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  RESUMEN 
 

Laelia speciosa es una orquídea epifita endémica de México, sus 

poblaciones han disminuido considerablemente por colectas de plantas y 

deforestación de su hábitat. Se encuentra en la NOM-059-ECOL-2010 en 

categoría de Protección especial (Pr). Es una especie importante culturalmente 

hablando y su conservación ex situ es un factor clave para la subsistencia de esta 

especie. En el presente trabajo se analizó el comportamiento de latencia 

secundaria en semillas almacenadas a 25 y -196 ºC, en evaluaciones trimestrales 

durante un año, además se evaluó el efecto de crioprotectores durante la 

crioconservación de semillas en un periodo de 40 días. Para conocer el efecto de 

las diferentes condiciones se realizaron pruebas de viabilidad por germinación y 

tinción a través del método de Cloruro Trifenil Tetrazolio (CTT). El análisis de 

latencia evaluado a través de los porcentajes de germinación obtenidos durante 

diferentes periodos de almacenamiento, usando los valores de ambas 

temperaturas (25 y -196 ºC), registró diferencias significativas (P < 0.0001), se 

observó un patrón con alto porcentaje de germinación al inicio y a los 12 meses de 

almacenamiento (90.5 y 88.5, respectivamente) presentando valores bajos de a 

los 3,6 y 9 meses de 73.3 %, 58.4 % y 76.4 %, respectivamente. Estos valores 

contrastan en relación a los valores registrados en la prueba de CTT, donde no 

existió diferencias entre los cinco periodos evaluados y el valor más bajo de 

germinación registró 97.9 %. En relación al segundo objetivo, el uso de 

crioprotectores durante la crioconservación de semillas, fue altamente significativa 

(P < 0.0001) la interacción tiempo-tratamiento tanto en la viabilidad del CTT como 
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en la germinación asimbiótica. El control registró (sin la adición de crioprotectores) 

en el promedio de los cuatro tiempos, 98.6 % de viabilidad en CTT y 84 % en 

germinación, en relación al PVS2 con 89.8 % en CTT y 62.0 % en germinación, y 

al PVS3 con 68.5% en CTT y 49.9 % en germinación. En conclusión, las semillas 

de L. speciosa expresan latencia secundaria en los 3, 6 y 9 meses. Los 

crioprotectores registraron daño en la viabilidad de las semillas crioconservadas. 

Los valores bajos en el porcentaje de germinación en relación a los porcentajes de 

tinción con CTT deben estar relacionados a que la especie registra latencia 

secundaria.  

Palabras claves: Laelia speciosa, Latencia, Crioconservación, Viabilidad, 

Crioprotectores. 
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SUMMARY 

Laelia speciosa is an epiphyte endemic orchid of Mexico, their populations 

have decreased considerably by collections of plants and deforestation of its 

habitat. Is located in the NOM-059-ECOL-2010 in category of protection special 

(Pr). It is a species culturally speaking and conservation ex situ is a key factor for 

the survival of this species. This work analyzed the behavior of secondary 

dormancy in seeds stored at - 196 and 25 °C in quarterly evaluations a one year, 

also evaluated the effect of cryoprotectants during cryopreservation of seeds over 

a period of 40 days. To know the effect of the different conditions tested on the 

viability of sedes by germination and staining through the method of Triphenyl 

Tetrazolium Chloride (TTC). The analysis of dormancy evaluated through them 

percentages of germination obtained during different periods of storage, recorded 

significant differences (P < 0.0001), has observed a pattern with high percentage 

of germination at baseline and to the 12 months of storage (90.5 and 88.5 %, 

respectively), presenting a low values the 3, 6 and 9 months of 73.3%, 58.4% and 

76.4%, respectively. These values contrast in relation to the values recorded in the 

TTC test, where there were not differences between the five periods evaluated and 

the lowest germination value was 97.9%. In relation to the second objective, the 

use of cryoprotectants during the cryopreservation of sedes, was highly significant 

(P <0.0001) the time-treatment interaction in both TTC viability and asimbytic 

germination. In conclusion, seeds of L. speciosa express secondary dormancy at 

3, 6 and 9 months. Cryoprotectants recorded damage to the viability of 

cryopreserved seeds. The low values in the percentage of germination in relation 
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to the percentages of staining with TTC must be related to that the species 

registers secondary dormancy. 

Key words: Laelia speciosa, dormancy, cryopreservation, viability, 

cryoprotectants. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Dentro de la familia Orchidaceae se encuentra el género Laelia que es 

endémico de América donde tiene una amplia distribución que va desde México 

hasta Brasil (Rzendowski y Calderón, 2005). En México este género es 

considerado uno de los más importantes por producir unas de las flores más bellas 

y sobresalientes de la flora del país, que han sido utilizadas tradicionalmente por el 

pueblo mexicano con fines ornamentales y culturales (Halbinger y Soto, 1997). 

Dentro de este grupo encontramos a Laelia speciosa (H.B.K.) Schltr., especie 

epífita cuyas poblaciones naturales han registrado una notable disminución por la 

colecta ilegal de sus individuos y por la deforestación de los bosques que 

constituyen sus hábitats naturales (Santos et al., 2006), esta problemática la ha 

convertido en una especie vulnerable que se encuentra en la NOM-059-ECOL-

2010, en la categoría de Protección especial (Pr) (SEMARNAT, 2010) y en el 

Apéndice II del CITES (CITES, 2017). 

La conservación de las especies vegetales debería ser una prioridad, 

porque la extinción silenciosa derivada en la disminución o perdida de la variación 

genética y con ello una alta incidencia de endogamia, situación que en un futuro 

cercano podría impedir su conservación y establecimiento en su ambiente nativo 

(Heywood y Dulloo, 2005). La conservación in situ es el sistema más 

recomendado, debido a que la especie se mantiene en continua interacción con su 

medio y los organismos con los que se relaciona. Sin embargo, en los casos 
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donde no es posible controlar las diversas actividades antropogénicas, la 

conservación ex situ es una buena estrategia de conservación (Maxted et al., 

2013). 

Los bancos de germoplasma ex situ, de semillas ortodoxas, son una 

alternativa viable a considerar porque se puede preservar una alta variación 

genética y son fáciles de manejar con inversiones bajas y requieren de espacios 

reducidos por lo que han sido una herramienta exitosa para la conservación de 

algunas especies de orquídeas y otros grupos de plantas (Vendrame et al., 2014; 

Popova et al., 2016). Además, las semillas ortodoxas pueden soportar 

deshidratación por debajo de cuatro por ciento de humedad (Baccheta et al., 2008; 

Volis y Blecher, 2010) y temperaturas de -196°C y un tiempo de hasta por cientos 

de años de almacenamiento (Popova et al., 2016). Los métodos criogénicos han 

sido establecidos con éxito desde hace aproximadamente 50 años, lo que 

garantiza la conservación a largo plazo del germoplasma de especies en peligro 

de extinción, principalmente a temperaturas del nitrógeno líquido, -196 °C (Cruz-

Cruz et al., 2013). 

Muchas especies han experimentado cambios para poder sobrevivir en 

ambientes extremos o condiciones no óptimas, por lo que, a través de sus 

descendientes en forma de semillas manifiestan latencia, la cual, es la capacidad 

que presenta una semilla viable para no germinar durante un periodo de tiempo, 

aunque los factores físicos ambientales sean favorables para que ocurra la 

germinación (Baskin y Baskin, 2004). De acuerdo al tiempo en el que se presenta 

la latencia esta puede ser de dos tipos: (1) primaria, que se establece durante el 



3 
 

desarrollo y maduración de la semilla, y (2) secundaria, es caracterizada por 

presentarse en semillas maduras después de haber sido liberadas del fruto 

(Baskin y Baskin, 1980; Matilla, 2008). La latencia secundaria puede expresarse o 

no, y esto dependerá de que las condiciones para su germinación sean o no las 

adecuadas (Finch-Savage y Leubner-Metzger, 2006).  

En trabajos anteriores semillas de L. speciosa han mostrado durante 

evaluaciones periódicas que bajo condiciones de almacenamiento registran 

descenso en el porcentaje de germinación durante su conservación (Cornejo-

Gallegos, 2002; Durán-Mendoza, 2014), sin tener al momento una explicación 

clara de este comportamiento. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue 

determinar la latencia y viabilidad en semillas de Laelia speciosa durante su 

conservación a 25 y -196ºC, evaluados a través de la germinación asimbiótica y 

prueba de tinción con cloruro de tetrazolio y evaluar el efecto de los 

crioprotectores en semillas crioconservadas. 
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2. ANTECEDENTES 

2.1. Características de la especie de estudio. 

2.1.1. Clasificación taxonómica  

La clasificación taxonómica de L. speciosa según Dressler, 1982. 

