Auvances en Investigacién Agropecuaria 2025. 29: 106-119

ISSN-L 2683 1716

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ @ ® @ @

http://doi.org/10.53897/RevAlA.25.29.08

Conservacién de semillas de orquideas nativas

en banco de germoplasma del Jardin Botanico

Orquideario Soroa, Cuba

Conservation of Native Orchid Seeds in the Germplasm Bank from
Soroa Orchid Botanical Garden, Cuba

Maydelin Torres-Barrios
Alejandro Enrique Pedroso-Reynaldo

1* https://orcid.org/0009-0008-8113-4583
2,3 https://orcid.org/0009-0001-2172-7650 | alejandropedroso7 @

gmail.com

E.sther Llllal’l Santacruz Cabrera4 https://orcid.org/0009-0000-2028-5988 | lilyscruz@uart.edu.cu

Elaine Gonzalez Hernandez

4 https://orcid.org/0000-0002-7501-6360 | uart.edu.cu

JOSé Lézaro Bocourt Vlglt4 https://orcid.org/0009-0001-8554-3893 | uart.edu.cu

'Laboratorio de Fisiologia Vegetal y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Agropecuarias y Medio
Ambiente, Universidad de la Frontera. Temuco, IX Regién, Chile. C.P: 4811230

2Student, PhD Program in Sciences, Mention in Applied Cellular and Molecular Biology,
Universidad de La Frontera, Temuco, Chile. C.P: 4811230

3Departamento de Ciencias Basicas, Facultad de Ciencias, Universidad Santo Tomas, Chile

“Jardin Botanico Orquideario Soroa. Candelaria, Artemisa, Cuba. C. P: 22700

*Autor para correspondencia: maydetorres 1 995 (@gmail.com

Resumen

Objetivo. Conservar a largo plazo semillas
de 16 especies de orquideas nativas de Cuba,
mediante su incorporacién al banco de germo-
plasma del Jardin Botanico Orquideario Soroa
(JBOS). Materiales y métodos. Las semi-
llas fueron recolectadas entre marzo y agosto de
2024 en la Reserva de la Biosfera Sierra del
Rosario, el Parque Nacional Guanahacabibes
y la coleccién del JBOS. Se evalué la viabilidad

celular mediante la prueba de tetrazolio al 1%,
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Abstract

Objetivo. This study aimed to ensure the
long-term conservation of seeds from 16 native
orchid species of Cuba by incorporating them
into the Germplasm Bank of the Soroa Orchid
Botanical Garden (JBOS). Materials and
methods. Seeds were collected from March
to August 2024 in the Sierra del Rosario
Biosphere Reserve, Guanahacabibes National
Park, and JBOS. Cellular viability was assessed

using a 1% tetrazolium test, with viable and
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cuantificando semillas viables e inviables. Se
aplicé un modelo lineal generalizado mixto para
analizar diferencias entre especies. Resultados.
Revelaron una alta variabilidad interespecifica:
cinco especies superaron el 85 % de viabilidad,
mientras que otras siete presentaron valores por
debajo del 70%. En total, 11 especies fueron
incorporadas al banco. LLa mayoria de las espe-
cles con alta viabilidad provinieron de la Reserva
de la Biosfera Sierra del Rosario, confirmando
su importancia como fuente de germoplasma.
Conclusién. Este estudio valida el uso de la
prueba de tetrazolio como herramienta efectiva
para evaluar la viabilidad celular en semillas de
orquideas nativas de Cuba, aportando criterios
técnicos para su conservacion ex situ. Resalta el
valor de las reservas naturales como fuente clave
de germoplasma viable.

Palabras clave

Germoplasma, viabilidad, almacenamiento,
tetrazolio.

non-viable seeds counted. A generalized linear
mixed model was used to evaluate interspecific
differences. Results. Showed notable variabi-
lity: five species exceeded 85 % viability, while
seven fell below 70 %. In total, 11 species were
incorporated into the bank. Most highly viable
species originated from the Sierra del Rosario,
highlighting its relevance as a germplasm source.
The tetrazolium test proved to be an effective
tool for viability assessment and seed selection.
Conclusion. This study validates the use of
the tetrazolium test as an effective tool for as-
sessing cell viability in seeds of native Cuban
orchids, providing technical criteria for their ex
situ conservation. It highlights the value of natu-
ral reserves as key sources of viable germplasm.

