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Resumen

En los ultimos afios, la conservacion de especies vegetales ha sido un tema de gran
importancia debido a la necesidad de mantener la biodiversidad y los ecosistemas
equilibrados, en Ecuador, la familia Orchidaceae presenta un alto nivel de endemismo, lo que
hace esencial investigar alternativas para su conservacion. El estudio presentado realiza una
revision bibliografica enfocada en la criopreservacion de semillas de orquideas de los géneros

Elleanthus, Epidendrum y Sobralia.

El objetivo principal de este trabajo es evaluar y comparar los métodos de criopreservacion
utilizados para estas orquideas, identificando los protocolos mas eficientes para mantener la
viabilidad y turgencia de las semillas, se examinaron diferentes métodos de preparacion y
almacenamiento, asi como el uso de crioprotectores y técnicas de congelacion, para

establecer un protocolo dptimo.

Los resultados indican que la criopreservacion es una técnica viable para la conservacion a
largo plazo de las semillas de orquideas, los métodos evaluados, como la vitrificacion y el
enfriamiento controlado, muestran beneficios significativos en la preservacion de la
viabilidad y la integridad estructural de las semillas, ademads, se destacan los beneficios de
los bancos de germoplasma como una herramienta esencial para la conservacion de la
biodiversidad. Este trabajo subraya la importancia de la criopreservacion en la conservacion
de especies nativas de orquideas en Ecuador la implementacién de protocolos adecuados y
el establecimiento de bancos de germoplasma son fundamentales para asegurar la

supervivencia de estas especies en el largo plazo.

Palabras clave: Orchidaceae, Endemismo, Viabilidad, Bancos de germoplasma,

Biodiversidad



ABSTRACT

In recent years, the conservation of plant species has been a topic of great importance due to
the need to maintain biodiversity and balanced ecosystems. In Ecuador, the Orchidaceae
family exhibits a high level of endemism, making it essential to explore alternatives for its
conservation. The presented study conducts a literature review focused on the

cryopreservation of orchid seeds from the genera Elleanthus, Epidendrum, and Sobralia.

The main objective of this work is to evaluate and compare cryopreservation methods used
for these orchids, identifying the most efficient protocols to maintain seed viability and
turgor. Various preparation and storage methods were examined, along with the use of

cryoprotectants and freezing techniques, to establish an optimal protocol.

The results indicate that cryopreservation is a viable technique for the long-term conservation
of orchid seeds. Evaluated methods such as vitrification and controlled cooling show
significant benefits in preserving seed viability and structural integrity. Additionally, the
benefits of germplasm banks are highlighted as an essential tool for biodiversity
conservation. This study underscores the importance of cryopreservation in conserving
endemic orchid species in Ecuador. The implementation of appropriate protocols and the
establishment of germplasm banks are crucial to ensure the long-term survival of these

species.

Keywords: Orchidaceae, Endemism, Viability, Germplasm Banks, Biodiversity
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1. Introduccion

De acuerdo con Apolo (2021), las orquideas son parte crucial del ecosistema ecuatoriano,
abarca una amplia diversidad de especies que enriquecen notablemente su biodiversidad, sin

embargo, su supervivencia esta en peligro porque su habitat ha sido destruido.

Las orquideas nativas de Ecuador enfrentan amenazas significativas, la razon de la tala ilegal
de arboles, el desarrollo urbano y la deforestacion para la expansion agricola, ademas
Baranow (2023), encontré que la degradacion es causada por actividades mineras en las
zonas andinas del pais también contribuye a su deterioro, estas presiones antropogénicas,

junto con el cambio climatico, plantean desafios para su conservacion.

Dada esta situacion critica, resulta imperativo explorar y poner en practica enfoques de
conservacion innovadores destinados a salvar las orquideas autoctonas del Ecuador, la
criopreservacion, una técnica emergente, se presenta como una solucién prometedora que

puede complementar los métodos convencionales de conservacion (Trujillo, 2022).

Ordoiiez (2019), dentro de esta investigacion documental caracteriza la criopreservacion
como una técnica innovadora en la conservacion de la biodiversidad que implica el
almacenamiento a ultra baja temperatura de material genético, incluidas las semillas, con el
fin de mantener su viabilidad a largo plazo, en el caso especifico de las orquideas, Karremans
(2023) establece que comprender la morfologia de sus semillas es esencial para optimizar los
protocolos de criopreservacion, ya que actia en la seleccion de los métodos de

deshidratacion, la preparacion de las muestras y sus condiciones de almacenamiento.

Los bancos de germoplasma son instituciones dedicadas a la conservacion y almacenamiento

de material genético de plantas, animales, microorganismos y otros organismos vivos, estos



bancos desempenan un papel muy importante en la preservacion de la diversidad biologica y
en la seguridad alimentaria, ya que resguardan la informacion genética necesaria para el
mejoramiento genético de cultivos, la investigacion cientifica y la restauracion de

ecosistemas (Guaman, 2021).

En conjunto estas razones proyectadas por Vendrame et al. ( 2019), respaldan el objetivo del
presente estudio que consiste en sintetizar las metodologias existentes en la literatura
cientifica relacionada con la criopreservacion de material vegetal, con un enfoque especifico
en orquideas nativas de Ecuador, destacando el uso de crioprotectores, la aplicacion de

técnicas de enfriamiento y bancos de germoplasma.

Asi también Pereira (2021), destaca la importancia de describir la anatomia y fisiologia de
las semillas de orquideas nativas del Ecuador, resaltando sus caracteristicas morfologicas y
estructurales relevantes para la criopreservacion, a partir de una revision de la literatura
cientifica, detallando la metodologia de criopreservacion de semillas de orquideas
considerando aspectos como los protocolos de preparacion de las semillas, la seleccion de
crioprotectores, las técnicas de congelacion, asi como las condiciones Optimas de

almacenamiento mediante el estudio critico de investigaciones previas.

Dentro de esta investigacion se presentaran los beneficios de los bancos de conservacion de
semillas como herramienta estratégica para la investigacion cientifica sobre la conservacion
y el manejo de orquideas para mantener poblaciones viables fuera de su habitat natural, y
mejorar la eficacia de la conservacion de estas especies en riesgo y su diversidad genética a
largo plazo enfocandonos especificamente en orquideas de los géneros: Elleanthus,

Epidendrum, Sobralia.



Esta investigacion documental es de vital importancia por su aporte a la conservacion de la
biodiversidad vegetal y la preservacion de especies endémicas y nativas en peligro, la
criopreservacion de semillas ofrece una estrategia innovadora para almacenar su diversidad
genética a largo plazo (Mora et al., 2018), ademas Kumar (2024), expone que esto tiene un
impacto directo en la investigacion cientifica y tecnologica en biotecnologia vegetal,
beneficiando tanto a la comunidad cientifica como a las comunidades locales que necesitan

de estos recursos naturales.



2. Marco teodrico

2.1 Orquideas

Las orquideas son parte de las monocotiledoneas, plantas herbaceas y perennes, con
aproximadamente 25,000 especies y 800 géneros. El término "orquidea" proviene del latin
"orchis", se menciona por primera vez en un manuscrito del filosofo griego Theophrastus
(371-285 a.C.), y hace referencia a los pseudobulbos de algunas especies (Kolanowska,

2021).

Bitty (2018), plantea que estas plantas se distinguen principalmente por sus hermosas y
delicadas flores, que exhiben una amplia diversidad de colores y formas a pesar de esta
singularidad, comparten caracteristicas estructurales comunes con otras plantas, incluyendo
raices, tallos, hojas, flores y frutos, las raices de las orquideas cumplen funciones

fundamentales en el anclaje, la absorcion de agua y nutrientes del suelo .

En cuanto a su anatomia floral, Baquero (2019), las describe con dos sépalos que son
similares entre si y un tercer sépalo, conocido como labelo, que es mas grande y distintivo,
el labelo se destaca por sus variadas formas y colores llamativos, la columna, situada en el
centro del labelo, es una parte menos evidente de la flor, pero desempefia un papel importante

en la reproduccion de la planta.