Familia: Orchidaceae 

        Subfamilia: Epidendroideae 

               Tribu: Epidendreae 

                       Subtribu: Laeliinae 

                              Género: Laelia 

                                   Especie: Laelia speciosa (H. B. K.) Schltr. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Flor de Laelia speciosa (H. B. K.) Schltr. 
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2.1.2. Descripción botánica de Laelia speciosa (H.B.K.) Schltr. 1914. 

(Tomado de Halbinger y Soto, 1997).  

Es una planta epífita perenne de afinidad xerófila, presenta un rizoma con 

crecimiento horizontal ligeramente ascendente con relación al sustrato. Sus 

pseudobulbos son de globosos a ovoides, de color verde claro, cuya superficie es 

rugosa cuando son viejos, miden de 3-6 cm de largo y 1.5-4 cm de grosor, 

estrechamente agrupados, con una hoja terminal, rígida, raramente dos por 

pseudobulbo, lanceoladas elípticas, suculentas, verdes, en ocasiones teñidas de 

púrpura, ligeramente carnosas coriáceas, permanecen menos de 3 años, 

amplexicaules en la base, de 7.5-16 cm de longitud y 23.5 mm de ancho. La 

inflorescencia terminal es producida en el brote en desarrollo, racimosa, de 15-25 

cm de largo, con 1-2 raramente hasta 4 flores muy grandes y vistosas que miden 

de 10-16 cm de diámetro, muy abiertas con pétalos y sépalos de mismo tamaño, 

teñidos de color rosa o rosa púrpura, raramente son totalmente blancos, son 

lanceolados, agudos, de 5.5-8.5 cm de largo por 1-2 cm de ancho; labelo blanco 

con los márgenes frecuentemente coloreados con manchas y rayas púrpura 

variables que va de lila claro hasta obscuro, trilobado de 4-7 cm de largo por 3-5 

cm de ancho, lóbulos laterales oblongos, erectos, formando una garganta que 

rodea a la columna, con márgenes reflexos; los pétalos elíptico-rómbicos, agudos 

a subagudos, con margen ligeramente irregular frecuentemente recurvados, de 6-

9 mm de largo por 7-9 mm de ancho. Clinandrio con una protuberancia en el 

margen superior. Antera ovoide subcuadrada, 8-locular, de 5-6 mm de largo. 

Polinario con 8 polinios lateralmente comprimidos, triangular, subcuadrado, unidos 
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a caudículas granulosas. El Róstelo está formado por una lámina transversal de 4 

mm de ancho. Cavidad estigmática viscosa, brillante, de 5 mm de largo. Cápsula 

elipsoide, de 6 cm de largo y 2.5 cm de grosor.  

Las flores tienen una tenue fragancia semejante a violetas. Al igual que 

muchas otras orquídeas epífitas, esta especie tiene un período de crecimiento 

activo durante la temporada lluviosa de junio a octubre y un periodo de reposo el 

resto del año (Halbinger y Soto, 1997). 

La floración se presenta principalmente en mayo y junio, con el racimo 

emergiendo del nuevo brote en desarrollo (Halbinger y Soto, 1997). Las cápsulas 

tardan en madurar aproximadamente un año y las semillas se dispersan durante la 

temporada de secas en marzo y abril (Soto-Arenas y Solano-Gómez, 2007). 

2.1.3. Distribución y hábitat de Laelia speciosa (H.B.K.) Schltr. (Tomado 

de Halbinger y Soto, 1997). 

La distribución geográfica se encuentra restringida a algunas zonas de la 

sierra madre occidental y oriental, no presenta distribución continua, la zona más 

continua de distribución es la región lacustre de los estados de Michoacán, 

Guanajuato y Jalisco. También se han reportado poblaciones en los estados de 

Durango, Zacatecas, Aguascalientes, Querétaro, Hidalgo, San Luis Potosí y 

Tamaulipas. 

L. speciosa se ha encontrado casi siempre en encinares achaparrados y 

abiertos de Quercus deserticola, frecuentemente monoespecíficos. 

Ocasionalmente se le localiza en bosques con otras especies arbóreas 
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mezcladas, principalmente encinos (Q. laeta, Q. rugosa), enebros y pinos. Existen 

reportes de su presencia en matorrales xerófilos con Yucca. Los bosques donde 

se establece son notoriamente deciduos y es probable que esta especie, que 

florece cuando el bosque está sin hojas, dependa de estos bosques deciduos para 

que sus flores sean muy visibles a los polinizadores (Soto-Arenas y Solano-

Gómez, 2007). 

2.1.4. Nombres comunes y sinonimias  

2.1.4.1. Nombres comunes 

La orquídea L. speciosa es conocida comúnmente como: Flor de mayo, flor 

grande, flor de Corpus, tlacuxóchitl, deantzá en la lengua Purépecha, itzámahua 

(Purépecha), y chichiltictepetzacuxóchitl en lengua Náhuatl (Halbiger y Soto, 

1997). 

2.1.4.2. Sinonimias 

Como sinonimias se encuentran Bletia speciosa H. B. K. 1816, Bletia 

grandiflora (Llave & Lex). 1825 Laelia grandiflora (Llave & Lex.) Lindl., 1831, Laelia 

grandiflora var. alba Dimmock. 1901, Catlleya grahamii Lind. 1831, Laelia majalis, 

Lindl. 1840, Catlleya majalis (Lindl.) Beer. 1854, Laelia majalis alba Hort, 1906 

(Halbiger y Soto, 1997). 

2.1.5. Usos y estatus de L. speciosa 

Las flores de L. speciosa tienen un valor cultural importante en México, son 

utilizadas en celebraciones religiosas como día de “Corpus” y el día de las madres. 
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La venta ornamental en enormes cantidades de plantas completas son objeto de 

ventas ilegales en las calles y mercados de México (Halbinger y Soto, 1997; Soto-

Arenas y Solano-Gómez, 2007).  

Como la mayoría de las orquídeas en el país se encuentra en categoría de 

protección especial (Pr) en la NOM-059-ECOL-2010 (SEMARNAT, 2010) y en el 

Apéndice II de la CITES (CITES, 2017).  

2.2. Latencia de semillas 

La latencia, “dormancia” o letargo es la incapacidad de una semilla para 

germinar durante un periodo específico de tiempo, es debido a procesos 

evolutivos y que sucede con la finalidad de: servir como mecanismo de 

supervivencia y/o adaptación frente a ciertas condiciones ambientales 

(Temperatura, luz o potencial hídrico) poco favorables (Finch-Savage y Leubner-

Metzger, 2006). La latencia puede ser de tipo primaria o secundaria, esto va a 

depender de la capacidad germinativa de una semilla (Matilla, 2008). La latencia 

primaria o innata se desarrolla durante la maduración de la semilla en la planta 

madre, existen diversos factores responsables de esta latencia, la cual pueden 

ser: exógenos, endógenos y combinados (Hartmann y Kester, 1988). 

Las semillas que presentan la latencia exógena retrasan su germinación 

debido a ciertas propiedades físicas, químicas y mecánicas presentes en las 

cubiertas seminales causada por mecanismos como: la impermeabilidad al agua, 

impermeabilidad al intercambio de gases, resistencia mecánica o a la presencia de 

algunos inhibidores que se encuentran en las cubiertas (Hartmann y Kester, 1988). 
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La latencia endógena es determinada por las características anatómicas, 

morfológicas y fisiológicas del propio embrión (latencia embrionaria). En este caso, 

el embrión es durmiente en sí mismo, y es incapaz de germinar incluso si es 

aislado de la semilla y colocado en condiciones favorables (Hartmann y Kester, 

1988). La latencia endógena se clasifica en: Latencia morfológica, latencia 

fisiológica y latencia morfofisiológica (Baskin y Baskin, 2004). La latencia 

morfológica se presenta en semillas que no han desarrollado por completo el 

embrión, pueden ser embriones rudimentarios o embriones subdesarrollados o no 

desarrollados (Varela y Aranda, 2004). La Latencia fisiológica, se presenta en el 

interior de los tejidos debido a mecanismos fisiológicos inhibidores que impiden la 

germinación, dividiéndose en tres niveles: (A) superficial, la germinación es 

impedida por mecanismos fisiológicos inhibidores, por ejemplo, el ácido giberélico 