Keywords

Germplasm, viability, storage, tetrazolium.

Introduccién

a familia Orchidaceae es una de las mas diversas dentro del reino vegetal, con
mas de 27 800 especies distribuidas en 880 géneros (Givnish et al., 2016), re-
presentando aproximadamente el 8% de la flora mundial (Zhang et al., 2018).

Su distribucién abarca gran variedad de ecosistemas, excluyendo tnicamente los polos
y desiertos extremos, con mayor diversidad en regiones tropicales, donde se encuentra el
56 % de las especies (Perez-Tarazona, 2024). Aproximadamente la mitad de las orqui-
deas son epifitas, mientras que el resto son lianas o terrestres (Martija-Ochoa, 2019).
Presentan semillas ortodoxas sin endospermo (Pritchard et al., 1999), lo que las hace
dependientes de hongos micorrizicos en la naturaleza o de medios de cultivo en condicio-
nes de laboratorio (Bermeo-Criollo y Sari-Cumbe, 2018). Su ciclo de vida es complejo
y frecuentemente asociado a relaciones coevolutivas para su polinizacién; ademas, de su
valor ecolégico, las orquideas tienen gran importancia econémica en los sectores de la hor-
ticultura, ornamentacién, farmacéutica y perfumeria (Carrodeguas-Gonzalez et al., 2022)

En Cuba, Orchidaceae esta representada por 93 géneros con una notable diversidad en
Pleurothallis, Lepanthes, Epidendrum, Encyclia y Vanilla. Se reportan aproximadamente 31 1
especies, de las cuales el 31 % son endémicas (Mjica y Gonzalez, 2015). A pesar de su riqueza
biolégica, muchas de estas especies estan amenazadas debido a la actividad humana (Testé et
al., 2017). La destruccién y alteracién de hébitats, junto con la extraccién indiscriminada de
individuos para el comercio, son las principales causas de su disminucién poblacional (Alvarez
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etal., 2023). Estos factores han provocado el aumento de la frecuencia de orquideas en listas
de especies amenazadas y se considera una de las familias de angiospermas mas amenazadas
por la actividad humana (Ackerman, 2013; Mujica et al., 2013).

Las estrategias de conservacién de las orquideas suelen enfocarse en la propagacién,
con el objetivo de reducir la recoleccién de ejemplares silvestres, reintroducir plantas en
poblaciones naturales y asegurar su resguardo en bancos de semillas especializados (Dulic et
al., 2020; Seaton et al., 2013). En este contexto, los bancos de germoplasma desempefian
un papel fundamental en la conservacién ex situ segura de la biodiversidad, al garantizar la
preservacién segura y a largo plazo de especies en riesgo (Merritt et al., 2014). Ademas,
proporcionan recursos genéticos valiosos para programas de mejoramiento genético, programas
de reproduccién, reintroduccién de especies, restauracion de habitats, disminucién de la presién
sobre las poblaciones silvestres y uso sostenible en el futuro (Cardenas-Guarin et al., 2022).

Las orquideas ejemplifican la dificil situacién de los recursos vegetales globales y, por lo
tanto, proporcionan especies modelo ideales para el seguimiento ecolégico y la focalizacién de los
programas de conservacién. Los jardines botanicos de todo el mundo han sido tradicionalmente
importantes centros de excelencia en la horticultura, la investigacién y la conservacién de las
orquideas, ya que generan un amplio atractivo pablico y educativo (Swarts y Dixon, 2009).

Dada la relevancia de las orquideas para la biodiversidad y la necesidad de su
conservacion, el presente estudio se centra en la conservacién de semillas de 16 especies
nativas de Cuba mediante su introduccién en el banco de germoplasma del Jardin Botanico
Orquideario Soroa (JBOS). Esta investigacién tiene como objetivo principal resguardar
el material genético de estas especies a largo plazo, contribuyendo a su preservacién,
reproduccién y posible reintroduccién en su hébitat natural.