2.1.1 Habitat

De acuerdo con Das (2021), las orquideas se dividen en diferentes categorias segun el entorno

en el que crecen:

o Epifitas: mayormente crecen sobre arboles, utilizando los arboles solo como soporte.



o Terrestres: se desarrollan en suelos compuestos por tierra y materia vegetal en
descomposicion.
o Litofitas: crecen sobre rocas, en pequefias depresiones donde se acumulan.
2.1.2 Taxonomia

Tabla 1 Clasificacion taxonomica

Reino: Plantae (vegetal)
Division: Angiospermas
Clase: Monocotiledoneas
Orden: Asparagales
Familia: Orchidaceae

Fuente: (Jiménez, 2021)
2.1.3 Morfologia

La estructura de las orquideas varia segin su método de crecimiento, Freitas (2022), las
divide en dos categorias principales: las monopodiales y las simpodiales, las primeras
presentan un tallo que crece continuamente en direccidon apical, con raices distribuidas a lo
largo de su longitud de forma indefinida por otro lado, las orquideas simpodiales desarrollan
tallos o pseudobulbos con un crecimiento definido ver (jError! No se encuentra el origen
de la referencia.), después de florecer, estas no contintian su crecimiento, sino que generan

nuevos brotes a partir de una yema ubicada en la base del tallo .

Las orquideas exhiben una amplia gama de adaptaciones morfoldgicas, como hojas carnosas

que almacenan agua para soportar periodos de sequia, raices aéreas, pseudobulbos para



almacenar nutrientes y agua, y diferentes tipos de crecimiento segun el entorno en el que se

desarrollan (Morales, 2021).

Las flores de estas plantas poseen atributos distintivos, mostrando una amplia variedad de
tamafnos que van desde unos pocos milimetros hasta 45 centimetros de diametro, ademas,

exhiben una diversidad de colores, incluyendo variantes multicolores (Salazar et al., 2022).

Crecimiento de las orquideas

STMPODIAL

MOMOPODEAL

crescimento

crescimento

Figura 1. Crecimiento de las orquideas segln su eje de crecimiento

Fuente: (Orquidealeza, 2019)

2.1.4 Flor

Alfaro (2023), describe la flor de estas orquideas como hermafrodita y muestra una simetria
bilateral (zigomorfa), estd formada por tres sépalos (el caliz) y tres pétalos (la corola); uno
de estos pétalos, conocido como labelo, ha sufrido modificaciones especializadas, el labelo
es la parte de la flor que ha desarrollado adaptaciones significativas para atraer a los insectos

polinizadores, pudiendo tener caracteristicas como callos, producir o generar néctar,



compuestos aromaticos ademas, envuelve una pieza central llamada columna, que alberga
los organos sexuales femenino y masculino, incluyendo el rostelo ver (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.), una estructura puntiaguda que funciona como una

barrera para evitar la autopolinizacion (Chen et al., 2020).

Estructura floral de Orchidaceae

Inflorescencia Flor Columna y Labelo

Figura 2. Estructura floral de Orchidaceae

Fuente: (Calvo, 2022)

2.1.5 Tallo

El tallo de las orquideas se presenta en tres formas distintas: tallos cilindricos, que son
alargados y erectos, con entrenudos de los que emergen las hojas e inflorescencias;
pseudobulbos, que son aéreos, engrosados y abultados; y cormos subterrdneos gruesos, casi

esféricos, con varios entrenudos (Yagame, 2024).

Las hojas de las orquideas, tipicas de las monocotiledoneas, presentan nervios paralelos

prominentes y tienen forma alargada, pudiendo ser peninervadas o profundamente lobuladas



en algunas especies, estas hojas pueden variar en grosor, textura y forma, desde lineales,

ovaladas o circulares, y se disponen alternadamente a lo largo del tallo (Jyothsna, 2024).

2.1.6 Semillas

Las semillas de las orquideas segtn, Figueroa (2022), son diminutas con dimensiones que
oscilan entre 0,4 y 1,25 mm de longitud, estas semillas contienen un embrion indiferenciado
suspendido dentro de una estructura reticulada, conocida como la testa, y estan rodeadas por
un gran volumen de aire ver (jError! No se encuentra el origen de la referencia.), lo que
les permite flotar durante largos periodos, algunas especies pueden producir hasta 1,300
semillas por fruto, mientras que otras tienen la capacidad de producir hasta 4 millones de
semillas, dado que las semillas carecen de reservas alimenticias (endospermo), requieren la

presencia de un hongo para lograr su germinacion.

Estructura de semilla de orquidea

Embrion

f 564.245 pm ]

Figura 3. Semilla de orquidea

Fuente: (Cerda, 2019).




2.1.6.1 Descripcion de la anatomia y fisiologia de las semillas de orquideas

Dolce et al. (2020), han documentado una amplia variedad de adaptaciones anatomicas y
fisiologicas que caracterizan a las semillas de orquideas nativas de Ecuador, las cuales son

importantes consideraciones en el contexto de la criopreservacion.

A continuacion, se destacan algunas de las caracteristicas morfoldgicas y estructurales mas

relevantes.

2.1.6.1.1 Cubierta seminal

Las semillas de orquideas estan protegidas por una cubierta seminal especializada que puede
variar en su grosor, textura y composicion quimica, dicha cubierta desempefia un papel
fundamental en la proteccion de las semillas contra condiciones ambientales adversas y en la

regulacion del intercambio gaseoso durante la germinacion (Matyas et al., 2018).

2.1.6.1.2 Endospermo

Muchas especies de orquideas producen semillas con endospermo que Vaca (2019), lo
describe como una reserva de nutrientes que proporciona energia para el desarrollo inicial
del embrion durante la germinacién, la composicion y la disponibilidad de nutrientes en el

endospermo pueden influir en la viabilidad y el éxito de la germinacion de las semillas.

2.1.6.1.3 Embrion

El embrion de las semillas de orquideas segun Mites (2022), es relativamente pequefio y
puede presentar una estructura compleja, con tejidos diferenciados que eventualmente daran

lugar a la plantula, la viabilidad y el desarrollo del embrion pueden verse afectados por



factores como la calidad de la semilla, la madurez del fruto y las condiciones de

almacenamiento.

2.1.6.1.4 Tolerancia al frio

Las semillas de orquideas nativas de Ecuador pueden exhibir una variedad de mecanismos
fisiologicos que les permiten tolerar bajas temperaturas durante el proceso de
criopreservacion, estos mecanismos pueden incluir la acumulacion de azlcares y otros
compuestos protectores, asi como cambios en la estructura celular para evitar dafios por

congelacion (Mahfeli et al., 2022).

2.2 Orquideas en el Ecuador

Ecuador se destaca como uno de los 17 paises mas ricos en diversidad de plantas a nivel
mundial, a pesar de ocupar menos del 0,2% de la superficie terrestre global, esta pequefia
porcion de tierra alberga la mayor concentracion de especies por kildmetro cuadrado, en los
ultimos 13 afios, se han documentado 2,433 especies vegetales nuevas en el pais, de las cuales

1,663 son desconocidas para la ciencia (Padron, 2023).

Actualmente, se han registrado 18,198 especies de plantas vasculares, siendo 17,748 de estas
especies nativas, la familia Orchidaceae es especialmente notable, con 228 géneros y 4,300
especies, lo que significa que una de cada cuatro especies que se encuentran en los habitats

silvestres ecuatorianos es una orquidea (Arista, 2023).

2.2.1 Distribucion de orquideas nativas en Ecuador

Romero y Solano (2023), plantean que la diversidad de orquideas en Ecuador abarca un rango

altitudinal de 1,000 a 3,000 metros sobre el nivel del mar, con el 22% de las especies por
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debajo de los 3,000 m y el 18% por encima, destacando su notable capacidad de adaptacion

para colonizar diversos ecosistemas en todas las regiones y altitudes del pais.

Sin embargo, la conservacion de la flora en Ecuador es un desafio, ya que cerca del 78% de
las especies endémicas, que suman 3,504 especies, enfrentan algin grado de amenaza, entre
ellas 353 especies (8%) estan clasificadas como en peligro critico de extincién (CR), 1,071
(24%) como en peligro (EN) y 2,080 (46%) como vulnerables (VU), en cuanto a las
actividades de conservacion ex situ en el pais, estas se ven limitadas principalmente por
restricciones financieras debido a los costos elevados asociados y la falta de un presupuesto

asignado por el estado para estas labores (Vélez, 2022).