no promueve la germinación, (B) intermedia, se induce en las cubiertas de las 

semillas y los tejidos de almacenamiento circundantes y se requiere de un periodo 

de 2-3 meses en frio para romper la latencia, y (C) profunda, el embrión está 

incapacitado para poder germinar, y para que esto suceda se requiere de un 

periodo de enfriamiento (Baskin y Baskin, 2004; Varela y Aranda, 2004; Finch-

Savage y Leubner-Metzger, 2006). Latencia morfofisiológica, es la combinación de 

la latencia morfológica y fisiológica, y en semillas con este tipo de latencia el 

embrión requiere un periodo de tiempo para poderse desarrollar (Baskin y Baskin, 

2004). Esta latencia sólo podría eliminarse cuando existan factores que puedan 

provocar cambios en las características anteriores, tales como la estratificación a 

ciertas temperaturas, condiciones de iluminación, administración de sustancias de 

crecimiento, etc. (Varela y Arana, 2011; Ruíz, 2014).  
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Las semillas de algunas especies registran patrones de latencia secundaria, 

que es inducida cuando las semillas han sido separadas de la planta madre, y no 

reciben las señales necesarias para germinar, vinculando este comportamiento a 

condiciones ambientales desfavorables como la temperatura y el potencial hídrico 

que son factores determinantes para que las semillas germinen en el carácter de 

un ciclo anual de la latencia secundaria (Matilla, 2008).  

2.2.1. Latencia en orquídeas 

Las semillas de las orquídeas para poder germinar requieren principalmente 

de la simbiosis que establecen con un hongo, sin embargo, existen otros factores 

que determinan la geminación de las semillas y que se vinculan con la latencia 

(Rasmussen, 1995). Las semillas de las orquídeas cuentan con un espesor de una 

sola célula y carecen de una capa empalizada impermeable al agua que es una 

característica principal de la latencia fisiológica (Kaut et al, 2008), pero debido a 

que el embrión no tiene suficiente potencial de crecimiento para romper la testa se 

produce una inhibición de la germinación (Kaut et al., 2008). Un factor 

determinante en la latencia fisiológica en las semillas de las orquídeas es la 

temperatura y ocurre principalmente en especies epifitas de regiones templadas, 

esto deriva en que las semillas solo germinan hasta la estación apropiada cuando 

el hongo simbionte está activo (Baskin y Baskin, 1998). La latencia morfológica es 

difícil de caracterizar en semillas de orquídeas ya que existe un amplio desarrollo 

del embrión antes de la ruptura de la testa (Kaut et al., 2008), pero cuando no hay 

un desarrollo morfológico en el embrión en las semillas la germinación es 

retrasada se dice que existe una latencia morfológica (Baskin y Baskin, 1998).   
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2.3. Conservación de recursos fitogenéticos 

Los recursos fitogenéticos comprenden la diversidad genética de origen 

vegetal, y tienen un valor incalculable por su uso real o potencial para la 

alimentación, la agricultura, el uso ornamental, medicinal y forestal (FAO, 2010); 

sin embargo, su pérdida es un proceso irreversible que amenaza la estabilidad de 

los ecosistemas (Douma et al, 2016), por lo que la conservación de esta 

diversidad vegetal es esencial para el bienestar presente y futuro de la humanidad 

(Rao y Hodgkin, 2002).  

Para la conservación y protección de los recursos fitogenéticos existen las 

estrategias de conservación in situ y ex situ estas dos modalidades son 

complementarias y no se excluyen (Volis y Blecher, 2010). Permiten garantizar la 

conservación del patrimonio genético de las especies y sus poblaciones (Raven, 

2013) a través de la selección de la mejor estrategia tomando en cuenta la 

naturaleza de las especies para su protección (Cruz-Cruz et al., 2013). 

La conservación in situ implica una adecuada protección y gestión de las 

especies dentro de sus ecosistemas naturales (Nyadanu et al., 2016), de manera 

que se pueden preservar los procesos ecológicos y evolutivos que ocurren dentro 

del hábitat, esta estrategia es importante para proteger las especies silvestres y 

mantener sus poblaciones (Hammer y Teklu, 2008). Para salvaguardar y 

conservar cada uno de los componentes del ecosistema, se han establecido áreas 

naturales protegidas como los parques nacionales y las reservas ecológicas, sin 

embargo, dentro de estos espacios naturales o en áreas aledañas se llevan a cabo 

diferentes actividades humanas  que afectan la biodiversidad y no garantizan su 
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protección (Heywood y Duloo, 2005) por lo que esta medida de protección no es 

suficiente, debido a que en las áreas naturales protegidas se puede observar una 

continua destrucción y transformación de los hábitats derivada de diversos 

factores antropogénicos o ambientales que han reducido considerablemente las 

poblaciones naturales (Cruz-Cruz et al., 2013).  

Cuando la conservación in situ es difícil de realizar, la conservación ex situ 

constituye una herramienta esencial y posiblemente una última alternativa para 

conservar plantas en peligro de extinción fuera de sus hábitats naturales (Raven, 

2013). Existen diversas estrategias ex situ para la conservación de los recursos 

fitogenéticos como  los jardines botánicos, viveros, colecciones de campo 

(Bacchetta et al., 2008), bancos de semillas, polen y almacenamiento de tejidos 

(Volis y Blecher, 2010) que constituyen fuentes de material vegetal utilizado para 

la recuperación de especies amenazadas o en peligro de extinción, rehabilitación y 

restauración del hábitat, mejoramiento de cultivos, desarrollo de nuevos productos 

y una amplia variedad de estudios de investigación (Maunder et al., 2004). 

2.4. Clasificación de semillas 

Para una adecuada conservación de semillas, es muy importante tener en 

cuenta el tipo y de semillas que se quieren preservar. Las clasificaciones de las 

semillas dependen de la tolerancia a la perdida de humedad, las semillas se 

clasifican en ortodoxas y recalcitrantes (McDonald, 2004); las ortodoxas son 

tolerantes a la desecación (Kelamba y Pukacka, 2012; Berjak y Pammenter, 

2013), conservan su viabilidad por largo tiempo con bajos contenidos de humedad 
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(3-5 %) manteniendo su longevidad por largo tiempo y reduciendo su actividad 

metabólica (De Viana, et al., 2009). Según Harrington (1963) por cada 1 % de 

reducción en el contenido de humedad y por cada disminución de 5 °C en la 

temperatura, se duplica la vida de la semilla durante su almacenamiento. 

Las semillas recalcitrantes son de vida corta, no son tolerantes a la 

desecación ni al almacenamiento a bajas temperaturas (Walters et al., 2013) 

debido a que se caracterizan por presentar un alto contenido de humedad (40-80 

% de agua) (McDonald, 2004). La mayoría de las semillas recalcitrantes pierden 

su viabilidad una vez que se secan por debajo de su valor critico (40 % de 

humedad) (Delahaie et al., 2013), pero la sensibilidad a la desecación diferencial 

entre las semillas recalcitrantes de varias especies demuestra diferentes 

respuestas al régimen del secado, y algunas especies toleran un ligero grado de 

deshidratación (Pammenter y Berjak, 2013). 

2.5. Conservación ex situ de semillas de orquídeas 

La familia de las orquídeas presenta una gran diversidad de especies, se 

estima que existen entre 20,000 y 30,000 especies distribuyéndose alrededor del 

mundo con excepción de la Antártida, registrando una mayor diversidad en los 

trópicos (Hágsater et al., 2005). A pesar de su gran diversidad, las orquídeas 

están sujetas a diferentes amenazas dentro de su hábitat entre las que se 

encuentran la colecta ilegal y la pérdida y fragmentación de su hábitat natural por 

el cambio de uso de suelo y el cambio climático (Seaton et al., 2013; Vendrame et 

al., 2014), ocasionando que las poblaciones naturales disminuyan drásticamente. 
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 El manejo de semillas y la propagación de orquídeas se remonta a 

principios del siglo pasado estas actividades han permitido desarrollar estrategias 

de conservación ex situ, como el almacenamiento en bancos de semillas y el 

cultivo in vitro (Seaton y Pritchard, 2011; Popova et al., 2016). Los bancos de 

semillas ex situ han mostrado ser un sistema de conservación eficaz y viable para 

las orquídeas que asegura la conservación de la diversidad genética y facilitando 

la supervivencia de las semillas en condiciones adecuadas (Seaton et al., 2013). 