Materiales y métodos

Coleccién de semillas

La coleccién de frutos de orquideas se llevé a cabo entre marzo y agosto de 2024, abar-
cando las estaciones de primavera y verano. Este periodo coincide con la época de flora-
ci6n de la mayoria de las especies de orquideas cubanas, lo que favorece la obtencién de
material reproductivo en estado 6ptimo (Mujica y Gonzalez, 2015). Para ello se utilizé
el Manual de recoleccién de semillas de plantas silvestres (Gold et al., 2004) junto a una
Guia de Colecta de Campo (Rosas et al., 2009.) que incluye: nombre de la especie, des-
cripcién, caracteres que la distinguen, localidades de colecta de especimenes de herbario,
mapa con puntos de colecta,informacién de c6mo llegar a los puntos de colecta seleccio-
nados, fechas de floracién y fructificacién y fotografia o imagen de la especie. Basado en
esta Guia, se realizaron expediciones orientadas a recolectar semillas de orquideas en la
Reserva de la Biosfera Sierra del Rosario (RBSR) y el Parque Nacional Guanahacabi-
bes. Ambas zonas protegidas presentan una notable diversidad de formaciones vegetales
que incluyeron bosques semideciduos, siempreverdes, matorrales xeréfitos y vegetacién
costera o de montafa (Aranega et al., 2009; Fernandez y Diaz, 2013; Gonzalez et al.,
2016; Ricardo-Napoles y Echeverria-Cruz, 2019). Esta heterogeneidad ecolégica fa-
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vorece una alta riqueza floristica y endemismo, especialmente de orquideas terrestres y
epifitas, lo que convierte a ambos sitios en areas prioritarias para la conservacién de la
biodiversidad en el occidente cubano. Se realizaron prospecciones para detectar plantas
en flor, identificar la especie, georeferenciacién del lugar y marcar en terreno con una

etiqueta para reconocer lasplantas con semillas maduras, para luego regresar después de
30 a 50 dias (segiin la especie) a recolectar las semillas. También se colectaron semillas

de la coleccién de orquideas del JBOS.

Especies colectadas

Se colectaron un total de 16 especies de orquideas (cuadro 1), colectando cinco individuos

con sus respectivos frutos por especie, las cuales se detallan a continuacién:

Cuadro 1

Especies de orquideas recolectadas en areas protegidas del occidente de Cuba:
Reserva de la Biésfera Sierra del Rosario, Parque Nacional Guanahacabibes y
coleccién del Jardin Botanico Orquideario Soroa

Especie Lugar Habito  Categorfa™® Distribucién Referencias
de colecta
Coclia triptera (Sm.) G. RBSR Etp,fﬁta/ NE Dls‘tnbuaén amplia Pérez Mrquez et al., 2010
Don ex Steud. litofita regional
Epidendrum strobiliferum Rchb.f. RBSR Epifita NE Poco comiin Pérez-Marquez et al., 2010
Encyclia X brevifolia (Jenn.) PNG Epifita NE Hibrido natural Clavo et al., 2016
Encydialbocourlii M. Benitez RBSR Epfhita VU E'.I)'ldéf]‘llfla, distribu- Pupulin y Benftez, 2005
& Pupulin cién limitada
Tolumnia lucayana (Nash) Braem JBOS Epifita EN Endémica Seijo et al., 2010
Cyrtopodium punctatum (L.) Lindl. RBSR  Terrestre NE Distribucién amplia  Llamacho y Larramendi, 2005
Prosthechea pygmaea (Hook.) RBSR Epifita NE Distribucién amplia Pérez-Mérquez et al., 2010
Laelia undulata (Lindl.) L.O.Williams JBOS Epifita NE Distribucién amplia ~ Mayo-Mosqueda et al., 2022
Encyclia gravida (Lindl.) Schltr. JBOS Epifita VU Endémica Llamacho y Larramendi, 2005
Dendrophylax porrectus (Rchb. f.) ¥ EN .
Carlsward & Whitten JBOS Epifita posible Rara, risco local Ackerman et al., 2025
Macradenia lutescens R.Br. PNG Epifita NE Poco comiin Dietrich, 1984
. y Endémica, muy Garcia-Gonzalez
Lepanthes dressleri Hespenh. RBSR Epifita EN restringida v Pérez Mirquez, 2011
Nitlfema oltor{is (Rehb. £ RBSR Epifita NE Distribucién amplia ~ Llamacho y Larramendi, 2005
Britton & Millsp.
Broughtonia cubensis (Lindl.) Cogn. PNG Epifita EN Endémica Llamacho y Larramendi, 2005
Enc_l:lclia cajalbanensis Muj. JBOS Epffita VU E?dé,mi,ca' distribu- Benitez f al., 2004
Benitez & al. cién limitada
. e ~ . Endémica, distribu- B B
Basiphyllaca wrightii (Acufia) Nir RBSR  Terrestre VU Pérez-Mérquez et al., 2010

