labor rutinaria es elllenado Este procedimiento ha resultado mas eficiente
del tanque cada semana 0 semana de pOT medio, con unidades pequefias de morfologia uniforme
para que el nitrogeno liquido permanezca a un ni- como cultivos de protoplastos, suspensiones de
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celulas y callos, y menos eficiente con unidades hidratacion de los embriones, pOT varios periodos,
mayores como embriones cigoticos, embriones bajo un flujo de aire esteril 0 utilizando envases
somaticos maduros y brotes. Otra lirnitante de es- con sflica gel hermeticamente cerrados. El conge-
tos metodos es la inversion que se debe realizar larniento es rapido, directamente en nitrogeno li-
en un congelador programable, para poder obte- quido (Engelmann et al. 1995). Este procedimien-
neT resultados precisos y reproducibles. to tambien es combinado con el precultivo, precul-

Para los materiales de mayor tamafio, re- tivo/deshidratacion, en sacarosa u otra sustancia
cientemente se hall desarrollado procedimientos crioprotectora para aumentar el exito en la crio-
eficientes y reproducibles sin necesidad del conservacion de apices y embriones (Ashmore
congelador programable. El encapsulamiento/ 1997). Un procedimiento utilizado exitosamente
deshidratacion, que se basa en la tecnologia de- con 150 variedades de papa, el congelamiento pOT
sarrollada para la produccion de semillas sinte- microgotas, ha permitido la recupeacion de meris-
ticas, consiste en encapsular meristemos, apices temos en porcentajes considerablemente altos. Es-
y embriones somaticos en alginato y cultivarlos te procedimiento consiste en pretratar los meriste-
en medio liquido con concentraciones alias de mos pOT un periodo de 2-3 h con DMSO en medio
sacarosa durante diferentes periodos. Antes de liquido, para luego colocarlos en gotas de 2.5 ~l
congelarse rapidamente en nitrogeno liquido, del mismo medio sobre papel aluminio y congelar-
las capsulas son parcialmente deshidratadas ba- los en nitrogeno liquido (Schafer-Menuhr 1995).
jo el flujo laminar de aire esteril de una camara Algunos de los metodos desarrollados mas
de transferencia 0 utilizando sflica gel. Para la recientemente, requieren una mayor manipulacion
recuperacion, las muestras se colocan en el me- de las muestras y el tiempo invertido antes del
dio de cultivo estandar (Fabre y Dereuddre congelamiento es mayor (encapsularniento, pre-
1990). OtTo procedimiento utilizado es la vitrifi- cultivo/encapsulamiento); sin embargo, todos pre-
caci6n, que consiste en el.pretratamiento de las sentan la gran ventaja de no requerir el costoso
muestras con soluciones concentradas de crio- congelador programable y perrnitir la regenera-
protectores (sacarosa, glicerol y DMSO) pOT cion de materiales de tamano considerable. Estas
unos minutos, seguido POT el congelamiento en caracteristicas de los nuevos procedimientos de
nitr6geno liquido para alcanzar un estado de vi- crioconservacion los hacen accesibles a paises y
trificaci6n de los solutos intemos. Como estas laboratorios con recursos econ6rnicos lirnitados.
soluciones son t6xicas para las celulas, es impor- Para la mayoria de las especies vegetales los
tante controlar cuidadosamente el tiempo de in- protocolos de crioconservaci6n estan en estado de
cubaci6n y removerlas gradual mente despues de experimentacion; sin embargo, esta tecnica de con-
descongelar las muestras (Sakai et al. 1990). En- servacion ya se utiliza de manera rutinaria para el al-