Para que las semillas almacenadas no pierdan su viabilidad y ésta se prolongue 

existen dos factores determinantes, disminución de la temperatura de 

almacenamiento y de la humedad de las semillas (Shoushtari et al., 1994). Los 

contenidos de humedad por arriba del 15 % (Robert, 1972) y el almacenamiento 

en temperaturas altas a partir 20 °C afecta la viabilidad de las semillas (Pritchard y 

Seaton, 1993). La mayoría de las semillas de orquídeas tienen un comportamiento 

ortodoxo (Neto y Custódio, 2005) soportan niveles bajos de humedad (< 6 %) y 

temperatura (< 4° C) (Seaton et al., 2013). 

2.6. Crioconservación 

La crioconservación es una estrategia de conservación ex situ de especies 

vegetales a través de tejido somático y por semilla (Engelmann, 2011), se define 

como el almacenamiento del material biológico a temperaturas ultra-bajas a partir 

de -130 °C (Engelmann, 2011; Popova et al., 2016) aunque comúnmente la 

temperatura almacenamiento más utilizada es a -196 °C , condición proporcionada 

por el nitrógeno líquido (NL), porque  detiene la división celular y algunas 

actividades metabólicas (Panis y Lambardi, 2005). Para este método se ha 
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reportado el uso de células, protoplastos, ápices, embriones somáticos, embriones 

cigóticos y semillas principalmente semillas ortodoxas (Rao, 2004; Engelmann, 

2011). El proceso de crioconservación es rápido, sencillo, no altera la estabilidad 

genética del material y conservando por periodos ilimitados de tiempo y reduce 

sustancialmente el esfuerzo que representan el mantenimiento de colecciones de 

germoplasma vegetal in vivo o in vitro (Pritchard y Nadarajan, 2008), al eliminar 

casi por completo la mano de obra y evitar los riesgos fitopatológicos y fisiológicos 

que habitualmente aparecen en el mantenimiento de los bancos de germoplasma 

vegetales  (Engelmann, 2011). 

2.6.1. Técnicas de crioconservación  

Las técnicas empleadas para la crioconservación difieren en sus 

mecanismos físicos; los hay de crioconservación clásicos y los basados en la 

vitrificación (Cruz-Cruz et al., 2013). 

2.6.1.1.  Métodos clásicos de crioconservación  

Estos métodos consisten en un proceso de congelación y deshidratación 

lenta el cual puede ser mediante congeladores programables, seguido por una 

inmersión rápida en NL. Durante el descenso lento de la temperatura la formación 

del hielo se genera en la zona extracelular, la cristalización externa promueve el 

flujo de salida de agua desde el citoplasma y vacuolas hacia el exterior de las 

células, donde finalmente se congelan (Engelmann, 2011), la membrana actúa 

como una barrera física evitando que los cristales de hielo entren al interior de la 

célula (Vendrame et al., 2014). Por lo tanto, la deshidratación de células 
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dependerá del pre-enfriamiento establecido antes de la inmersión en el NL. Los 

métodos clásicos consisten en varias etapas: en el pretratamiento del material con 

sustancias crioprotectoras, seguido por un congelamiento lento y controlando 

(aproximadamente 0.1 a 24.0 °C/min) (Rao, 2004; Engelmann 2011), el descenso 

debe ser lento hasta llegar a los -40 °C, para después sumergirse en NL. Este 

procedimiento ha resultado más eficiente con unidades pequeñas de morfología 

uniforme como protoplastos, células en suspensión y callos, y menos eficiente con 

unidades mayores como embriones cigóticos, embriones somáticos y brotes 

(Abdelnour y Alvarado-Ulloa, 2013). 

2.6.1.2. Métodos de vitrificación 

Los procedimientos basados en la vitrificación implican eliminar de la mayor 

parte del agua congelable en las células mediante la deshidratación osmótica por 

agentes crioprotectores, seguido por un enfriamiento rápido (Engelmann, 2001; 

Rao, 2004), es el resultado de la vitrificación definida como la transición vítrea de 

la solidificación de un líquido a un sólido amorfo (Fahy et al, 1984). Estos 

procedimientos son apropiados para los órganos complejos como los meristemos 

apicales y los embriones, que contienen una gran variedad de tipos de células que 

presentan requerimientos específicos. Al excluir el uso de un régimen de 

enfriamiento lento, los procedimientos basados en la vitrificación son 

operativamente más sencillos que los clásicos y tienen, por consiguiente, un 

mayor potencial de uso, y solo requieren pequeñas modificaciones para los 

diferentes tipos de células donde se necesitan de soluciones crioprotectoras, que 
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inhiben la nucleación e iniciación del hielo a temperaturas bajas (Engelmann y 

González-Arnao, 2013).  

La clave de éxito en los procedimientos de vitrificación implica la 

deshidratación con mezclas de las sustancias clasificadas como crioprotectoras, 

que penetran las células para contribuir con en el equilibrio osmótico 

incrementando la viscosidad y remplazando las moléculas de agua, estas 

sustancias ejercen un efecto protector que aumenta la osmolaridad celular 

disminuyendo el punto de congelación (Kim et al., 2009). Las mezclas 

vitrificadoras para plantas son conocidas como PVS (por sus siglas en inglés: plant 

vitrification solutions), conformadas por sustancias como glicerol, el 

dimetilsulfoxido (DMSO), etilenglicol y la sacarosa (Engelmann y González-Arnao, 

2013). Entre estas mezclas se reportan el PVS2 (30 % de glicerol (w/v), 15 % 

Etilenglicol (w/v), 15 % dimetilsulfoxido (DMSO w/v) y 0.4 M sacarosa) designada 

por Sakai y col. en 1990 para la congelación de callos de cítricos, y el PVS3 (50 % 

de glicerol (w/v) y 50% de sacarosa (w / v)) descrito por Nishizawa et al. (1993) 

para la congelación de wasabi, espárragos y ápices de ajos (Kim et al, 2009; Sakai 

et al., 2008). 

Existen diversos métodos a seguir para desarrollar la vitrificación los cuales 

han contribuido a la crioconservación exitosa de diversos tejidos en plantas: 

deshidratación, precultivo, precultivo-deshidratación, encapsulación-

deshidratación, vitrificación, encapsulación-vitrificación, crio-lamina y gota-

vitrificación (Cruz-Cruz et al., 2013; Engelmann y González-Arnao, 2013). 
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2.6.1.2.1. Deshidratación 

Es el método más simple consiste en la deshidratación del explante y 

semillas, para después congelarlos por inmersión rápida en NL. La deshidratación 

generalmente se lleva a cabo en una cámara de flujo laminar con aire estéril o en 

sílica gel (Bajaj, 2013). Se utiliza principalmente con embriones cigóticos extraídos 

de semillas y es aplicado en gran número de especies recalcitrantes e 

intermedias. La supervivencia óptima obtenidas se presenta cuando las muestras 

se congelan con un contenido de agua entre el 10 y 20 % (Engelmann, 2011). 

2.6.1.2.2. Precultivo-Deshidratación 

Es la combinación del precultivo y la deshidratación, en este procedimiento 

el precultivo con crioprotectores va antes que la deshidratación y una inmersión 

rápida en NL, esta técnica es usada para la crioconservación de cultivos 

meristemáticos cultivos poliembriónicos, semillas pequeñas, embriones cigóticos o 

ejes embrionarios extraídos de las semillas (Cruz-Cruz et al., 2013; Engelmann y 

González-Arnao, 2013) 

2.6.1.2.3. Encapsulamiento-deshidratación 

Método basado en la tecnología desarrollada para la producción de semillas 

sintéticas, es decir, la encapsulación de los explantes en perlas de alginato de 

calcio, los explantes encapsulados son precultivados en medio líquido con alta 

concentración de sacarosa y parcialmente deshidratados en cámara de flujo 
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laminar o sílica gel, hasta alcanzar aproximadamente 20 % de agua, antes de la 

exposición en nitrógeno líquido (NL) (Bajaj, 2013).  

Encapsular los explantes permite la exposición a los tratamientos extremos 

incluyendo el precultivo con altas concentraciones de sacarosa y la desecación a 

contenidos de humedad bajos que serían altamente dañinos o letales para 

muestras que no se han encapsulado. Debido a la extrema desecación de los 

explantes, la mayoría del agua congelable se elimina de las células, y la 

vitrificación de solutos internos se lleva a cabo durante la exposición rápida a NL, 

evitando así la cristalización de hielo intracelular letal (Engelmann, 1997). Este 

procedimiento es efectivo para la conservación de ápices de numerosas especies 

tropicales, células en suspensión y embriones somáticos (Engelmann, 2011).  