cién limitada

Siglas: JBOS = Jardin Botanico Orquideario Soroa; RBSR = Reserva de la Biosfera Sierra del Rosario;
PNQ= Parque Nacional Guanahacabibes. NE: No evaluada; EN: En peligro; VU: Vulnerable; *Informacién
proporcionada por la Lista Roja de la Flora de Cuba, 2016 (Gonzélez-Torres et al., 2016).
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Almacenamiento de semillas

Previamente al almacenamiento, se desinfectaron las capsulas cerradas con hipoclorito
al 30% y alcohol al 70% (Cerna et al., 2014) y se depositaron en envases de plasti-
co sellados con silica gel previamente identificados. Cuando las capsulas se abrieron se
procedi6 a colocar las semillas en tubos de ensayos rotulados con el respectivo cédigo y
fecha. Posteriormente se desecaron las semillas en una campana de desecacién durante
dos dias, para lo cual, se utilizé silica gel como agente adsorbente de la humedad. El
almacenamiento se realizé por tiempo indefinido.

Viabilidad celular

La viabilidad de las semillas fue evaluada al iniciar el experimento, a través de la prueba
de Tetrazolio [2, 3, 5- cloruro trifenil tetrazolio (CTT)] al 1 %; para ello se tomaron 10
mg de semillas de cada especie en tubos eppendorf de 2 ml, se anadié 1.5 ml de agua
destilada durante 24 horas (imbibicién) a temperatura ambiente, luego se retiré el agua
destilada con una micropipeta y se afiadié 1.5 ml de solucién de sacarosa al 10 % durante
24 horas a temperatura ambiente, después se retir6 la solucién de sacarosa y se afiadié la
solucién de CTT al 1% (1 gen 100 ml de buffer fosfato, pH 6.5); a continuacién, se
incubé en bafio Maria a 40 °C, durante 24 horas, en total oscuridad. Los resultados se
observaron en un microscopio (Wolfe, Japén) realizando el conteo de 100 semillas por
réplica, de acuerdo con los estandares de viabilidad (Mercado et al., 2020). Durante el
conteo se anotan dos categorias: semillas viables: presenta una tincién roja uniforme y
profunda del embrién (trifenilformazan rojo intenso) y semillas inviables: sin tincién o con
tincién débil e irregular. Las semillas viables se tifieron de rojo debido a la reduccién del
tetrazolio por la actividad respiratoria de las células (Salazar-Mercado y Gélvez-Manrique,

2015). La técnica fue adaptada con base en (Ossenbach et al., 2007).

Almacenamiento en banco de germoplasma

Estas muestras se almacenaron en frascos de vidrio de 5 ml en una nevera horizontal
Royal a -18 °C en completa oscuridad por tiempo indefinido.

Andlisis estadistico

Las diferencias en el conteo de semillas viables entre especies de orquideas fueron eva-
luadas mediante un modelo lineal generalizado mixto (MLLGM), seguido de una prueba
de comparacién de medias utilizando el test de rango miltiple LSD Fisher. Para la esti-
macién del modelo se asumié una distribucién de Poisson, adecuada para datos de con-
teo, y se realizé una prueba de hipétesis marginales sobre los efectos fijos del modelo. El
nivel de significancia se establecié en p < 0.05, salvo que se indique lo contrario. Todos
los analisis estadisticos fueron realizados en el software InfoStat versién 2020 (Grupo

InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina).
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Resultados

La figura 1y el cuadro 2 muestran el conteo de semillas viables y la evaluacién de via-
bilidad celular (%), respectivamente, mediante la prueba de tetrazolio [2, 3, 5- cloruro
trifenil tetrazolio (C'TT)] aplicada a semillas de 16 especies de orquideas colectadas en
la RBSR, el Parque Nacional Guanahacabibes y la coleccién del JBOS con la fina-
lidad de incorporarlas al banco de germoplasma del JBOS. Las semillas destinadas a
conservacién en bancos de germoplasma deben presentar una viabilidad celular o germi-
nativa igual o superior al 85 %, considerada éptima para almacenamiento a largo plazo.
Viabilidades entre 70-84 % son aceptables en colecciones activas o para especies raras,
mientras que valores inferiores al 70 % generalmente no se conservan, salvo en casos de
especies criticas o escasas.