A continuacion, se detallan los géneros evaluados en el presente estudio.

2.2.2 Género Elleanthus

El género Elleanthus es parte de la familia Orchidaceae y comprende alrededor de 59
especies de orquideas nativas en Ecuador, distribuidas principalmente en las provincias de
Pichincha y Cotopaxi, en altitudes entre 1,800 y 3,000 metros sobre el nivel del mar en zonas
con alta precipitacion y densos bosques, estas orquideas presentan una amplia diversidad
morfoldgica y son apreciadas tanto por su belleza ornamental como por su importancia

ecoldgica (Santa Cruz, 2020).

2.2.2.1 Morfologia de las Orquideas del Género Elleanthus

Las orquideas del género Elleanthus segin Rykaczewski (2019), varian en tamafio desde
especies pequeiias, con plantas que alcanzan apenas unos pocos centimetros de altura, hasta
especies mas grandes que pueden crecer hasta varios metros de altura, la forma de las plantas

también varia, desde especies con habito de crecimiento erecto hasta aquellas con habito de
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crecimiento mas rastrero o colgante como la (Figura 4), las hojas de las orquideas Elleanthus
son generalmente alargadas, lanceoladas u oblongas, con margenes enteros o ligeramente

ondulados, la disposicion de las hojas puede ser alternada o en espiral a lo largo del tallo.

Morfologia de orquideas del género Elleanthus

Figura 4. Morfologia del Género Elleanthus especie de orquidea epifita

Fuente: (Dressler, 2019)
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Las inflorescencias de las orquideas Elleanthus son racimosas o paniculadas, con flores que
surgen de un tallo floral comun, las flores pueden ser solitarias o estan agrupadas en racimos
densos, dependiendo de la especie, las flores de Elleanthus son pequeias a medianas y
presentan una amplia variedad de colores, que van desde el blanco hasta tonos mas oscuros
de rosa, morado y amarillo, la forma de la flor puede variar considerablemente entre las
especies, pero generalmente consta de tres sépalos y tres pétalos como se muestra en la
(Figura 5), uno de los cuales se modifica en el labelo, una estructura altamente especializada

que sirve como plataforma de aterrizaje para los polinizadores (Dressler, 2020).

Inflorescencia del género Elleanthus

Figura 5. Inflorescencia del género Elleanthus oliganthus

Fuente: (Gardens, 2020)
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Las raices de las orquideas Elleanthus suelen ser delgadas y fibrosas, con algunas especies
que presentan raices aéreas que pueden funcionar como estructuras de soporte o absorber

humedad y nutrientes del aire (Vélez, 2023).

2.2.2.2 Semillas de las Orquideas del Género Elleanthus

Kumar (2024), describe las semillas del género Elleanthus estructuras diminutas, pero
altamente especializadas que desempefian un papel fundamental en la reproduccion y
persistencia de estas orquideas en su entorno natural, estas semillas exhiben diversas
caracteristicas morfologicas y estructurales que son relevantes para su criopreservacion, son
extremadamente pequefias y ligeras, tipicamente en el rango de micrometros, con una forma
ovalada o elipsoide y una superficie lisa y brillante ver (Figura 6), lo que facilita su
manipulacion durante el proceso de criopreservacion, su tegumento, o cubierta externa, es

delgado pero resistente.

Esto proporciona una barrera protectora contra dafios fisicos y quimicos durante el
almacenamiento a bajas temperaturas, a nivel celular, estas semillas estan compuestas por
una combinacion de células vegetales especializadas, incluyendo células embrionarias y
tejidos de almacenamiento de nutrientes, siendo importante seleccionar adecuadamente los
crioprotectores y optimizar las condiciones de congelacion para minimizar el dafio celular

(Marrero et al., 2019).
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Estructura de semillas de las orquideas del Género Elleanthus

Elleanthus 4
capitatus ‘

Figura 6. Estructura de semilla de la especie Elleanthus capitatus

Fuente: (Revista Bionatura, 2020).

Ademas Tsai y Chou (2020), establecen que el contenido de humedad de las semillas es
crucial durante la criopreservacion, ya que niveles inadecuados pueden afectar
negativamente su viabilidad, siendo la deshidratacion parcial antes del proceso una estrategia
util para mejorar su tolerancia al frio. La compatibilidad con hongos micorricicos es esencial,
dado que las semillas de Elleanthus dependen de la simbiosis con estos microorganismos
para su germinacion y establecimiento, lo que hace necesario considerar la influencia de los
crioprotectores y las condiciones de almacenamiento en esta asociacion simbiotica para

asegurar la viabilidad a largo plazo de las semillas criopreservadas (Kolanowska, 2022).

Las semillas de orquideas carecen de un endospermo nutritivo, en su lugar, estas diminutas
semillas contienen un embrion rodeado por una envoltura protectora, compuesta por células
delgadas y transparentes, conocida como tegumento, esta envoltura tiene una estructura tnica
y altamente especializada que facilita la dispersion, la germinacion y la posterior formacion
de una plantula, la criopreservacion de semillas de orquideas del género Elleanthus podria
ofrecer una solucidon efectiva para conservar la diversidad genética de estas especies,

garantizando su supervivencia en el futuro (Zhang, 2022).
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2.2.3 Genero Epidendrum

El género Epidendrum segin Katoch (2024), se destaca dentro de la familia Orchidaceae por
su notable diversidad, albergando 431 especies nativas en Ecuador, esta amplia variedad de
orquideas se distribuye en diversos habitats, desde los exuberantes bosques tropicales de las
provincias de Napo, Pastaza, Morona Santiago altitudes entre 300 y 1,000 metros sobre el
nivel del mar, hasta los escarpados paramos de alta montafia, su adaptabilidad les permite
prosperar en una variedad de condiciones ambientales, lo que contribuye a su éxito evolutivo

y su presencia en una amplia variedad de ecosistemas.

2.2.3.1 Morfologia de las Orquideas del Género Epidendrum

La morfologia de las orquideas del género Epidendrum exhibe una sorprendente variedad, lo
que las convierte en un objeto de fascinacion para botanicos y amantes de las plantas, su
habito de crecimiento puede ser tan diverso como las especies mismas, incluyendo epifitas
que se aferran a los arboles, terrestres que crecen en el suelo o litofitas que se adhieren a
rocas, algunas especies presentan un crecimiento simpodial, caracterizado por la presencia
de pseudobulbos o tallos que crecen horizontal o verticalmente, mientras que otras pueden

carecer de ellos por completo (Pansarin, 2019).

Las hojas de Epidendrum también muestran una notable variacion, con algunas especies
exhibiendo hojas persistentes que permanecen en la planta durante todo el afio, mientras que
otras pueden perder sus hojas en ciertas épocas del afio, estas hojas suelen ser alargadas y
lanceoladas, con una disposicion alternada a lo largo del tallo, lo que les permite captar la luz

de manera eficiente (Alves et al., 2024).
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Las inflorescencias de las orquideas Epidendrum son otro aspecto destacado por Velazquez
(2024), en su descripcion de la morfologia, agrupando las flores en racimos terminales o
laterales que pueden ser tanto racimosos como paniculados como la (Figura 7), a disposicion
y cantidad de flores en estas inflorescencias pueden variar considerablemente entre las
especies, desde aquellas que producen solo una flor hasta aquellas que forman racimos

densos con numerosas flores.

Morfologia de las orquideas del género Epidendrum

Figura 7. Morfologia de orquideas de la especie Epidendrum

Fuente: (Dressler, 2019)
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En cuanto a las flores las orquideas Epidendrum ofrecen una asombrosa diversidad en
tamafo, forma y color, desde flores diminutas hasta flores grandes y llamativas, estas
presentan una amplia gama de colores que van desde tonos suaves y delicados hasta colores
vibrantes y llamativos ver ( Figura 8 ), la estructura floral tipica consta de tres sépalos y tres
pétalos, con uno de los pétalos modificados en el labelo, una estructura altamente
especializada que sirve como plataforma de aterrizaje para los polinizadores, mostrando

adaptaciones Unicas para atraer y garantizar la polinizacion (Diaz, 2020).