2.6.1.2.4. Vitrificación  

Esta técnica consiste en un procedimiento breve, el cual se denomina 

“tratamiento de carga” en donde se utiliza una mezcla de 0.4 M de sacarosa + 2 M 

de glicerol (González-Arnao y Engelmann, 2013), seguido por la deshidratación 

con soluciones concentradas crioprotectoras (PVS), y congelamiento rápido en NL 

para alcanzar un estado de vitrificación de los solutos internos (Abdelnour y 

Alvarado-Ulloa, 2013), posteriormente se les da una descongelación y un lavado 

de los crioprotectores con una solución de sales minerales en un medio de cultivo 

y suplementado con 1.2 M de sacarosa (González-Arnao y Engelmann, 2013). 

Esta técnica ha sido desarrollada para ápices, células en suspensión y embriones 

somáticos de diferentes especies (Cruz-Cruz et al., 2013). 
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2.6.1.2.5. Encapsulación-vitrificación 

Este método se desarrolló para tratar un gran número de especies 

subtropicales las cuales no respondían bien al uso de la encapsulación-

deshidratación ni vitrificación por si solas (Sakai et al., 2008). Es una combinación 

en el recubrimiento con alginato de calcio y la vitrificación. Proporciona ventajas de 

recuperación en comparación a la vitrificación o a la encapsulación por si solas 

(Scocchi y Rey, 2004). 

2.6.1.2.6. Crio-lámina 

Consiste en la encapsulación con una capa fina de alginato de calcio que se 

gelifica en una superficie de lámina de papel de aluminio inmovilizando los tejidos, 

seguido de una inmersión rápida en el NL (Engelmann y González-Arnao, 2013). 

2.6.1.2.7. Gota-vitrificación 

Es un sistema reciente en crioconservación (Sakai y Engelmann, 2007), se 

ha aplicado con gran éxito en gran número de especies. Se utilizan principalmente 

en ápices que son tratados previamente con una solución vitrificadora, donde se 

colocan gota a gota en una lámina de aluminio y se congela rápidamente en NL 

(Engelmann, 2011). 

2.6.2. Crioconservación de orquídeas 

La crioconservación es un método adecuado para el almacenamiento a 

largo plazo de material genético en orquídeas, se han utilizado varios órganos de 

las plantas incluyendo embriones somáticos (Ishikawaa et al., 1997) semillas 
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(Hirano et al., 2009), protocormos (Thammasiri, 2008, Vendrame y Faria, 2011), 

polen (Vendrame et al., 2008) y células suspendidas (Tsukazaki et al., 2000). 

Existen diferentes trabajos en crioconservación de semillas de orquídeas 

utilizando la técnica de deshidratación simple de semillas: Nikishina et al., (2001) 

utilizaron esta técnica en las orquídeas tropicales: Angraecum magdalenae, 

Trichopilia tortilis, Calanthe vestia, Calante corey, Encyclia cochleata y en semillas 

híbridas de Miltonia flavesvens x Brassia longissima y después de un mes de 

almacenamiento en NL obtuvieron germinaciones de 80, 90, 69, 90, 100 y 100 %, 

respectivamente. En la especie terrestre Bletilla formosa, las semillas fueron 

deshidratadas en sílica gel y almacenadas en el nitrógeno líquido por 24 h, se 

registró 89.9 % de viabilidad por tinción con tetrazolio (CTT) y 76.8 % por el 

método de germinación, y por el método de vitrificación por 1 y 3 h con el 

crioprotector PVS2 con inmersión en nitrógeno líquido registraron un porcentaje de 

viabilidad de 58.1 y 62.4 %, respectivamente (Wu et al., 2013). Hu et al., (2013), 

almacenaron semillas en nitrógeno líquido de esta misma especie, en presencia 

de PVS2 registrando un 91 % de germinación al año de crioconservadas. Semillas 

de Pheius tankervilleae almacenadas en NL por el método de vitrificación durante 

un máximo de 12 meses registró 71 % de viabilidad por CTT y 61 % de 

germinación (Hirano et al, 2009). Abdelnour y colaboradores (2013), 

crioconservaron semillas utilizando PVS2 y una inmersión en NL de 60 min, 

registraron germinaciones de 18.65 % en Guarianthe skinneri, 74% en Sobralia 

sp., 43.9% en Warscewizcella discolor, 0.27 % en Epidendrum sp. y 73.33 % en 

Lycaste tricolor. Surenaski et al. (2012) utilizaron el método de encapsulación-
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deshidratación en semillas inmaduras de Cyrtopodium hastchbachii Pabst, y las 

sumergieron durante 120 min en NL obteniendo un 64 % de germinación. 

En semillas maduras de híbridos de Dendrobium, por el método de 

vitrificación con PVS2 se obtuvieron germinaciones de 63.8% en Sena Red, 50.3% 

en Mini WRL, 51.2 % en Jaquelyn Thomas y 47.2 % en BFC Pink (Vendrame et 

al., 2007). En semillas maduras de Dendrobium Swartz hibrido “Dong Yai” registró 

79 % crioconservadas con PVS2 modificado con floroglucinol y 3.1 % en control 

sin presencia de crioprotectores (Galdiano et al., 2012). En semillas 

crioconservadas de Oncidium flexuosum obtuvieron 91 % de germinación en el 

control (sin crioprotectores) y de 68 % en el PVS2 con 1 % de floroglucinol 

(Galdiano et al., 2013). 

En semillas de Vanda coeruleta almacenadas en NL por 0 y 100 min por el 

método de vitrificación con PVS2 obtuvieron una germinación de 53% y 74 % 

respectivamente (Thammasiri y Soamkul, 2007). En Vanda tricolor, la germinación 

de las semillas criopreservadas aumentó rápidamente con el aumento del período 

de deshidratación y alcanzó un máximo de aproximadamente 13.6 % cuando se 

expuso a la solución de PVS2 durante 180 min y luego la germinación disminuyó a 

7.9 % a los 210 min (Jitsopakul et al., 2012). En semillas crioconservadas con un 

tiempo de exposición en PVS2, de 0 a 3 h, mostró un efecto positivo sobre la 

germinación y viabilidad de las semillas de Coelogyne dayanum (Hakim et al., 

2014). 
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2.7. Viabilidad de semillas de orquídeas 

Existen diversos métodos para medir la viabilidad de las semillas de 

orquídeas y otras especies (Milošević et al., 2010), pero los más utilizados son: los 

métodos de germinación asimbiótica y tinción con tetrazolio. 

2.7.1.  Germinación asimbiótica 

La germinación de semillas en estado silvestre tiene algunas limitaciones 

como la poca reserva de nutrientes por lo cual, es necesario que se establezcan 

asociaciones simbióticas con micorrizas (Arditti, 2008). Noël Bernard (1904) 

descubrió la necesidad del establecimiento de una asociación de simbiosis de las 

semillas con un hongo para que ocurra su germinación (Selosse et al., 2011), pero 

en 1922 Lewis Knudson desarrolló una técnica de germinación asimbiótica in vitro 

en semillas de orquídeas mediante la adición de azúcar y minerales al medio de 

cultivo (Mc Kendrik, 2000). La germinación asimbiótica representa un sistema ideal 

para estudiar la viabilidad de semillas, el crecimiento y desarrollo plántulas de 

orquídeas (Kauth et al., 2008). 

2.7.2. Método de viabilidad por tinción con Tetrazolio 

El método de viabilidad por tetrazolio es una reacción bioquímica que 

diferencia las semillas vivas de las muertas basándose en la actividad de las 

enzimas respiratorias en las semillas. Tras la hidratación de la semilla, la actividad 

de las enzimas deshidrogenasas aumenta, dando como resultado la liberación de 

iones hidrógeno, lo que reduce la solución de sal de tetrazolio incoloro (cloruro de 



24 
 

2,3,5-trifenil tetrazolio) en un compuesto químico llamado formazan que tiñe las 

células vivas con un color rojo mientras que las células muertas permanecen 

incoloras (Milošević et al., 2010). La viabilidad de las semillas se interpreta de 

acuerdo con el patrón de tinción de los tejidos de la semilla. a través de reducción 

en las células vivas al tomar el hidrogeno liberado por las enzimas 

deshidrogenasas formando una sustancia roja que tiñe las células vivas (ISTA, 

1996). La tinción es utilizada con mayor frecuencia que el conteo de germinación, 

porque es un método más directo para medir la viabilidad (Milošević et al., 2010). 