capsulamiento/vitrificaci6n es otTo metodo que macenarniento de un gran numero de genotipos de
se ha desarrollado recientemente y combina los los generos Rubus, PyIUS. Solanum y Elaeis gui-
procedimientos utilizados en las tecnicas descri- neensis (Ashhrnore 1997). AI presente, Costa Rica
tas anteriormente. Las muestras encapsuladas se no mantiene colecciones vegetales en nitr6geno 11-
congelan en presencia de las soluciones vitrifica- quido, pero la investigacion en este campo esta to-
doras y el porcentaje de recuperacion es mayor mando mayor importancia, conforme se va desper-
que utilizando cada procedimiento pOT separado; tando el interes y la conciencia sobre la importancia
al parecer, el encapsulamiento en alginato reduce de salvaguardar nuestros recursos fitogeneticos.
la toxicidad de las soluciones vitrificadoras y co-
mo la manipulacion de las muestras es mellor an-
tes del congelamiento, se disminuye la duraci6n LA INVESTIGACION EN
del procedimiento (Matsumoto et al. 1995). El CRIOCONSERVACION EN COSTA RICA:
procedimiento de desecacion es sencillo y muy
eficiente, principalmente para la crioconserva- En Costa Rica el desarrollo de investiga-
cion de embriones cig6ticos. Consiste en la des- cion en crioconservacion es reciente. Inicio en
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1990 con un proyecto en CAnE (Centro Agrono- Debido a que los embriones somaticos, los
rico Tropical de Investigacion y Ensefianza) apo- callos y las suspensiones celulares embriogenicas
yado por el IBPGR (Consejo Internacional para los son muy utiles para la micropropagacion, la trans-
Recursos Fitogeneticos). El objetivo general Cue fonnacion genetic a y para la conservacion de ger-
desarrollar un metodo para crioconservar el ger- moplasma, se desarrollo investigacion en estas
moplasma de bananos y platanos (Musa spp.). En areas. Se experimento en crioconservacion de
1992, con el apoyo de USAID (Agencia Interna- embriones somaticos y pequefios agregados de 3
cional de Desarrollo de los Estados Unidos), CA- a 4 embriones de banano, Musa AAA cv Gran
TIE junto con la Universidad de Florida, iniciaron Enano, inducidos a partir de flores masculinas de
trabajos en crioconservacion de cafe (Coffea spp.). acuerdo a la metodologia descrita por Escalant y
Ademas, se trabajo en pejibaye (Bactris gasipaes), Teisson (1994). El material experimental rue cul-
cacao (Theobroma cacao) y la bacteria Pausteria tivado por 1-3 dias en un medio con concentracio-
penetrans, un biocontrolador de: nematodos. Para nes crecientes de sa.:arosa (0.3 aIM) y 1 h ant~s
1995, el Instituto Tecnologico de Costa Rica del congelamiento, los embriones fueron incuba-
(ITCR), junto con la Universidad a Distancia dos en medio liquido con 5% DMSO. El conge la-
(UNED) y con el apoyo del Gobierno de ltalia ini- miento se llevo a cabo lentarnente, lcC/min basta
cia trabajos en crioconservacion de especies de or- -40cC y luego los embriones se introdujeron en
quideas en peligro de extincion. El ITCR continua NL. Se obtuvo sobrevivencia a traves de la germi-
la investigacion en crioconservacion en especies nacion directa de los embriones (40%) y tarnbien
como orquideas, forestales maderables y chayote. por producci6n de callos (35%); sin embargo, los
El CATIE continua la investigacion en cafe y re- embriones que sobrevivieron como callo rapida-
cientemente inicio trabajos con especies forestales. mente produjeron embriones somaticos. Los em-