Figura |

Conteo de semillas viables en 16 especies de orquideas nativas de Cuba, colectadas en
la Reserva de la Biosfera Sierra del Rosario, el Parque Nacional Guanahacabibes y la

coleccién del Jardin Botanico Orquideario Soroa (JBOS)
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La viabilidad celular fue evaluada mediante la prueba de tetrazolio (1% CTT). Los datos corresponden
a la media * error estandar de cinco réplicas por especie. Se aplicé un modelo lineal generalizado mixto

(MLGM) seguido de la prueba post hoc LSD de Fisher (p < 0.05). Letras diferentes sobre las barras

indican diferencias estadisticas significativas entre especies.

Los resultados revelaron variaciones de viabilidad notables entre las especies
analizadas. Las especies: Coelia triptera, Encyclia bocourtii, Prosthechea pygmaea, Laelia
undulata y Encyclia cajalbanensis presentaron los porcentajes mas altos de viabilidad
celular, con valores superiores al 85 %.

En un rango intermedio, con valores de viabilidad celular entre 70-80% se
situaron especies como Epidendrum strobiliferum, Nidema ottonis, Broughtonia cubensis
y Basiphyllaea wrightii; en contraste, Cyrtopodium punctatum, Dendrophylax porrectus,
Encyclia X brevifolia, Tolumnia lucayana, Encyclia gravida, Macradenia lutescens y
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Lephantes dressleri mostraron valores por debajo del 70 %. En el caso de Dendrophylax
porrectus y Tolumnia lucayana, pertenecientes a la coleccién del JBOS, su baja viabilidad
podria estar asociada a dificultades en el proceso de polinizacién manual, dada la reducida
dimensién de sus inflorescencias. El caso de Dendrophylax porrectus y Lephantes dressleri
se decidié incorporarlos al banco de germoplasma, a pesar de su baja viabilidad, porque
son especies endémicas amenazadas. Finalmente, se lograron incorporar al banco de
germoplasma del Jardin Botanico Orquideario Soroa un total de 11 especies de las 16
colectadas.

Globalmente, el 56 % de las especies estudiadas registraron un porcentaje de
viabilidad celular superior al 70 %, de las cuales el 67 % proviene de la RBSR (Coelia
triptera, Epidendrum strobiliferum, Prosthechea pygmaca, Encyclia bocourtii, Nidema
ottonis y Basiphyllaca wrightii).

Cuadro 2
Conteo de semillas viables e inviables resultado de la prueba de tetrazolio
Semillas tinturadas ~ Semillas no tinturadas Viabilidad celular
Especie (viables) (inviables) %)= Semillas viables <100
(Media + EE) (Media +EE) 00
Encyclia bocourtii 97 + 4.40 3+0.77 97
Prosthechea pygmaea 96 + 4.38 4 +0.89 96
Laelia undulata 95 + 4.36 5+ 1.00 95
Encyclia cajalbanensis 85 +4.12 15+1.73 85
Coclia triptera 90 + 4.24 10=1.41 90
Basiphyllaea wrightii 71 £3.77 29+2.41 71
Epidendrum strobiliferum 80 = 4.00 20+ 2.00 80
Nidema ottonis 75 = 3.87 25+ 2.24 75
Cyrtopodium punctatum 63 +3.55 37+ 272 63
Tolumnia lucayana 29+ 2.41 71+ 3.77 29
Lepanthes dressleri 18 £ 1.90 82+ 0.49 18
Macradenia lutescens 23 +2.14 77+ 3.92 23
Encyclia xbrevifolia 30 £ 2.45 70+ 3.74 30
Dendrophylax porrectus 30 = 2.45 70+ 3.70 30
Broughtonia cubensis 75 + 3.87 25+ 2.24 75
Encyclia gravida 10 = 1.41 90+ 4.24 10