Este método de tinción es utilizado en semillas de orquídeas para determinar el 

porcentaje de semillas con embriones viables (Hasomi et al., 2011; Lallana y 

García, 2013), y es reconocido por International Seed Testing Associacion 

(Hartman y Kester, 1983), algunas semillas de orquídea poseen algún tipo de 

latencia y la prueba de tetrazolio ayuda a determinar las semillas con embriones 

viables, aunque estos estén durmientes (Rasmussen, 1995).  
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3. JUSTIFICACIÓN 

Laelia speciosa (Orquídea) endémica y en peligro de extinción, ubicada 

bajo protección especial en la NOM 059, debido a la colecta de plantas silvestres y 

a la deforestación. Las semillas son una alternativa idónea para establecer líneas 

de conservación, sin embargo, por ser una especie poco estudiada es necesario 

investigar sobre su fisiología: germinación, viabilidad y latencia, además de 

aspectos de conservación: crioconservación, uso y efecto de los crioprotectores. 

Por lo anterior, el presente trabajo usó dos métodos de evaluación de viabilidad, 

método de Tetrazolio y el de germinación asimbiótica para conocer la latencia de 

semillas durante un año de conservación. También fue necesario conocer el efecto 

de los crioconservadores PVS2, PVS3 comparándolos con el control, en cuatro 

evaluaciones a lo largo de 40 días de conservación, ya que en repetidas 

ocasiones se reporta que los crioprotectores permiten mejorar la respuesta o 

soportar las bajas temperaturas, sin embargo, existen otros que indican que 

pueden ser tóxicos aun cuando están almacenados en nitrógeno líquido. El 

experimentar con la especie en cuestión puede permitir que un proceso de 

conservación tenga éxito o fracase con el trascurso del tiempo.   
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4. OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

 Determinar si existe latencia secundaria en semillas de L. speciosa durante 

un año de almacenamiento a -196 y 25 °C, y evaluar la viabilidad en 

semillas crioconservadas (-196 °C) con y sin crioprotectores durante 40 

días. 

Objetivos particulares 

 Evaluar la latencia secundaria en semillas de Laelia speciosa almacenadas 

por (0, 3, 6, 9 y 12 meses), bajo condiciones de dos temperaturas -196 y 25 

°C a través de la prueba de viabilidad por el método de Cloruro Trifenil 

Tetrazolio (CTT) y germinación asimbiótica.  

 Evaluar el efecto de los crioprotectores PVS2 y PVS3 en las semillas de L. 

speciosa almacenadas en nitrógeno líquido por 1, 7, 20 y 40 días, mediante 

pruebas de viabilidad por el método de tinción con CTT y germinación 

asimbiótica.  
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

La presente investigación se realizó en el Laboratorio de Biotecnología y 

Genética Vegetal del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales, de la 

Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo en la ciudad de Morelia 

Michoacán. 

5.1. Material biológico  

Para la obtención de semillas de Laelia speciosa se colectaron seis frutos de 

plantas diferentes y de polinización libre que estaban en poblaciones silvestres 

ubicadas en los alrededores del lago de Pátzcuaro, después se transportaron al 

laboratorio donde se procedió a la separación, limpieza, etiquetado, deshidratación 

y almacenamiento de semillas.  

5.2. Deshidratación de semillas 

Una vez obtenidas las semillas, se tomaron cuatro muestras al azar de 0.5 

g para estimar el porcentaje de humedad, el resto de las semillas de cada fruto se 

separaron en dos unidades para iniciar la deshidratación dentro de un desecador 

con 500 g de sílica gel con indicador azul de ausencia de humedad y 

posteriormente almacenarse a 25 y -196 °C. Las semillas permanecieron en el 

desecador hasta alcanzar 4 % de humedad, siendo ésta valorada a través de la 

prueba de ISTA que se describe posteriormente.  
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5.3. Contenido de humedad 

Las cuatro muestras de 0.5 g tomadas se deshidrataron dentro de un horno 

de secado (Marca, País), que se mantuvo a una temperatura de 104°C durante 24 

h. El contenido de humedad de las semillas se calculó a través de la prueba de 

ISTA (ISTA, 2014), para la que se utilizó la siguiente fórmula: 

 

                              Peso fresco – Peso seco 
Humedad (%) = ---------------------------------------- X 100 
                                              Peso fresco 

 

5.4. Evaluación de la latencia en semillas de L. speciosa 

La evaluación de la latencia se realizó a través de pruebas directas de 

germinación asimbiótica in vitro y de tinción con Cloruro de Trifenil Tetrazolio 

(CTT) donde se utilizaron las semillas que fueron previamente deshidratas y 

almacenadas a 25 °C las pruebas se realizaron en los periodos de 

almacenamiento de 0, 3, 6, 9 y 12 meses y 3, 6, 9 y 12 meses para las de -196°C. 

Posteriormente se evaluó la viabilidad realizando. 

5.5. Evaluación de la viabilidad de las semillas a través del método de 

tinción con Cloruro de Trifenil Tetrazolio (CTT) 

La prueba de viabilidad realizada a través del método de tinción con CTT se 

aplicó por separado a muestras de semillas tomadas de los diferentes tratamientos 

de temperatura y almacenamiento previamente establecidos. Por cada muestra se 

adicionó una solución al 0.1% de CTT con dos gotas de Tween 20. Las semillas se 
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incubaron en la solución por 48 h a 25°C y oscuridad. Después de 48 h de cada 

fruto se separaron cinco submuestras de aproximadamente 100-200 semillas, y se 

colocaron en cajas de Petri independientes con papel milimétrico al fondo para 

poder contar las semillas teñidas y las no teñidas, las observaciones se hicieron 

con ayuda de un microscopio estereoscópico (Carl Zeiss) a 2x. 

5.6. Evaluación de la germinación asimbiótica de las semillas de L. 

speciosa 

Para la evaluación de germinación asimbiótica in vitro de diferentes 

tratamientos de temperatura y periodo de almacenamiento se sembraron las 

semillas de cada uno de los frutos en cajas de Petri con medio ER (Arditti, 1982). 

Se realizaron cinco repeticiones por cada fruto, tiempo y temperatura de 

almacenamiento, haciendo un total de 45 muestras. Las cajas de Petri con 

semillas se incubaron con intensidad lumínica de 1,500 lux, temperatura de 25 °C 

y fotoperiodo de 16 h luz por un periodo de 30 días. 

5.6.1. Siembra y desinfección de las semillas 

Las semillas de L. speciosa se desinfectaron colocándolas dentro de un 

sobre de papel filtro que fue inmerso en una solución de 200 ml de hipoclorito de 

calcio al 3.5 % adicionada con dos gotas de Tween 20 durante 20 min, 

posteriormente, dentro de una campana de flujo laminar, las semillas se 

enjuagaron tres veces con agua estéril, y fueron sembradas en cajas de Petri (15 x 

100 mm) estéril, con 30 ml de medio de cultivo ER (Anexo 1). 
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5.7. Crioconservación de semillas de L. speciosa. 

Para la crioconservación las semillas fueron obtenidas a partir de una 

mezcla de cinco frutos dehiscentes, previamente deshidratadas al 4 % de 

humedad, utilizando aproximadamente 0.5 g de semilla por muestra y depositadas 

en su respectivo criovial de 2 ml. Los tratamientos utilizados para la 

crioconservación fueron: control (semillas únicamente deshidratadas en sílica gel 

sin crioprotector), PVS2 y PVS3 en diferentes días de almacenamiento (1, 7, 20, 

40 días). 

5.7.1. Adición de crioprotectores 
 

A las semillas almacenadas con sustancias crioprotectoras se les adiciono 

1.8 ml de solución osmoprotectora (glicerol 2M + sacarosa 0.4M) durante 20 min a 

25 °C. Posteriormente la solución fue retirada y se adicionó la solución vitrificante 

correspondiente, PVS2 (Glicerol 30 % + Etilenglicol 15% + dimetilsulfoxido +0.4 M 

sacarosa) o PVS3 (Glicerol 50 % + sacarosa 50 % al 0.4 M) colocándose en hielo 

a 0 °C por 30 min. 

5.7.2.  Almacenamiento en nitrógeno líquido (NL) 

Los crioviales con semillas de los tres tratamientos (Control, PVS2 y PVS3) 

se introdujeron por inmersión rápida en el NL, y permanecieron durante 1, 7, 20 y 

40 días. 

Una vez que pasó el tiempo correspondiente de almacenamiento en NL, los 

crioviales con semillas de los tratamientos PVS2 y PVS3 se descongelando en 

baño María a 40 °C por 3 minutos para poder retirar las soluciones crioprotectoras 
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y posteriormente se llevó a cabo el enjuague de las semillas con el medio líquido 

ER. 