Inflorescencia del género Epidendrum

Figura 8. Inflorescencias de la especie Epidendrum genus

Fuente : (Alamy, 2023)

Las raices de las orquideas Epidendrum son otra caracteristica morfologica importante para
Quispe (2023), estas raices suelen ser gruesas y carnosas, adaptadas para absorber la
humedad y los nutrientes del aire y del sustrato en el que crecen, lo que les permite sobrevivir

en una variedad de condiciones ambientales y sustratos diferentes.
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2.2.3.2 Semillas de las Orquideas del Género Epidendrum

Las semillas del género Epidendrum presentan una serie de caracteristicas morfologicas y
estructurales que son fundamentales para su conservacion mediante criopreservacion, estas
semillas son pequenas y ligeras, tipicamente de tamafio microscopico, lo que las hace
susceptibles a dafnos durante el proceso de manipulacion y almacenamiento, su forma puede
variar dependiendo de la especie, pero suelen ser ovaladas o elipsoides, con una superficie
lisa y brillante ver (Figura 9), esta morfologia compacta y uniforme facilita su manejo
durante el proceso de criopreservacion y ayuda a mantener la integridad estructural de las

semillas durante el almacenamiento a bajas temperaturas (Pupulin, 2023).

Semillas de las orquideas del genero Epidendrum

Epidendrum e
frutex | ,-p g

o)

Figura 9. Semillas de las Orquideas del Género Epidendrum

Fuente: (Revista Bionatura, 2020).

Una caracteristica critica de las semillas de Epidendrum es su tegumento, la cubierta externa
que protege el embridn y los tejidos internos de la semilla, este tegumento puede ser delgado
pero resistente, proporcionando una barrera protectora contra dafios fisicos y quimicos
durante la criopreservacion y el almacenamiento a largo plazo, la integridad del tegumento
es crucial para garantizar la viabilidad y la supervivencia de las semillas durante estos
procesos (Nongsiang, 2023). A nivel celular las semillas de Epidendrum estan compuestas

por una combinacion de células vegetales especializadas, incluyendo células embrionarias y
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tejidos de almacenamiento de nutrientes, estas células son susceptibles al estrés durante el
proceso de criopreservacion, por lo que es importante seleccionar adecuadamente los
crioprotectores y optimizar las condiciones de congelacion para minimizar el dafo celular, la
preservacion de la viabilidad celular es esencial para garantizar la capacidad de germinacion

y el desarrollo saludable de las semillas después de su descongelacion (Welan, 2023).

2.2.4 Género Sobralia

2.2.4.1 Morfologia de las Orquideas del Género Sobralia

Baranow et al. (2023), destacan al género Sobralia como un conjunto diverso de orquideas
que se encuentran predominantemente en América Central y América del Sur, en Ecuador
existen alrededor de 40 especies de orquideas nativas de este género que se hallan en la region
sierra, especificamente en las provincias de Pichincha, Imbabura y Cotopaxi, en bosques
montafosos y nublados a altitudes entre 1,500 a 3,000 metros sobre el nivel del mar, de igual
manera las encontramos en la region costa, en las provincias de Esmeraldas y Manabi, a
altitudes que van desde los 0 hasta los 500 metros, estas orquideas, reconocidas por su amplia
variedad morfologica, abarcan desde especies pequefias y delicadas hasta plantas de gran
tamafio con tallos robustos con flores llamativas, reflejando su adaptacion a una extensa gama

de habitats con condiciones ambientales favorables.

Las orquideas Sobralia exhiben una variedad de habitos de crecimiento, adaptandose a su
entorno de diferentes maneras, algunas especies presentan un crecimiento terrestre,
arraigandose firmemente en el suelo, mientras que otras adoptan habitos epifitos, aferrandose
a los arboles o rupicolas, creciendo en las rocas, esta adaptabilidad les permite colonizar una
amplia variedad de habitats, desde selvas humedas hasta regiones montafiosas (Francisco,

2023).
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Las hojas de Sobralia, con su forma lanceolada u ovalada segin Bernal (2023), son una
caracteristica distintiva de estas orquideas, estas hojas suelen tener nervaduras paralelas y se
disponen alternadamente a lo largo del tallo, proporcionando una apariencia ordenada y
estructurada a la planta, la duracion de las hojas puede variar segun la especie y el clima
como la (Figura 10), siendo algunas caducas y otras perennes, lo que refleja su adaptacion a

los cambios estacionales.

Morfologia de las orquideas del género Sobralia

Figura 10. Morfologia de la orquidea del género Sobralia

Fuente: (Dressler, 2019)
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Las raices de Sobralia son generalmente fibrosas y estan adaptadas para absorber la humedad
y los nutrientes del sustrato en el que crecen, en especies epifitas, estas raices pueden
desempenar un papel crucial en la fijacion de la planta a su sustrato, permitiendo que la planta

se mantenga en su posicion elevada en los arboles o rocas (Zhou et al., 2021).

2.2.4.2 Semillas de las Orquideas del Género Sobralia

Las semillas de Sobralia son tan pequeias que pueden parecer polvo fino, estas semillas son
generalmente dispersadas por el viento o por otros medios naturales, y pueden requerir la
presencia de hongos especificos para germinar, este proceso, conocido como simbiosis
micorrizica, es comun en muchas especies de orquideas y depende de una relacion simbidtica
entre la planta y ciertos hongos del suelo, es importante mantener el medio himedo pero no
empapado, ya que el exceso de humedad puede propiciar el crecimiento de hongos no

deseados que podrian dafar las plantulas en desarrollo (Szlachetko, 2023).

Semillas de las orquideas del género Sobralia

Figura 11. Vista de semilla del género Sobralia en el microscopio

Fuente: (Collier, 2023)
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2.3 Criopreservacion

La criopreservacion de orquideas busca asegurar la viabilidad, integridad y diversidad
biologica de las semillas durante largos periodos de tiempo, las semillas se someten a un
proceso de preparacion antes de ser almacenadas a temperaturas extremadamente bajas,

utilizando nitrogeno liquido u otras tecnologias de congelacion avanzadas (Chithra, 2021).

Durante la criopreservacion de semillas, se utilizan crioprotectores para prevenir dafios
celulares por la formacion de cristales de hielo durante la congelacion , estos agentes protegen
las estructuras y componentes celulares, asegurando la viabilidad de las semillas, la seleccion

y aplicacion adecuada de crioprotectores son cruciales durante el proceso (Kulus, 2021).

Ademas Barros (2022), plantea que es necesario establecer condiciones Optimas de
almacenamiento para las semillas criopreservadas implica mantener una temperatura
constante y adecuada, asi como niveles 6ptimos de humedad y otros factores ambientales, el
monitoreo regular y mantenimiento de estas condiciones son esenciales para garantizar el

éxito de la criopreservacion.

La criopreservacion de semillas de orquideas en bancos de germoplasma o instalaciones
especializadas, que pueden ser utilizados para la investigacion, la reintroduccion en la
naturaleza y la conservacion ex situ, contribuyendo asi a la proteccion y la perpetuacion de

estas especies en peligro (Rajan et al., 2022).

2.3.1 Preparacion de las semillas para criopreservacion

Antes de iniciar el proceso de criopreservacion Shi et al. (2023), recomiendan que las
semillas de orquideas deben sean sometidas a un protocolo de preparacion que incluya la
extraccion de la capsula de semillas de la planta madre, seguida de la eliminacion de restos
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de pulpa y suciedad mediante un lavado con agua y un agente desinfectante, posteriormente,
las semillas pueden ser acondicionadas en una solucién nutritiva durante un periodo de

tiempo para mejorar su viabilidad y resistencia al estrés.

2.3.2 Seleccion y aplicacion de crioprotectores

Para proteger las semillas durante el proceso de congelacion, se pueden seleccionar
crioprotectores como el dimetilsulfoxido (DMSO) o la glicerina dependiendo de las
necesidades del investigador, se aplica sumergiendo las semillas en una solucion de

crioprotector durante un tiempo especifico antes de la congelacion (Pradhan et al., 2022).