Varios metodos ban sido evaluados en briones genninaron nonnalmente y fueron trans-
nuestro pais para la crioconservacion de especies feridos al invernadero para su aclimatizacion
tropicales, los metodos utilizados y los resultados (Abdelnour-Esquivel y Escalant 1994). Para la
obtenidos se describeD brevemente. crioconservaci6n de callos, el pretratamiento con

concentraciones crecientes de sacarosa y el con-
Musa spp. gelamiento lento utilizando un congelador pro-

gramable resulto en el mayor porcentaje de sobre-
Para los diploides fertiles de bananos y vivencia (Prado 1991). Por otra parte, se optimizo

platanos, Musa acuminata (AA) y Musa balbisia- el protocolo de crioconservacion desarrollado por
na (BB), el metodo de aislarniento del embri6n, Panis et al. (1990) para suspensiones celulares
desecaci6n en un flujo de aire esteril y congela- embriogenicas de Musa spp. a partir de flores
miento rapido en nitr6geno liquido (NL) (Nonnah masculinas (Yah 1998).
et at. 1 ~!So) Cue evaluado. bste estudio reporto una
exitosa crioconservacion de los embriones cig6ti-
coso Los embriones maduros fueron muy resisten- Coffea spp.
tes a la desecacion y la tasa de sobrevivencia al
congelarniento en NL Cue alia (83% y 94% para En cafe se ha experimentado en criocon-
las 2 especies respectivamente), cuando presenta- servacion de embriones cigoticos y somaticos y
roo contenidos de agua alrededor del 15%; aun con brotes apicales.
con contenidos de humedad menores (9%) se ob- Con brotes apicales de C. ara'bica cv Cati-
tuvo sobrevivencia. Plantas regeneradas a partir mor, el protocolo de vitrificaci6n descrito por To-
de los embriones congelados !'ueron sembradas en will (1988) rue evaluado. La incubaci6n de los
el campo y comparadas con plantas regeneradas a brotes en un medio con sacarosa al 0.4 M Y PVS2
partir de embriones no congelados, no se observa- (30% glicerol, 15% etilenglicol y 15% DMSO) al
ron diferencias motfologicas entre los materiales 20% por 20 min antes de congelarlos rapidamen-
(Abdelnour-Esquivel et at. 1992a). te en NL, rue el unico tratamiento que penniti61a
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sobrevivencia de log brotes (28%). La recupera- con protocolos de cultivo in vitro eficientes antes
cion de log brotes Cue a traves de produccion de de iniciar la investigacion en crioconservacion
callos (Abdelnour-Esquivel, datos sin publicar). (Abdelnour-Esquivel et al. 1993). Debido a log

Con respecto a log embriones cigoticos, se alt~s porcentajes de sobrevivencia obtenidos con
experimento con 3 genotipos Coffea arabica cv log 3 materiales estudiados, gena recomendable
Caturra, C. canephora cv Robusta y el hfbrido continuar la investigacion y evaluar la respuesta
Arabusta (C. arabica xC. canephora) y 2 esta- de un mayor numero de genotipos para poder
dios de maduracion de log embriones: frutos ver- mantener, bajo condiciones de crioconservacion,
des (2 meses antes de la cosecha) y frutos amari- una copia de la coleccion que actualmente se
llos (4 dias antes de la cosecha). El metodo de de- mantiene en campo.
secacion por flujo de aire esteril y congelamien-
to rapido en NL Cue utilizado debido a su simpli-
cidad y eficiencia en muchas especies. Las ma- Pausteria penetrans
yores tasas de sobrevivencia se obtuvieron con
log embriones maduros, aislados de log frutos La crioconservacion es una tecnica muy
amarillos (96% de sobrevivencia para C. arabica util para la conservacion no solo de material ve-
al 16% de humedad), comparado con log aislados getal sino tambien de agentes biologicos de con-
de frutos verdes (50% de sobrevivencia al 21 % trol y en esta linea de investigacion, se trabajo con
de humedad). Sin embargo, el enriquecimiento la bacteria Pausteria penetrans, un parasito de ne-
del medio de recuperacion con AG3, conocido matodos como Meloidogine incognita y M. arabi-
por promover el crecimiento de embriones inma- cida, importantes plagas del cafe. Los resultados
duros, permitio la sobrevivencia de un mayor de la investigacion indican la factibilidad de esta-
porcentaje de embriones inmaduros de C. arabi- blecer colecciones a largo plazo de estos organis-
ca, comparable al porcentaje obtenido con log mos. EI procedimiento utilizado consiglio en la
embriones maduros (83% de sobrevivencia) (Ab- incubacion de extractos puros de la bacteria en
delnour-Esquivel et al. 1992b). DMSO (0-30%) durante 0-60 min. EI congela-