Viabilidad celular (%). Total de semillas por especie: 100.
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Discusién

Este estudio tuvo como objetivo conservar a largo plazo el material genético de 16 espe-
cies de orquideas, colectadas en la Reserva de la Biosfera Sierra del Rosario (RBSR),
el Parque Nacional Guanahacabibes y la coleccién del Jardin Botanico Orquideario
Soroa (JBOS). La iniciativa busca incorporarlas al banco de germoplasma del JBOS y
asi contribuir a su preservacién, reproduccién y eventual reintroduccién en sus hébitats
naturales, especialmente en el caso de especies endémicas clasificadas como vulnerables
o en peligro de extincién. Los resultados obtenidos confirman la viabilidad e importan-
cia de implementar estrategias efectivas de conservacién ex situ para orquideas nativas.

En este estudio se empleé la prueba de tetrazolio para determinar la viabilidad celular
de las semillas de las especies colectadas. Las semillas destinadas a conservacién en bancos
de germoplasma a largo plazo deben presentar una viabilidad celular o germinativa igual
o superior al 85 %. Viabilidades entre 70-84 % son aceptables en colecciones activas o
para especies raras, mientras que valores inferiores al 70 % generalmente no se conservan
(Wijnker et al., 2024). Los resultados evidenciaron una considerable variabilidad entre
especies: Coelia triptera, Encyclia bocourtii, Prosthechea pygmaea Laeclia undulata y
Encyclia cajalbanensis mostraron viabilidades superiores al 85 %, indicando la preservacién
de funciones metabélicas esenciales como la respiracién y la sintesis proteica, lo que indica
que la mayoria de las células embrionarias no sufren dafos estructurales ni estrés severo,
conservando sus funciones vitales (respiracién, sintesis de proteinas, divisién celular); lo que
se traduce en una mayor capacidad de germinacién y desarrollo de plantulas sanas tanto
en condiciones naturales como en cultivo in vitro (Pradhan et al., 2022; Salazar-Mercado
Gélvez-Manrique, 2015).

La alta viabilidad favorece el almacenamiento exitoso de semillas en bancos de
germoplasma o mediante crioconservacién (Andriolli et al., 2023). Por lo que este
parametro constituye una condicién critica para evaluar la calidad fisiolégica del material
vegetal y su potencial en programas de rescate y micropropagacién de especies amenazadas
o con fines comerciales, ya que para ello se necesita material biolégico sano y vigoroso
(Salazar-Mercado y Gélvez-Manrique, 2015).

Estos altos porcentajes coinciden con estudios previos que identificaron el tetrazolio
como método confiable para evaluar el potencial germinativo en Orchidaceae (Hosomi et
al.,2011). La prueba de tetrazolio es ampliamente utilizada para estimar la viabilidad de
semillas de Cattleya sp., Anacamptis sp., Dendrobium sp., Catasetum sp. y Epidendrum
sp. con fines de propagacién y conservacién (Chacén-Velasco et al., 2018; Magrini et
al., 2019a; Ribeiro et al., 2021). Este método es recomendado debido a su eficiencia y
facilidad de uso. Las semillas viables son facilmente identificadas por su coloracién roja
caracteristica debida a la reaccién que ocurre en las células, las cuales liberan hidrégeno
por la actividad deshidrogenasa en el proceso de la respiracién. No obstante, la prueba se
basa tinicamente en las condiciones internas de las semillas y no revela el comportamiento
combinado de su calidad con ciertas condiciones de crecimiento (Ossenbach et al., 2007).
Ademas, tratamientos como la desinfeccién y el uso de tintes afectan la deteccién de
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semillas viables, lo que sugiere que manipulaciones previas a la viabilidad pueden inducir
pérdida celular (Pradhan et al., 2022).

Las especies con mayor viabilidad pueden mantenerse almacenadas por periodos
prolongados, mientras que aquellas con menor viabilidad podrian requerir técnicas
especializadas, como la crioconservacién o ajustes en las condiciones de almacenamiento
(Merritt et al., 2014).