5.7.3. Medición de la viabilidad por el método de CTT. 

De las semillas criocoservadas se tomaron cinco muestras por tratamiento y 

tiempo de almacenamiento para cuantificar la viabilidad por el método de CTT al 

0.1 %, (5 muestras X 3 tratamientos X 4 tiempos = 60 muestras en total). 

5.7.4. Medición de la germinación. 

Para la medición de la germinación asimbiótica se tomaron muestras de las 

semillas crioconservadas y se sembraron en cajas de Petri con medio ER, 

realizando cinco repeticiones por tratamiento (Control, PVS2, PVS3) y tiempos de 

almacenamiento (1, 7, 20, 40 días) (5 muestras X 3 tratamientos X 4 tiempos = 60 

muestras en total).  

5.8. Análisis estadístico 

En el análisis de las semillas almacenadas a 25 y -196º C evaluadas en los 

distintos tiempos a lo largo de 12 meses de almacenamiento y en la evaluación al 

uso y ausencia de crioprotectores en su almacenamiento en NL, los porcentajes 

de viabilidad por el método de CTT y germinación asimbiótica se transformaron 

arcsen para la realización de un análisis de varianza (ANOVA) factorial 

individualmente y con un diseño totalmente al azar. La separación de medias se 

registró a través de una prueba de Tukey al 95 % de confianza. Se usó el paquete 

estadístico SAS 9.1 (2006) 
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6. RESULTADOS Y DISUSIÓN 

6.1. Latencia secundaria de semillas de Laelia speciosa  

De acuerdo a un Análisis de Varianza donde se evaluó la viabilidad por 

método de tinción con CTT de las semillas de L. speciosa, durante su 

almacenamiento por 0, 3, 6 ,9 y 12 meses en 25 y -196 °C no registró diferencias 

significativas entre los periodos de tiempo de almacenamiento, las temperaturas y 

en la interacción de ambos factores. Mientras que para la germinación presentó 

diferencias significativas entre los periodos de tiempo de almacenamiento (Cuadro 

1). 

 

Cuadro 1. Análisis de varianza de la germinación prueba de viabilidad CTT en 

semillas de Laelia speciosa almacenadas a 25 y -196°C durante diferentes 

periodos. 

Fuente GL Cuadrados medios  

  Germinación 
asimbiótica 

Viabilidad 
CTT 

Tiempo de 

almacenamiento 

4 1.29 ** 03.40 NS 

Temperatura 1 0.01 NS 24.26 NS 

Tiempo de 

almacenamiento/Temperatura 

3 0.014 NS 04.30 NS 

** < 0.0001 

NS No significativo 
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El análisis de Tukey realizado entre los diferentes tiempos de 

almacenamiento mostró que para los tiempos de almacenamiento de 0 y 12 

meses se registró un porcentaje de germinación de 90.5, y de 88.5, 

respectivamente, en ambas temperaturas evaluadas (25 y -196 °C), siendo estos 

valores superiores a los promedios registrados a 3, 6 y 9 meses, observando el 

mayor descenso significativo a los 6 meses con un promedio de 58.42 % de 

germinación de ambas temperaturas sin embargo (Figura. 2). Por lo tanto, los 

resultados registrados para la germinación asimbiótica en amabas temperaturas 

de almacenamiento no mostro diferencia significativa (Anexo 2). El descenso del 

porcentaje de germinación entre los meses intermedios de un año en relación al 

momento de la dehiscencia y 12 meses de almacenamiento a través de la 

germinación asimbiótica ya había sido reportado para esta especie en 

temperaturas de almacenamiento de 6, -20 y -80 °C (Cornejo-Gallegos, 2002; 

Durán-Mendoza, 2014).  
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Figura 2. Promedio de germinación ± DE en semillas de Laelia speciosa durante 
su almacenamiento a 25 °C y -196 °C durante 0, 3, 6, 9 y 12 meses.  

*Letras iguales significan sin diferencia significativa con un 5% de confiabilidad por análisis de Tukey. 
DE=desviación estándar 

 

 

Figura 3. Promedio de la viabilidad ± DE en semillas de L. speciosa evaluada por 
el método de CTT en su almacenamiento a 25 °C y -196°C en 0, 3, 6, 9 y 
12 meses.  

*Letras iguales sin diferencia significativa con un 5% de confiabilidad por análisis de Tukey 

DE=desviación estándar 
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6.1.1. Análisis comparativo de la viabilidad por CTT y la germinación 

asimbiótica de semillas.  

La respuesta registrada por ambos métodos; viabilidad por CTT y 

germinación asimbiótica muestran una clara diferencia en la variación en los 

porcentajes de germinación en relación a los valores constantes y altos por el 

método de tinción, lo cual permite distinguir entre semillas vivas mediante la 

coloración roja por una reacción de oxidación y reducción que realizan las células 

vivas (Poulsen et al., 2006) y que al no germinar pueden estar mostrando un 

comportamiento de latencia secundaria en relación a lo registrado por el método 

de tinción (Figura.3). Hay que considerar que la prueba de CTT se ha utilizado con 

éxito para la evaluación de la viabilidad a través de la tinción de los embriones, 

correlacionando éstos con porcentajes de germinación después del 

almacenamiento (Singh, 1981; Shoushtari et al., 1994). Comportamiento similar se 

reportó en semillas de Phaius tankervilleae (Orchidaceae) almacenadas a 4 °C 

durante seis meses, registrando 69 % de viabilidad con el CTT, en relación a los 

7.9 % en el proceso de geminación, donde atribuyeron la latencia secundaria a 

cambios fisiológicos como acumulación de sustancias inhibidoras (Hirano et al., 

2009). En semillas de Arabidopsis thaliana (Brassicaceae) donde la latencia 

secundaria la reportan en ciclos estacionales, la atribuyen a la relación ácido 

giberelico y ácido abscisico (Auge, et al., 2015; Ibarra et al., 2015).  
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En semillas de Ambrosia artemisiifolia L. (Asteraceae) se registró latencia 

secundaria en observaciones in situ en ciclos anuales de verano (Baskin y Baskin, 

1980), atribuyéndo esto a la temperatura, la luz y, posiblemente el potencial 

hídrico del suelo entre los factores más importantes (Matilla, 2008). En relación a 

nuestra especie en estudio, las semillas de L. speciosa muestran una latencia 

secundaria bajo condiciones controladas, en dos lotes de temperatura (25 y -

196ºC) y 4% de humedad dentro de las semillas, factores que permanecieron 

constantes y no afectó su viabilidad al finalizar el año, la activación de la latencia 

puede estarse dando desde inicio de la colecta y su proceso de deshidratación 

hasta antes de su almacenamiento, con la posible activación de los fitocromos 

responsables en regular la germinación de las semillas cuando las condiciones 

naturales no son adversas (Fankhauser, 2001). Este fenómeno que no se ha 

estudiado en ciclos de un año y que puede ser un comportamiento innato de esta 

y otras especies al permanecer latente si las condiciones de germinación no son 

las idóneas. En su ambiente L. speciosa se caracteriza por ser de condición 

xerófila y que las semillas se liberan al inicio de las lluvias, con un descenso de la 

temperatura y la humedad en el periodo invernal (Halbinger y Soto 1997). 

Los resultados se fortalecen con los trabajos previos en esta misma 

especie, en relación al comportamiento similar sobre el descenso del porcentaje 

de germinación en los meses 3 a 9 meses en semillas almacenadas a 25, 6, -20 y 

-80 ºC (Cornejo-Gallegos, 2002; Durán-Mendoza, 2014).  
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6.2. Crioconservación de semillas de Laelia speciosa  

En las semillas crioconservadas de L. speciosa el tiempo de 

almacenamiento, el tipo de crioprotector y la interacción de ambos influyeron 

significativamente (P < 0.0001) en la viabilidad por CTT y germinación asimbiótica 

de semillas (Cuadro 2).  

Cuadro 2. Cuadrados medios del análisis de varianza del porcentaje de 

germinación y tinción en CTT en semillas de L. speciosa crioconservadas 

con diferentes crioprotectores durante 1, 7, 20 y 40 días de almacenamiento 

en NL. 