Para la experimentacion con embriones miento rapido por inmersion directa en NL Cue
somaticos se utilizo 2 genotipos: C. arabica cv utilizado en todos log casos. Todos log tratarnien-
Catimor y C. canephora cv Robusta. Los cultivos tOg evaluados permitieron la sobrevivencia de la
embriogenicos se iniciaron colocando secciones bacteria. EI mayor porcentaje de sobrevivencia
de hoja de 1.5 cm2 en el medio de induccion. EI (87%) se obtuvo cuando se utilizo 20% DMSO
protocolo de crioconservacion reportado por como crioprotector durante un periodo de 15 mill;
Bertrand-Desbrunais et al. (1988) Cue evaluado. sin embargo, se obtuvo un resultado comparable
Este consiste en el cultivo de log embriones en (82%) cuando se utilizo DMSO al 5% por 30 min
concentraciones crecientes de sacarosa (hasta antes del congelamiento. La sobrevivencia se
0.75 M), seguido de infiltracion en 5% DMSO y evaluo con base en el porcentaje de bacterias ad-
congelamiento lento, 0.5°C/min basta -40, antes heridas a log nematodos (Rojas 1993).
del almacenarniento en NL. La tasa promedio de
recuperacion de Robusta Cue del 61 %; sin embar-
go, para Catimor Cue muy baja, alcanzando en el Theobroma cacao
mejor de log casos el 9%. Los resultados obteni-
dog con C. arabica pudieron deberse a 10 inade- La recuperacion de embriones cigoticos
cuado de log medios, tanto de embriogenesis co- y somaticos de cacao despues del congelamien-
mo de recuperacion, ya que dur2.nte el proceso de to en NL Cue posible, cuando embriones cigoti-
embriogenesis, la aparicion de embriones anor- COg inmaduros fueron incubados en concentra-
males Cue muy frecuente, ademas, el porcentaje ciones crecientes de sacarosa (hasta 0.6 M) y
de germinacion Cue muy bajo en este cultivar. Es- congelados rapidamente en NL; el 70% de log
tOg resultados enfatizan la necesidad de contar embriones sobrevivio como callo. Cuando estos
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embriones fueron cultivados por 3 dias en un Lycaste bradeorum
medio de cultivo enriquecido con 1 g/L de ca-
selDa hidrolizada y 10% de agua de coco e in- La familia de las orquideas es la mas gran-
cubados durante 12 h en un medio con 1 M de de y diversa de las angiospermas. De acuerdo con
sacarosa antes del congelamiento (0.5°C/min estudios conservadores, Costa Rica posee 1416 es-
basta -40°C+NL), el14% de los embriones se pecies agrupadas en 179 generos, que van desde la
recupero a traves de embriogenesis somatica. gran vainilla basta la diminuta orquidea del mus-
for otra parte, cuando los embriones somati- go; sin embargo, muchas de estas orquideas nati-
cos fueron incubados durante 24 h en un me- vas estan en peligro de desaparecer debido a la de-
clio de cultivo con 0.75 M sacarosa y congela- forestacion, urbanizacion y la sobrecolecta para fi-
dos tanto lentamente (0,5°C/min basta -40°C Des comerciales (Mora-Retana y Garcia 1992). En
+ NL) como rapidamente (directo en el NL), 1995, el ITCR inicio un proyecto de investigacion
la sobrevivencia alcanzo el 20% (Cisne que urilizo tecnicas del cultivo in vitro COli el fin
1992). Este porcentaje de sobrevivencia de contribuir al rescate, multiplicacion masiva y
muestra claramente la necesidad de continuar conservacion de estos materiales. Se experimento
con la investigacion y evaluar tanto otras ve- en crioconservacion de yemas de Lycaste bradeo-
locidades de enfriamiento como las nuevas rum utilizando la soluci6n vitrificadora PVS2 co-
metodologias de crioconservacion, que pue- mo crioprotector y el congelamiento rapido en ni-
den resultar en una mayor sobrevivencia. Sin trogeno liquido, tecnica utilizada en varias espe-
embargo, es recomendable que primero se de cies agricolas. La incubacion de las yemas en
enfasis a la investigacion en el cultivo in vitro PVS2 par 30, 45 Y 60 mill redujo la sobrevivencia
de esta especie. al 67, 67 Y 20% respectivamente; sin embargo rue

posible obtener crecimiento organizado despues
del congelamiento en nitrogeno liquido, 14, 33 Y

Bactris gasipaes 3% respectivamente. Mayores esfuerzos deberan
ser dedicados a la conservacion de las orquideas,