En el grupo con viabilidad intermedia (70-80 %), destacan especies como Epidendrum
strobiliferum, Nidema ottonis, Broughtonia cubensis y Basiphyllaca wrightii, que, aunque
no alcanzan el umbral 6ptimo, son consideradas viables para conservacién en colecciones
activas o en proyectos de propagacién asistida. Es relevante subrayar el caso de Broughtonia
cubensis, especie endémica y amenazada colectada en el Parque Nacional Guanahacabibes,
que mostré valores superiores al 75 %, similar a lo reportado para la especie Psychilis
truncata, perteneciente a la Alianza Broughtonia, la cual presenté una gran produccién
de semillas viables con mayor variabilidad genética (Cabrera-Garcia et al., 2022), lo que
respalda su potencial para programas de conservacién asistida y reproduccién controlada
y el mantenimiento de su habitat. L.a incorporacién de Broughtonia cubensis al banco
representa una contribucién tangible a los esfuerzos nacionales por preservar el patrimonio
fitogenético cubano.

Por el contrario, especies como Dendrophylax porrectus, Tolumnia lucayana y
Encyclia gravida presentaron niveles de viabilidad celular inferiores al 70 %, limite
considerado critico para la conservacién a largo plazo. Las dificultades asociadas a la
polinizacién manual, especialmente en especies con inflorescencias pequefias o mecanismos
reproductivos especializados, coinciden con lo reportado en semillas de Fernandezia
sanguinea bajo condiciones de polinizacién artificial (Montenegro, 2014). Ademas, las
practicas manuales pueden no replicar las condiciones éptimas de polinizacién natural
(en términos mecanicos, quimicos o de estimulacién), lo que puede producir embriones
parciales, dafio celular o fecundacién incompleta (Perkins et al., 2023). En el caso de
Encyclia gravida, presenta una inflorecencia terminal que produce hasta 20 flores que casi
nunca abren, debido a que es una planta que recurre a la autopolinizacién como mecanismo
de reproduccién, limitando la fecundacién cruzada y reduciendo la calidad fisiol6gica
de las semillas. LLa autopolinizacién y la falta de apertura floral limitan la fecundacién
cruzada, este fenémeno puede disminuir la calidad fisiolégica de las semillas (Pupulin
et al., 2011), ademas de incrementar la pérdida de diversidad genética, reduciendo la
capacidad de adaptacién a cambios ambientales y favoreciendo la depresién endogamica
debido a la acumulacién de mutaciones recesivas deletéreas (Charlesworth y Willis, 2009).

Estos factores reproductivos deben considerarse en programas de recoleccién, ya que
la viabilidad del embrién es determinante para el éxito de la conservacién ex situ. Cabe
senalar que sélo el 56 % de las especies evaluadas alcanzaron viabilidades superiores al
70 % para bancos de germoplasma, siendo el umbral é6ptimo valores superiores al 85 %
para almacenamiento a largo plazo.

El 67 % de las especies con alta viabilidad provienen de la RBSR, lo que subraya
la relevancia de esta rea como fuente primaria de germoplasma viable (Guantiva-Rey,

114 * AVANCES EN INVESTIGACION AGROPECUARIA
Maydelin Torres-Barrios et al. AIA. 2025, 29: 106-119
ISSN-L. 2683 1716



Revista de investigacién y difusién cientifica agropecuaria

2024). Este patrén coincide con observaciones de habitats similares, donde zonas bien
conservadas y con alta diversidad floristica generan semillas de mejor calidad fisiolgica
(Duarte et al., 2017). La especie endémica Broughtonia cubensis, clasificada como
amenazada y colectada en el Parque Nacional Guanahacabibes mostré altos niveles de
viabilidad celular. Estos resultados respaldan su incorporacién al banco de germoplasma,
contribuyendo significativamente al programa de conservacién de especies endémicas y
en peligro desarrollado por el JBOS.