Fuente G.L Cuadrados medios  

  Viabilidad CTT 
Germinación 
asimbiótica 

Tiempo 3 0.04 ** 0.37 ** 

Crioprotectoresᵃ 2 1.14 ** 1.19 ** 

Tiempo/Crioprotectores 6 0.05 ** 0.07 ** 

** < 0.0001 
ᵃ Tratamientos de almacenamiento (PVS2, PVS3 y Control) 
 

Las semillas del tratamiento control registraron un 98.4 % de viabilidad con 

CTT para el día 1, estadísticamente similares a las almacenadas los días 7, 20 y 

40 días, valores estadísticamente superiores a los tratamientos con solución 

crioprotectora (Cuadro 3). El uso del PVS2 mostró una reducción estadísticamente 

significativa de 88.3 % de viabilidad con CTT para el día 1 en comparación al 

control, sin diferencias entre los 7, 20 y 40 días de almacenamiento. Para las 

semillas que se les adicionó PVS3 registraron una reducción significativa de 39 % 

en la viabilidad del día 1 una en comparación con el día 40 encontrando 
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diferencias entre cada uno de los días de almacenamiento 1, 7, y 20 (Cuadro. 3, 

Anexo. 3). 

Cuadro 3. Efecto de los crioprotectores en la viabilidad con CTT y tasa de 

germinación en semillas crioconservadas de L. speciosa. 

 

Tratamiento 
Almacenamiento 
(días)  

Viabilidad 
  (CTT %) 
    ± d.e. 

Germinación 
asimbiótica (%) ± 
d.e. 

Control  1 98.4 ± 0.6 a 90.9 ± 4.2 a 

  7 99.3 ± 0.4 a 76.9 ± 3.8 de 

 20 98.5 ± 0.6 a 82.7 ± 6.0 ab 

 40 98.8 ± 0.9 a 88.0 ± 4.5 ab 

PVS2  1 88.3 ± 2.6 bc 72.8 ± 2.5 e 

  7 92.0 ± 1.6 b 62.7 ± 7.2 f 

 20 88.6 ± 2.2 bc 53.8 ± 2.7 gh 

 40 90.2 ± 4.1 bc 58.8 ± 5.7 gh 

PVS3  1 87.2 ± 1.0 c 79.9 ± 4.0 cd 

  7 72.2 ± 2.3 d 45.9 ± 7.4 i 

 20 66.3 ± 6.1 e 24.6 ± 1.9 j 

 40 48.3 ± 6.1 f 49.1 ± 4.0 hi 

ᵃ CTT (Cloruro de Trifenil Tetrazolio) 
d.e. = desviación estándar 
Letras iguales dentro de la misma columna indican sin diferencia significativa con un 5% de 
confiabilidad por análisis de (Tukey. p=0.05). 
Análisis individuales para Viabilidad con CTT y germinación asimbiótica. 

 

El análisis independiente para ambos métodos, por germinación asimbiótica 

y viabilidad por CTT en el tratamiento control no registró diferencias entre el 

tiempo día 1 con 90.9% en germinación y 98.4 en CTT, en relación a la última 

evaluación hecha el día 40 con 88% en germinación y 98.8 % en CTT, sin 

embargo, es notable la diferencia de porcentajes entre ambos métodos (Cuadro 4) 

El uso del PVS2 registró una reducción en la germinación de 72.8 % el día 1 y 

descendió a 58.8 % a los 40 días y fue significativo en comparación con el control. 
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En relación al Método de viabilidad por CTT no registró diferencias entre el día 1 

(88.3 %) y día 40 90.2%) (Cuadro 4). En relación al uso del criprotector PVS3, por 

el método de germinación asimbiótica registró 79.9 % y por el de viabilidad 87.2% 

en el día 1, reduciéndose en ambos casos en el día 40 de conservación, hasta 

49.1 % en germinación y a 48.3 en viabilidad por CTT (Cuadro 3). 

Las sustancias crioprotectoras PVS2 y PVS3 registraron un efecto negativo 

en la viabilidad de las semillas de L. speciosa crioconservadas en diferentes 

tiempos (1, 7, 20 y 40 días), es necesario considerar que las sustancias 

crioprotectoras PVS son formulados para la vitrificación en la crioconservación de 

tejidos y órganos con el fin de evitar el enfriamiento de las células y la formación 

de cristales de hielo reduciendo el daño por desecación (Ozden-Tokatli et al., 

2007), sin embargo, debido a que las células son permeables al glicerol y 

dimetilsulfoxido de los crioprotectores (Pegg, 2007), la duración de la exposición 

prolongada en estas sustancias en las células vegetales puede ser crítica para su 

supervivencia, debido que en la deshidratación causan lesiones celulares por la 

toxicidad química, además de provocar estrés osmótico (Galdiano et al., 2013). El 

PVS2 contiene dimetilsufoxido y glicerol, los cuales ejercen un efecto toxico 

químico y estrés osmótico en los embriones en semillas (Panis et al., 2001). En 

semillas de Vanda tricolor crioconservadas por un periodo de 210 min en 

presencia de PVS2 registraron una disminución de 6.1 % germinación causada 

por la toxicidad por el tiempo de exposición al crioprotector (Jitsopakul et al., 

2012).  
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El crioprotector PVS3 ha mostrado menor toxicidad que el PVS2 y es 

utilizado en muestras grandes de tejidos o semillas que son sensibles al PVS2 

(Kim et al., 2009). Lo anterior difiere con los resultados del presente estudio donde 

el uso del PVS3 mostró mayor toxicidad que el PVS2, esto puede ser debidos a 

que el PVS3 presenta mayor porcentaje de glicerol, el cual en concentraciones 

altas y periodos prolongados de almacenamiento en NL ocasionan toxicidad en las 

células (Fahy, 1986; Volk y Walters, 2006). 

En semillas de Oncidium flexuosum crioconservadas por 60 min en 

presencia de PVS2 registro un 41.5 % de germinación en comparación con el 

control que generó 91.4 % de germinación (Galdiano, et al., 2013). Resultados 

similares se reportaron en semillas de Bletilla striata, registrando 78.7 % en 

presencia de PVS2, en relación al 98.7% reportado en ausencia de 

crioprotectores, después de tres días de crioconsevadas (Hirano et al., 2005). En 

semillas de Bletilla formosana, el PVS2 también tuvo un efecto inhibidor al reportar 

62.4 % de viabilidad, en relación al 91.8% reportado para el control, después de 3 

h crioconsevadas en NL (Wu et al., 2013).  
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7. CONCLUSIONES 

Los datos obtenidos en este trabajo de investigación nos permiten concluir 

que: 

 Las semillas de Laelia speciosa registraron latencia secundaria, debido a 

que el método de viabilidad de CTT presentó valores mayores a 97 % en 

ambas temperaturas (25 y -196 °C) en los diferentes tiempos de 

almacenamiento (0, 3, 6, 9 y 12 meses), lo anterior contrasta con los 

valores significativamente menores obtenidos en el porcentaje de 

germinación en las evaluaciones intermedias de almacenamiento (3, 6 y 9 

meses) en ambas temperaturas, mostrando que existe un efecto de latencia 

secundaria en las semillas de L speciosa. 

 Las semillas de L. speciosa criocoservadas sin sustancia crioprotectora 

presentaron mejores respuestas tanto en germinación como viabilidad con 

CTT.  

 El almacenamiento de semillas de L. speciosa en tiempo prolongado con 

soluciones crioprotectora PVS2 y PVS3, afecta la viabilidad y germinación 

de las semillas durante su crioconservación. 
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9. ANEXOS 
 

 

9.1. Anexo 1 

 

Formulación del medio de cultivo ER (Arditti, 1982). 

 

 

 

  

 

ER 

Ingredientes 

Cantidad  

en mg L-1 

Ca (NO₃)₂ .4H₂O 150 

KH₂PO₄ 300 

(NH₄)₂SO₄ 150 

FeSO₄ .7H₂O 25 

NH₄ NO₃ 400 

KNO₃ 400 

Mg (NO₃)₂ .6H₂O 100 

Sacarosa 20000 

Agar 8000 

pH   se ajusta con KOH y/o HCl 

0.5N 5.2 
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9.2. Anexo 2 
 

Germinación asimbiótica de L. speciosa, durante cinco periodos de tiempo en 12 

meses en 25 y -196 °C de almacenamiento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Letras iguales significan sin diferencia significativa con un 5% de confiabilidad por análisis de Tukey. 
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9.3. Anexo 3 
 

Viabilidad de semilla de L. speciosa después de crioconservación por el método 

de tinción con CTT, un ejemplo de respuesta entre los diferentes 

tratamientos de crioprotectores y los tiempos de almacenamiento A) 

Semillas viables; B) Semillas no viables.  

 

a

A 

B 