Tabla 2 Tipos de crioprotectores

Tipo Caracteristicas Ejemplos
Intracelulares Bajo peso  molecular, e Glicerol
permeables al embrion e DMSO

o Etilenglicol

Extracelulares Alto peso molecular e Sucrosa
impermeables al embrion e Dextrosa
e Glucosa

Fuente: (Zhao et al., 2024)

2.3.3 Técnicas de congelacion

Una vez que las semillas han sido preparadas y tratadas con crioprotectores, Yang (2023),
recomienda que sean congeladas utilizando una técnica de enfriamiento lento en un
contenedor de nitrégeno liquido, durante la descongelacion, las semillas se transfieren
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gradualmente a una solucion de rehidratacion a temperatura ambiente durante un periodo de

tiempo para evitar el choque térmico y permitir su recuperacion.

2.3.4  Ventajas de la criopreservacion

La criopreservacion de semillas de orquideas ofrece una serie de beneficios clave, permite la
conservacion durante periodos prolongados sin perder su viabilidad y para mantener la
diversidad genética, ademas, el almacenamiento a temperaturas ultra bajas garantiza la
disponibilidad de las semillas para futuros usos, como la investigacion cientifica y la

horticultura, incluso en condiciones desfavorables para la germinacion (Andriolli, 2023).

Diantina et al. (2023), concuerdan con que esta técnica también minimiza el riesgo de
propagacion de enfermedades o patdgenos, al mantener las semillas en un estado de
suspension que evita la contaminacion o degradacion, permite almacenar una gran cantidad
de semillas, lo que resulta especialmente 1til en bancos de germoplasma y colecciones de

conservacion, optimizando el uso del espacio disponible.

2.3.5 Métodos de criopreservacion

2.3.5.1 Congelacion lenta

Las muestras se enfrian mediante un sistema de enfriamiento programado, se afade un agente
crioprotector para reducir el dafio celular provocado por la creacion de cristales de hielo y
permite minimizar el agua en las células el estrés osmotico, dafio celular, este método
utilizado para la criopreservacion de células y tejidos ofrece una tasa de supervivencia celular

relativamente alta (Pereira, 2021).
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2.3.5.2 Congelacion rapida o vitrificacion

Thammasiria (2021), establece que las muestras se congelan extremadamente rapido, en
cuestion de segundos, utilizando una solucidon con altas concentraciones de agentes
crioprotectores y evita la creacion de cristales de hielo lo que resulta en una estructura vitrea
amorfa en lugar de una estructura cristalina ver (;Error! No se encuentra el origen de la
referencia.), la vitrificacion se utiliza cominmente para la criopreservacion de dvulos,
embriones y tejidos que son sensibles a los dafios por cristales de hielo, utilizando nitrégeno

liquido o la aplicacién de enfriamiento por pulverizacion.

Vitrificacion de muestras

Figura 12. Método de vitrificacion de muestras

Fuente : (FeVida, 2023).

2.1 Viabilidad de semillas de orquideas

La durabilidad de las semillas de orquideas estd vinculada a las condiciones en las que se
almacenan, si se mantienen a temperatura ambiente 20 a 24 °C, muchas de ellas pierden
rapidamente su capacidad para germinar, sin embargo, se puede prolongar su viabilidad
almacenandolas a temperaturas mas bajas junto con un desecante adecuado, como cloruro de

calcio o silicagel (Schvambach, 2022).
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Para evaluar la viabilidad de las semillas, se pueden realizar pruebas que determinen qué
zonas de tejido han sufrido dafios por el frio y cudles han sobrevivido, estas pruebas pueden
llevarse a cabo visualmente, mediante recultivo y evaluacion de la capacidad de regeneracion
utilizando técnicas como el TTC (cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio), que tifie el tejido vivo,
midiendo la conductividad eléctrica para estimar el dafio en las membranas celulares

(Decruse, 2023).

2.2 Bancos de germoplasma

Los bancos de germoplasma para la criopreservacion de semillas de orquideas segiin Dolce
(2020), representan verdaderos bastiones de conservacion y conocimiento en la lucha por
preservar la riqueza genética de estas fascinantes plantas, mas que simples instalaciones de
almacenamiento, son oasis tecnoldgicos donde se lleva a cabo una tarea esencial: resguardar

el legado genético de las orquideas para las generaciones presentes y futuras.

Estas instalaciones estan meticulosamente disefiadas para mantener las semillas en un estado
de dormancia, a temperaturas ultra bajas que desafian los limites de lo que es posible, el
nitrégeno liquido, con su gélido abrazo a -196°C, se convierte en el guardidn supremo de la
viabilidad genética, asegurando que las semillas permanezcan virtualmente inmutables en el

tiempo, sin perder su valiosa diversidad genética (Vettorazzi, 2019).
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Bancos de Germoplasma
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Figura 13. Bancos de germoplasma realizados en tubos de ensayo en condiciones controladas

Fuente: (Andina, 2019)

En un mundo donde las orquideas enfrentan desafios cada vez mayores, desde la pérdida de
habitat hasta el cambio climatico, los bancos de germoplasma emergen como fortalezas de
esperanza, conservando las semillas en condiciones criogénicas, estos bancos garantizan que
la esencia misma de estas plantas esté resguardada como la (Figura 13), lista para ser utilizada

en futuras investigaciones (Jiménez et al., 2024).

En la restauracion de poblaciones de orquideas en peligro, estos bancos de germoplasma se
convierten en centros de conocimiento e innovacion, donde se promueve la colaboracion
entre instituciones y se facilita el intercambio de material genético, en este ambiente de
cooperacion, se fomenta la investigacion sobre la biologia, la preservacion y el

aprovechamiento sostenible de las orquideas (Gholami, 2021).

2.2.1 Caracteristicas morfologicas y estructurales

Las caracteristicas morfologicas y estructurales de las semillas de orquideas destinadas al

almacenamiento en bancos de germoplasma no solo son importantes para su conservacion a
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largo plazo, sino que también desempefian un papel importante en la eficacia y viabilidad del

proceso (Mayo, 2020).

2.2.1.1 Integridad fisica

La integridad de las semillas, es decir, su estado libre de dafos visibles como roturas o
deformaciones es crucial para garantizar que las células y estructuras internas permanezcan
protegidas durante el almacenamiento, incluso pequefias alteraciones pueden comprometer

la viabilidad de las semillas y su capacidad para germinar cuando se requiera su uso (Handini,

2021).

2.2.1.2 Tamaiio y forma

Las semillas de orquideas pueden presentar una amplia variedad de tamafos y formas, lo
que esta estrechamente relacionado con las caracteristicas de cada especie, la documentacion
precisa de estas caracteristicas facilita su identificacion y manipulacién durante el proceso

de almacenamiento y recuperacion (Chen, 2010).

2.2.1.3 Color

Aunque el color de las semillas puede ser variable, la uniformidad en el tono puede indicar
la madurez y calidad de estas, semillas de color oscuro suelen estar mas maduras y ser mas
viables, mientras que cambios bruscos en el color pueden sefialar posibles problemas de salud

o madurez (Castro, 2022).
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Caracteristicas morfolégicas y estructurales de semillas
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Figura 14. Caracteristicas morfoldgicas y estructurales de semillas , color , forma ,etc.

Fuente : (Villalobos, 2019)

2.1.1.1 Contenido de humedad

Antes de la criopreservacion, las semillas deben deshidratarse adecuadamente para evitar la

formacion de cristales de hielo que podrian danar las células durante el proceso de

congelacion, un contenido de humedad demasiado alto o bajo puede afectar negativamente

la viabilidad de las semillas (Singh et al., 2022).

2.1.1.2 Viabilidad y germinacion

La capacidad de las semillas para germinar después de ser almacenadas es esencial.

Idealmente, se seleccionan semillas viables y capaces de germinar, pero también se pueden

almacenar semillas maduras, pero no germinables para la conservacion del material genético

(Feng, 2019).
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2.1.1.3 Presencia de estructuras de proteccion

Algunas semillas de orquideas tienen estructuras adicionales que las protegen durante la
dispersion, como capsulas o envolturas. Estas estructuras pueden influir en la longevidad y
viabilidad de las semillas durante el almacenamiento, y deben ser consideradas al seleccionar

semillas para el banco de germoplasma (Bolafios, 2019).

2.1.1.4 Compatibilidad con el método de conservacion

Las semillas deben ser adecuadas para el método especifico de conservacion utilizado en el
banco de germoplasma, ya sea criopreservacion, almacenamiento en seco o en solucion. Cada
método tiene requisitos especificos que las semillas deben cumplir para garantizar su

conservacion 6ptima (Chen, 2023).