El pejibaye (Bactris gasipaes) es una pero estos resultados iniciales indican el potencial
palma nativa de la Amazonia y de las tierras ba- de la crioconservacion para su almacenamiento a
jas de Centro America, presentando gran poten- largo plaza (Abdelnour y Munoz 1997).

cial agroindustrial para las areas humedas del
tropico. La comercializacion de sus frutos y
palmitos se esta incrementando rapidamente; Otras especies en estudio

por 10 tanto, la colecta, evaluacion y conserva-
ciOn de germoplasma de esta especie esta to- En 1998 se inici6 un proyecto de investi-
mando mayor relevancia, sabre todo al incur- gacion en chayote (Sechzum edule) bajo la res-
sionar en el mejoramiento genetico. Con el fin ponsabilidad del ITCR, con el objetivo de desa-
de estudiar el potencial de la tecnica de crio- rrollar una metodologia que asegure la disponibi-
conservacion en pejibaye se realizaron algunos lidad de los materiales a largo plazo para los pro-
experimentos preliminares con embriones cig6- gramas de mejoramiento genetico. Durante el
ticos. A pesar de que se obtuvo sobrevivencia presente aDO, tambien bajo la responsabilidad del
por germinaci6n directa de los embriones, la ITCR, se iniciaron estudios sobre el potencial de
falta de apoyo financiero no permiti6 continuar la crioconservacion para el almacenamiento de
la investigacion, 10 que evidencia uno de los semillas y embriones de varias especies foresta-
problemas mas serios que enfrenta la investiga- les tropicales. En 1998, CATIE inici6 un proyec-
cion en el area de la conservacion de los recur- to en crioconservacion de caoba (Swietenia ma-
sos fitogeneticos (Abdelnour-Esquivel 1993, crophylla) y continua desarrollando investiga-
sin publicar). cion en cafe (Coffea arabica).
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CONCLUSIONES logias basicas establecidas durante el periodo de
ejecucion del proyecto.

La crioconservacion, como metoda para el Son varios los factores que haD contri-
establecimiento de bancos de germoplasma de es- buido a que el progreso en este campo sea len-
pecies problematicas para el almacenarniento, pre- to y que haD incidido en que las tecnicas de
senta gran potencial, especialmente para palses en crioconservacion aun no se apliquen rutinaria-
desarrollo como Costa Rica, en donde la diversi- mente en el pals. Entre los mas importantes se
dad de plantas es una de las mayores riquezas. pueden mencionar la Calla de un numero signi-

Entre las ventajas de establecer este tipo ficativo de personal entrenado y de apoyo sos-
de conservacion en el pals se puede mencionar tenido par parte de las instituciones guberna-
que, la mayor parte del equipo requerido para mentales nacionales e internacionales respon-
ejecutar los procedimientos se encuentra en los sab!es de la conservacion de los recursos fito-
lab oratorios de cultivo de tejidos, infraestructura geneticos. OtTo aspecto a considerar es la lirni-
que existe en much as instituciones nacionales; 10 tad a divulgacion de las gran des ventajas que
mismo que personal entrenado en las tecnicas del ofrece de la crioconservacion sabre otros meto-
cultivo in vitro, que son basicas para desarrollar dos de conservacion, principalmente para espe-
los procedimientos de crioconservacion. La in- cies recalcitrantes y propagadas vegetativa-
version en equipo especifico, un tanque de alma- mente. En muchos casas, la ausencia de proto-
cenamiento de muestras y un tanque surtidor de colas eficientes para el cultivo in vitro de la es-
nitrogeno lfquido, es minima, ya que actualmen- pecie de interes ha retrasado 0 limitado el ini-
te se utilizan metodologias eficientes de criocon- cia de la investigacion en crioconservacion; par
servacion que no requieren el usa del costoso 10 tanto, futuros proyectos de investigaci6n de-
congelador programable. beran tamar este factor en consideracion.