En el proceso de almacenamiento en banco de germoplasma la viabilidad de
las semillas de diferentes capsulas varfa considerablemente y en muchas especies de
orquideas disminuye durante el almacenamiento debido a cambios fisiol6gicos, como
acumulacién de sustancias inhibidoras como el acido abscisico (ABA), que inducen
dormancia secundaria y limitan la germinacién inicial del embrién (Magrini et al., 2019b).
Durante el almacenamiento prolongado, ademas, se activan procesos como la embriogénesis
somaclonal y la erosién genética del material resguardado (Johnson et al., 2011). Estudios
han demostrado que las semillas con siete afos de envejecimientonatural en banco de
germoplasma presentan un 0% de germinacién (Aguirre-Bolafos et al., 2017). Por lo
que es necesario realizar un monitoreo periédico de la calidad y viabilidad de las semillas
con pruebas de germinacién y analisis de la composicién lipidica, para conocer el grado
de envejecimiento (Franceschi et al., 2019). Otros autores han demostrado que, aunque
la viabilidad puede disminuir en muchas especies, en algunos casos es posible conservar
semillas de orquideas durante décadas, dependiendo de factores como el contenido graso
y la estructura del embrién (Francisqueti et al., 2024).

Los hallazgos de este estudio permiten delinear algunas recomendaciones clave
para fortalecer las estrategias de conservacién ex situ de orquideas nativas, entre las
que destacan: estandarizar protocolos de recoleccién y polinizacién considerando las
particularidades morfo-reproductivas de cada especie, y asi garantizar la alta calidad de
las semillas recolectadas (Chacén-Velasco et al., 2018).

Conservar también especies con baja viabilidad en casos criticos, como especies
endémicas extremadamente raras o amenazadas, mediante técnicas avanzadas como
crioconservacién o cultivo in vitro de embriones (Abdelnour-Esquivel y Vega, 2013).
Se reportan avances significativos en la criopreservacién de semillas o polen de los géne-
ros Dendrobium, Phalaenopsis, Cymbidium y Cattleya (Popova et al., 2016; Vendrame,
2018). En el caso de semillas de orquideas utilizadas para congelacién ultrabaja, la
desecacién y el uso de soluciones de vitrificacién de plantas (PVS) como crioprotectores
son pretratamientos clave para mantener la viabilidad (Popova et al., 2016; Wu et al.,
2016). Para estas especies, los mejores tratamientos para la desecacién de semillas implican
el secado al aire y el gel de silice (silicato de sodio). Recientemente, PVS2 (glicerol 30 %
+ etilenglicol 15% + dimetilsulféxido + sacarosa 0.4 M) se utilizé con éxito en Encyclia
cordigera, manteniendo la viabilidad de las semillas en 93.79% (Pereira et al., 2021).

Bajo el contexto de combinar pruebas de viabilidad celular con ensayos de
germinacién, el medio mas adecuado para germinar las semillas que se almacenan en
banco de germoplasma es el Knudson C, pues propicia la germinacién y, en contraste
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con Phytamax, potencia el proceso natural de desarrollo de cada plantula, lo que permite
diferenciar en forma normal sus estructuras (Jolman et al., 2022). La preservacién
conjunta de hongos micorricicos es crucial, pues proveen nutrientes esenciales para la
germinacién (abril, 2023).

Por altimo, priorizar areas de alta diversidad y conservacién, como la RBSR, como
fuentes estratégicas de germoplasma, es una prioridad para el desarrollo de la conservacién
ex situ en Cuba; ademas, los jardines botanicos y bancos de germoplasma desempefian
un papel fundamental como centros de custodia, reproduccién y educacién ambiental.
En particular, el JBOS se consolida como un espacio clave para la preservacién de la
diversidad orquideolégica cubana, integrando investigacién, conservacién y sensibilizacién
publica. Su labor, en coordinacién con redes nacionales e internacionales, es esencial para
enfrentar los desafios que plantea la crisis climatica, la pérdida de habitat y el comercio

ilegal de especies (Vigil et al., 2017).

Conclusiones

Este estudio demuestra la efectividad del uso de la prueba de tetrazolio para evaluar la
viabilidad celular en semillas de orquideas nativas de Cuba, contribuyendo a establecer
criterios técnicos para su conservacion ex situ.

De las 16 especies analizadas, 11 fueron incorporadas al banco de germoplasma del
Jardin Botanico Orquideario Soroa.

Las especies con viabilidad superior al 70% son candidatas 6ptimas para el
almacenamiento a largo plazo, mientras que aquellas con valores bajos, pero de alto valor
ecolégico o endémico, requieren estrategias complementarias como crioconservacién o
cultivo in vitro.

La Reserva de la Biosfera Sierra del Rosario destac6 como fuente clave de
germoplasma viable.
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