2.1.1.5 Condiciones 6ptimas de almacenamiento

Después de la criopreservacion Diantina et al. ( 2022), recomiendan que las semillas sean
almacenadas en contenedores sellados dentro de un tanque de almacenamiento de nitrégeno
liquido a una temperatura constante de -196 °C, el tanque debe mantenerse en un entorno
controlado para garantizar una temperatura estable y su monitoreo regularmente para

asegurar que no haya fluctuaciones que puedan comprometer la viabilidad de las semillas.
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3. Materiales y métodos

3.1 Diseiio (Revision y Analisis)

Se realiz6 una revision exhaustiva de documentos provenientes de bases de datos confiables
en linea, para esta investigacion se utilizaron las paginas web: Google Scholar , segiin Oyibo
(2022), esta base de datos proporciona una amplia cobertura en diversas areas de
investigacion sobre la criopreservacion de semillas de orquideas a nivel de laboratorio
permitiendo la busqueda de articulos cientificos revisados en revistas especializadas en

botanica y conservacion de orquideas, como el Global Biodiversity Information Facility

(GBIF) o el Index Herbariorum.

En el estudio, se analiz6 la crioconservacion de semillas de orquideas nativas de Ecuador,
este se planifico de forma metddica y exigente. Se utilizd6 una combinacion de frases de
busqueda generales y especificas para realizar una busqueda exhaustiva en bases de datos
cientificas. Este enfoque permitié encontrar investigaciones pertinentes sobre todo tipo de
temas, desde la morfologia y la fisiologia de las semillas hasta los métodos de congelacion y
el uso de crioprotectores. Los criterios de inclusion se eligieron en funcion de su valor para
arrojar luz sobre la crioconservacion; se eliminaron los que no cumplian los requisitos de
calidad o carecian de relevancia temaética. Para evaluar la idoneidad de las distintas técnicas
de crioconservacion en el entorno ecuatoriano, los datos recogidos se sometieron a un analisis

exhaustivo.
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3.2 Estrategia de busqueda

Se utilizd una estrategia de busqueda que incluy6 la identificacion de palabras clave
relacionadas con la distribucién geografica de las orquideas de los géneros Ellanthus,

Epidendrum y Sobralia en Ecuador.

3.2.1 Términos de biasqueda

Los términos utilizados abarcaron tanto aspectos generales como especificos de la

criopreservacion y la botanica, ademas de la geografia particular de Ecuador.

En primer lugar, se incluyeron términos amplios como "criopreservacion”, "orquideas" y
"Ecuador",  asitambién se utilizaron términos mas especificos relacionados con aspectos
particulares de la criopreservacion de orquideas, como '"crioprotectores", "bancos de

nn nn

germoplasma", "semillas", "anatomia", "fisiologia", "técnicas de congelacion".

Estos términos facilitaron la busqueda enfocidndose en aspectos especificos de la
criopreservacion de orquideas, incluyendo métodos de preservacion, caracteristicas
anatomicas y fisiologicas de las semillas, y la importancia de los bancos de germoplasma

para conservar la diversidad genética de estas especies.

3.3 Criterios de inclusion y exclusion

Se establecieron criterios precisos para seleccionar los estudios mas pertinentes, excluyendo
aquellos que no cumplian con los objetivos especificos de la revision o que no estaban

directamente relacionados con la criopreservacion de orquideas nativas de Ecuador, estos
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criterios se aplicaron de manera sistematica durante el proceso de seleccion y revision de la

literatura.

3.3.1 Criterios de inclusion

Los estudios deben abordar directamente la técnica que utilizaremos, en este caso la
criopreservacion de orquideas o aspectos relacionados, como la anatomia y fisiologia de las
semillas, el uso de crioprotectores, las técnicas de congelacion o el papel de los bancos de

germoplasma en la conservacion de orquideas.

El enfoque geografico nos permitié priorizar los estudios que se centraban en orquideas
nativas de Ecuador, con el fin de asegurar la relevancia de los hallazgos para el contexto

especifico de este pais.

3.3.2 Criterios de exclusion

Los criterios de exclusion utilizados fueron los siguientes:

Relevancia Tematica: Se omitieron los estudios que no estaban directamente relacionados
con la criopreservacion de orquideas nativas de Ecuador o que abordaban temas no

pertinentes para los objetivos de la revision.

Acceso y Disponibilidad: Los estudios a los que no se pudo acceder a través de las bases de

datos cientificas o que no estaban disponibles.

Calidad Cientifica: Los estudios que no cumplian con los estandares de calidad cientifica,

como la falta de revision por pares o la ausencia de metodologias claras y replicables.
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3.4 Extraccion de datos

Se recopilaron un total de 112 estudios, de los cuales 42 fueron excluidos fueron descartados
por no ser relevantes para los objetivos especificos de la revision. Durante el proceso de
extraccion de datos, se examinaron minuciosamente los estudios seleccionados utilizando un
enfoque sistematico para identificar informacion pertinente sobre la criopreservacion de

orquideas nativas de Ecuador.

3.5 Analisis de datos

Se llevo a cabo un andlisis critico de los datos recopilados con el objetivo de evaluar tanto la
eficacia como la aplicabilidad de las diversas metodologias de criopreservacion en el

contexto particular de las orquideas nativas de Ecuador.

3.5.1 Descripcion de la anatomia y fisiologia de las semillas de orquideas

Se realizd una exhaustiva revision cientifica enfocada en la anatomia y fisiologia de las
semillas de orquideas nativas de Ecuador, destacando aspectos morfologicos y estructurales
esenciales para su criopreservacion, durante este proceso, se identificaron factores
anatomicos y fisioldgicos clave que influyen en la viabilidad y tolerancia al frio de las
semillas durante la criopreservacion, se analiz6 detalladamente la composicion de la cubierta
seminal, el nivel de humedad presente en las semillas y su madurez al momento de la
recoleccion, elementos cruciales para comprender como responden las semillas al proceso de

criopreservacion y para el desarrollo de métodos efectivos de conservacion.

Ademads, se revisaron meticulosamente los protocolos de preparacion de las semillas,

abordando procedimientos de limpieza, desinfeccion, y acondicionamiento previos a la
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criopreservacion, asi como la seleccion y aplicacion de crioprotectores, evaluando tipos de
compuestos, concentraciones y métodos de aplicacion, se identificaron también las
condiciones Optimas de almacenamiento post-criopreservacion, considerando variables
como temperatura, humedad y tiempo necesarios para asegurar la viabilidad a largo plazo de

las semillas de orquideas.

Finalmente, se discutieron los beneficios de la criopreservacion de semillas y el papel
estratégico de los bancos de germoplasma en la conservacion y gestion de las orquideas
nativas de Ecuador, subrayando su importancia para preservar la diversidad genética y

mantener la viabilidad a largo plazo de estas especies fuera de su habitat natural.

3.6 Herramientas de gestion de referencias

Se utiliz6 una herramienta de gestion de referencias bibliograficas que es Mendeley que
Bailey y Arciuli (2022), describen como el mejor gestor para organizar y gestionar las

referencias bibliograficas obtenidas durante el proceso de revision de la literatura.

Esta herramienta nos ayud6 a importar automaticamente referencias desde bases de datos
cientificas, catdlogos de bibliotecas en linea y otros recursos académicos lo que facilito el

proceso de recopilacion de referencias y redujo la posibilidad de errores manuales.
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4 Resultados y Discusion

En la revision bibliografica un aspecto principal es la descripcion de la anatomia y fisiologia
de las semillas de orquideas las orquideas nativas del Ecuador las que presentan una gran

diversidad morfologica y estructural, que se refleja en la variabilidad de sus semillas.

Comparable con estudios como el de Ghani (2022), que ha comprobado que las semillas de
orquideas tienen una cubierta semipermeable que las protege parcialmente durante el proceso
de criopreservacion. Sin embargo, esta misma caracteristica puede limitar la penetracion de

crioprotectores, requiriendo técnicas especificas de pretratamiento para mejorar su eficacia.