Como el metoda de crioconservacion con- Tratando de solventar el problema de capa-
siste en el almacenamiento en nitrogeno lfquido, citaci6n, en los ultimos afios se han ofrecido en
frecuentes interrupciones en el fluido electrico no Costa Rica una serie de cursos dirigidos a profesio-
tienen consecuencias negativas sabre los mate- Dales tanto nacionales como del Testa de America
riales conservados. El bajo costa de manteni- Latina. El CATIE Y el ITCR han sido las institucio-
miento de la coleccion, que comprende unica- Des responsables de los cursos y el IPGRI, FAO Y
mente la compra del nitrogeno lfquido para eille- RELAB (Red Latinoamericana de Bomnica) han
Dado peri6dico del tanque de almacenamiento y apoyado estas iniciativas. Ademas, el ITCR ha in-
el poco tiempo que invierte el tecnico de labora- cluido dentro del curriculum de la carrera de Inge-
loTio en esta labor, representan otras de las gran- nierfa en Biotecnologia, capacitacion en recursos
des ventajas de la crioconservacion, sabre todo fitogeneticos y metodos de conservaci6n de ger-
para los palses como el nuestro, donde los recur- moplasma in vitro, con el fin de preparar proteslo-
sos econ6micos y el personal asignado a la con- Dales con conocimientos en estos campos.
servaci6n de germoplasma son limitados. -

La crioconservacion, para la conservacion t8

de material vegetal, esta en etapa experimental RECOMENDACIONES
en nuestro pals, pero los resultados obtenidos con
una variedad de especies y materiales (embriones Es necesario prom over la divulgacion de
cigoticos, somaticos, callos, suspensiones celula- los beneficios que ofrece la tecnica de criocon-
res embriogenicas y apices) indican claramente servacion para el almacenamiento a largo plaza
13 fac;tibilidad de implementarla en bancos de de especies clasificadas como intermt'.dias y :~-
germoplasma. La investigaci6n en crioconserva- calcitrantes y especies propagadas vegetativa-
cion se ha caracterizado par desarrollarse a traves mente, de manera que se estimule su adopcion
de proyectos carlos con reducido apoyo financie- par parte de las instituciones nacionales respon-
TO, 10 que no ha permitido optimizar las metodo- sables de mantener los recursos fitogeneticos.



ABDELNOUR: Crioconservacion de plantas 213

Es altamente recomendable que la investi- ABDflNOUR-E$QU1VB:...A; VllLALOBOS, V;FNGHMANN,
gaci6n en crioconservaci6n sea dirigida bacia el F. 1992b. Cryopreservation of zygotic embryos of

. . Coffea spp. CryoLetters 13:297-302.
desarrollo de protocol os eficientes para espeCIes
nativas y ex6ticas (alimentarias, omamentales Y ASHMORE, S.E. 1997. Status Report on the development and
forestales) de interes econ6mico Y eco16gico pa- application of in vitro techniques for the conservation
ra el pais, principalmente aquellas especies que and use of plant genetic resourses. International Plant
no esten bajo la responsabilidad de Centros Re- Genetic Resourses Institute, Roma , Italia. 67 p.

gionales e lntemacionales. BERTRAND-DESBRUNAIS, F.; ENGELMANN, F.; DEU-
Es necesario promover la capacitaci6n en REUDDRE, J.; CHARRIER, A. 1988. Reprise

el area de la crioconservaci6n Y el trabajo en d'embryogenese adventite d'embryons de cafeier
equipo, de manera que un buen numero de profe- (Coffea arabica) apres leur congelation dans lazote
sionales experimentados en cultivo de tejidos se liquide. C.R. Acad Sci Paris. 307:795-801.

involucre en este campo para que el impacto en CISNE, J.D. 1992. Crioconservacion de embriones cigoticos
el pais sea mayor y los resultados se obtengan en y somaticos de cacao (Theobroma cacao L.). Tesis
forma acelerada. Magister Sc. CATIE, Turrialba, Costa Rica. 85 p.

El financiamiento racional y sostenido de-
be seT garantizado. POT 10 tanto instituciones in- ENGELMANN, F. 1991. Tropical plant germplasm conser-. . . ' vation. In: Biotechnology for tropical crop impro-
temacionales, regIonales y nacionales, grupos or- t . L t . A . Ed b Nabors M Wyemen In a In menca. . y . .
ganizados de productores y empresarios deberan Fourth conference of the international plant bio-

seT motivados para que colaboren con esta tarea. technology network (IPBNNet). San Jose, Costa
Rica. p. 51-62.
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