Esta revision bibliografica revela una diversidad notable en su morfologia y estructura, en
promedio, estas semillas tienen longitudes que oscilan entre 0,28 mm y 0,56 mm, con
diametros comprendidos entre 0,06 mm y 0,08 mm, bajo observacidon microscopica, se
destacan diversas formas que incluyen extremos puntiagudos y cuerpos ensanchados en el
centro, la clasificacion morfologica revela una variedad de tipos de semillas segin los
estudios revisados, el peso promedio calculado por semilla varia aproximadamente entre
1,017 microgramos y 1,42 microgramos, dependiendo del género estudiado y la densidad de
semillas por miligramo reportada en la literatura. Estos descubrimientos proporcionan una
base solida para futuras investigaciones en conservacion, biotecnologia vegetal y manejo de

germoplasma en orquideas.

4.1 Genero Elleanthus

Para el género Elleanthus, en recopilacion de toda la revision bibliografica las semillas tienen
una longitud promedio de 0,28 mm, con un rango de 0,231 a 0,362 mm, y un didmetro
promedio de 0,06 mm, con un rango de 0,054 a 0,079 mm, comparable con lo establecido
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por Smics (2018), en un peso promedio de las semillas es el méas alto entre los tres géneros
estudiados, con 982,5 semillas por miligramo, lo que sugiere que cada semilla pesa

aproximadamente 1,017 microgramos.

Para Smics (2018), los rasgos morfoldgicos y fisioldgicos de las semillas ecuatorianas Unicas
del género Elleanthus son esenciales para su criopreservacion. Debido a su pequefio tamafio
y ausencia de endospermo, estas semillas dependen de hongos micorrizicos para germinar,
lo que resalta la importancia de las conexiones simbidticas en su desarrollo temprano y el
intercambio de agua es posible gracias al fino tegumento de la semilla, que es esencial para
los procedimientos de criopreservacion. Tienen la capacidad de entrar en estado de latencia
y estan dotados de defensas inherentes contra el estrés oxidativo y la desecacién, que
garantizan su viabilidad tanto durante como después del almacenamiento en

criopreservacion.

Semillas del género Elleanthus

Figura 15. Estructura de semilla vista al microscopio genero Ellanthus

Fuente: (Azofeifa, 2019)
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Las semillas tienen una forma ensanchada en el centro, con un extremo puntiagudo y en el
otro extremo cuadrado (Figura 15). Esta forma predominante corresponde al nimero 55

segun el grafico de formas de semillas bajo el microscopio.

4.2 Genero Epidendrum

Segun (Iriondio, 2023) el género Epidendrum, nativo de Ecuador, presenta una morfologia y
fisiologia fundamental para la criopreservacion de sus semillas. Debido a su pequefio tamafio
y a la falta de endospermo, estas semillas requieren de relaciones con hongos micorrizicos
para poder germinar y crecer completamente, el tegumento de la semilla es delgado, lo que

permite un intercambio efectivo de gas y agua, lo cual es crucial para la criopreservacion.

Para preservar su viabilidad tanto antes como después del almacenamiento criogénico, las
semillas de Epidendrum tienen la capacidad de entrar fisioldgicamente en un estado latente

y tienen defensas incorporadas contra el estrés oxidativo y la desecacion.

La investigacion también resalta la importancia del contenido de antioxidantes y la estructura
celular, lo que mejoran en gran medida la capacidad de una célula para soportar el dafio por

congelacion.

En esta revision, se encontraron diferentes caracteristicas morfoldgicas y fisicas. Por
ejemplo, segun Iriondio (2023), las semillas tienen una longitud promedio de 0,56 mm, con
un rango entre 0,421 a 0,670 mm (Figura 16), y un diametro promedio de 0,07 mm, con un
rango de 0,046 a 0,095 mm. El peso promedio de estas semillas establecido en todos los
articulos revisados es de 702,75 semillas por cada miligramo, sugiriendo un peso aproximado
de 1,42 microgramos por semilla, se la coloco en la forma 1, segiin los autores Clifford y

Smith (Anexo I).
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Semillas del genero Epidendrum
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Figura 16. Semillas del género Epidendrum vista al microscopio

Fuente: (Iriondo, 2023)

4.3 Genero Sobralia

Analizando los diferentes articulos seleccionados se encontraron algunas diferencias
significativas en las caracteristicas morfologicas y fisicas de las semillas en comparacion con
el género Elleanthus. Por ejemplo, las semillas de Sobralia mostraron un promedio de
longitud de 0,42 mm, con un rango que vari6 entre 0,361 a 0,510 mm, y un promedio de

diametro de 0,08 mm, con un rango entre 0,061 a 0,104 mm.

A diferencia de Elleanthus, el promedio de peso de las semillas de Sobralia fue menor, con
750 semillas por miligramo, lo que sugiere un peso aproximado de 1,333 microgramos por
semilla, con respecto a este género no se logrd encontrar imagenes precisas de su semilla
vista al microscopio lo cual no permite una 6ptima comparaciéon a nivel microscopico de la

misma.

40



4.4 Procesos de criopreservacion

A lo largo de la revision bibliografica, se identificaron una variedad de métodos y técnicas
empleadas para preservar la viabilidad y la integridad genética de las orquideas nativas del

Ecuador en condiciones de almacenamiento a largo plazo.

La preservacion efectiva de estas especies es crucial debido a su alta sensibilidad a cambios
ambientales y su valor tanto ecoldgico como econdémico, los cuales han sido desarrollados y

refinados para minimizar el dafio celular durante el proceso de congelacion y descongelacion.

4.4.1 Vitrificacion y Protocolo

Para Sakai (2019), demostro que el proceso de vitrificacion es eficaz para mantener la
viabilidad y la integridad estructural de varias especies de orquideas destacando nuestras tres
especies de orquideas Elleanthus, Epidendrum y Sobralia ya que esta técnica requiere de un
proceso de optimizacion cuidadosa de la concentracion y combinacion de crioprotectores

para evitar la toxicidad.

Otros estudios han confirmado estos hallazgos, resaltando la importancia de factores como
la tasa de enfriamiento y la composicion de las soluciones crioprotectoras. Segun
(Engelmann, 2020), la vitrificacion ha sido exitosa en la preservacion de tejidos de orquideas
a nivel mundial, pero es necesario considerar la variabilidad entre especies y las condiciones

especificas de cada muestra.

Un aspecto critico en la vitrificacion es el uso de soluciones vitrificantes, que son mezclas de

varios crioprotectores disefiadas para maximizar la viabilidad celular, estas soluciones deben
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ser suficientemente concentradas para prevenir la formacion de hielo, pero no tan

concentradas como para ser toxicas para las células (Luciani, 2019).

Para Sakai (2019), el protocolo més adecuado para conservacion de estas semillas de
orquideas de las especies Elleanthus y Sobralia es realizar el método de vitrificacién el cual

garantiza un proceso de conservacion:

» Protocolo de Vitrificacion para Semillas de Elleanthus y Sobralia

Recoleccion y Preparacion de Semillas

Una vez que son extraidas las semillas de las plantas sanas y maduras, las semillas de
Elleanthus y Sobralia se realiza un tratamiento con hipoclorito de sodio al 1% durante un
periodo de diez minutos, se secan en una camara de flujo laminar y se realiza una limpieza

con agua destilada.

Exposicion a Soluciones Vitrificantes

Las semillas se colocan en una solucion vitrificante que contiene una concentracion 0,4 M
de sacarosa, 15% de etilenglicol, 15% de glicerol y 5 % DMSO. Las semillas estén bien
saturadas con los crioprotectores, la exposicion se realiza a temperatura ambiente durante un

lapso de 10 minutos.

Congelacion Rapida

Las semillas se sumergen en nitrégeno liquido a (-196 °C) después de su exposicion a la

solucion de vitrificacion. Logrando como resultado de este enfriamiento rapido en el cual no
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se pueden formar cristales de hielo y las semillas quedan completamente en un estado vitreo

similar al vidrio (vitrificadas).

Almacenamiento en Nitrégeno Liquido

El almacenamiento de las semillas vitrificadas se realiza a -196°C en nitrégeno liquido,

garantizando una conservacion a largo plazo.

4.4.2 Enfriamiento Controlado y Protocolo

Para (Reed, 2021) manifiesta que el enfriamiento controlado es otro método importante que
tiene como resultado un descenso gradual de la temperatura, reduciendo asi el riesgo de dafio
celular por choque térmico, este método es particularmente Gtil para orquideas cuyas semillas
0 tejidos son sensibles a cambios bruscos de temperatura destaca el uso de este método para
las tres tipos de especies de orquideas Elleanthus, Epidendrum y Sobralia en la que esta
enfocada esta revision bibliogréafica. El enfriamiento controlado facilita la transicién a
temperaturas ultra bajas de manera que las células vegetales pueden adaptarse gradualmente,

lo que aumenta la supervivencia post-descongelacion.

Una combinacidén de enfriamiento controlado y vitrificacion ha mostrado ser efectiva en la
preservacion de tejidos meristematicos de orquideas, como lo reportado por (Lambardi,
2021) que permite aprovechar las ventajas de ambos métodos, ofreciendo una mayor
proteccion contra el dafio celular y mejorando las tasas de supervivencia post-

descongelacion.

43



Vieira (2017), propone un protocolo especifico para Epidendrum: uno de enfriamiento
controlado, donde las semillas se exponen gradualmente a bajas temperaturas antes de la

congelacion final.

> Protocolo de Enfriamiento Controlado de Semillas de Epidendrum

Recoleccion y Preparacion de Semillas

Se recolectan de plantas sanas y maduras, se realiza una limpieza para desechar suciedades,
como siguiente paso tenemos una desinfeccion la cual se basa en una solucién de hipoclorito
de sodio al 1% durante un tiempo bajo reloj de 10 minutos posteriormente se secan al aire y

se realiza un lavado con agua destilada.

Preparacion de la solucion de criopreservacion

Se sumerge las semillas en una solucion de 5 % DMSO y de sacarosa al 0,4 M , se incuban

a 4°C permitiendo la adaptacion a temperaturas bajas.

Enfriamiento Gradual

Las semillas se trasladan a una camara de enfriamiento donde un congelador programable
descendera la temperatura para que tenga una caida progresiva reduciendo 1°C/min hasta

alcanzar una temperatura final de - 40 °C este paso es esencial para evitar un choque térmico.

44



Congelacion Final

Una vez que se alcanza la temperatura deseada las semillas se mantienen a esta temperatura
aproximadamente por un lapso de 2 horas logrando una estabilizacion posteriormente se

sumergiran en nitrégeno liquido donde alcanzan -196 °C y se almacenan a largo plazo.

4.4.3 Uso de Crioprotectores

El uso de crioprotectores es de fundamental importancia y hace un énfasis en el cuidado de
las células del dafio causado por la formacidn de cristales para Mroginski (2020), manifiesta
que estas sustancias quimicas son de los métodos mas utilizados se encuentran el
dimetilsulfoxido (DMSO), el glicerol y el etilenglicol, estos compuestos de relevante
importancia funcionan al penetrar las células y reducir el punto de congelacién del agua
intracelular, creando soluciones vitreas en lugar de cristales de hielo. Este punto es relevante
el uso de un adecuado crioprotector es indispensable en el manejo de criopreservacion, los
resultados obtenidos después de una larga indagacién literaria nos llevan a un solo resultado

el cual va a estar enfocado en la preservacion de orquideas.

La eficacia de los crioprotectores en la criopreservacion de orquideas ha sido demostrada en
varios estudios. Por ejemplo (Harikrishnan, 2022), destaca que la combinacién de DMSO y
sacarosa como crioprotectores que pueden mejorar significativamente la viabilidad de las

semillas de orquideas tras la descongelacion.

4.5 Beneficios de los Bancos de Conservacion de Semillas

Para Pritchard (2022), afirma que los bancos de conservacion de semillas, permite el

mantenimiento de poblaciones viables fuera de su habitat natural, son una base fundamental
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para el estudio cientifico enfocado a la conservacion y el manejo de las orquideas. Los bancos
ayudan a mantener la variedad genética, incrementa la eficacia de la conservacion de las
especies en riesgo y promover la cooperacion global, la finalidad es proteger las especies en
peligro de extincion y avanzar la biotecnologia genética mediante la conservacion de material

genético de valor incalculable.

Estos bancos, ubicados estratégicamente en diferentes partes del mundo, actian como
depdsitos de material genético valioso, almacenando semillas de orquideas, los bancos no
solo protegen contra la pérdida de especies debido a la destruccion del hébitat, sino que

también sirven como reservas genéticas esenciales.

Por ejemplo, estudios recientes como los realizados por Pritchard (2022), han demostrado
que los bancos de semillas pueden mantener una amplia diversidad genética dentro de las
poblaciones de orquideas, permitiendo asi investigaciones genéticas profundas y el desarrollo

de estrategias para la conservacion a largo plazo.

Ademas de su funcién conservacionista, estos bancos facilitan la colaboracion internacional
en la conservacion de orquideas, proporcionan una plataforma para el intercambio de material
genético entre instituciones y paises, promoviendo précticas de conservacion mas robustas y
sostenibles a nivel global, esta colaboracion no solo fortalece los esfuerzos individuales de
conservacion, sino que también establece redes internacionales que pueden responder de

manera coordinada ante emergencias ambientales y cambios en las condiciones de habitat.
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5 Conclusiones

En esta investigacion, se ha explorado la diversidad morfologica de las semillas de tres
géneros de orquideas: Elleanthus, Epidendrum y Sobralia, se ha observado que cada género
presenta caracteristicas Unicas en cuanto a forma, tamafio y color de sus semillas. Elleanthus
se distingue por sus semillas pequefias, puntiagudas en un extremo y cuadradas en el otro, de
color amarillo. Epidendrum exhibe semillas elipticas de color verde, mientras que Sobralia
presenta alargadas o fusiformes, con una superficie lisa y uniforme, de un tono amarillo mas

intenso en comparacion con los otros generos estudiados.

Estas variaciones morfoldgicas destacan la necesidad de implementar estrategias de
conservacion especificas y adaptativas para cada género de orquidea, la conservacion
efectiva no puede depender de un enfoque Unico y generalizado, sino que debe considerar las

particularidades taxonomicas y morfologicas observadas en cada especie.

La viabilidad y la integridad genética se han preservado con éxito mediante técnicas de
crioconservacion como la vitrificacion y el enfriamiento controlado. Para aumentar la
eficacia de la crioconservacion, son cruciales ciertos métodos de pretratamiento y el uso
adecuado de crioprotectores, como el DMSO vy la sacarosa. Estas técnicas subrayan la
importancia de la crioconservacion en la preservacion de la biodiversidad, ya que permiten
la conservacién a largo plazo y brindan la oportunidad de restaurar poblaciones de orquideas

en peligro.

Los bancos de conservacion de semillas se erigen como pilares fundamentales para la gestion
y preservacion de la diversidad de orquideas ecuatorianas. Al resguardar su material genético,

estos bancos no solo aseguran la supervivencia de especies en peligro, sino que también
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fomentan la colaboracidn internacional en iniciativas de conservacion. Esta estrategia resulta
crucial para enfrentar los desafios globales del cambio climatico y la pérdida de hébitat,

garantizando la supervivencia de estas emblematicas especies para las futuras generaciones.
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6 Recomendaciones

Se recomienda continuar investigando las caracteristicas morfologicas, fisicas y genéticas de
las semillas de orquideas, asi como su relacion con los procesos de germinacion y desarrollo
de las plantulas, esta investigacion futura puede proporcionar informacion invaluable para

optimizar las estrategias de conservacion y manejo de estas especies.

Dada la diversidad en las caracteristicas de las semillas entre diferentes géneros y especies
de orquideas, se sugiere desarrollar protocolos de conservacion especificos para cada grupo
taxonomico, estos protocolos deben ser disefiados con flexibilidad para adaptarse a las

necesidades Unicas de cada especie.

Asi también establecer programas de monitoreo y evaluacion continua para verificar la
eficacia em los métodos de conservacion implementadas, ajustar los protocolos de

vitrificacion y enfriamiento controlado para cada especie especifica.
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8 Anexos

Formas de las semillas

Anexo 1 Formas generales de semillas

Fuente : (Gamarra, 2023)
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Diversas formas de semillas
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Anexo 2 Formas de semillas

Fuente : (Arditti, 2019)
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