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Abstract 
Orchid species are endangered worldwide due to human intervention. Therefore, it is necessary 
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This research determined the viability of the seeds species of orchids Elleanthus arauntiacum, 
Epidendrum sp, Maxillaria sp, Odontoglossum lindenii, Prosthechea sp, Telipogon dubios, Stelis sp, 
Elleanthus sp, Epidendrum elongatum y Cyrtochilum sp, using the Tetrazolium and Indigo carmin 
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by using the tetrazolium and Indigo Carmine tests. Subsequently, the data obtained from the two tests 
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orchid seeds being studied.

Keywords: Cyrtochilum sp, Elleanthus arauntiacum, Epidendrum elongatum, Odontoglossum 
lindenii, Orquidaceae, Telipogon dubios.

Determinación de la viabilidad de semillas de orquídeas utilizando la 
prueba de Tetrazolio e Índigo Carmín 

Resumen
Algunas especies de orquídeas se encuentran en peligro de extinción a nivel mundial, debido 

a la intervención antrópica. Por consiguiente, se hace necesario analizar la capacidad germinativa 
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En este trabajo se determinó la viabilidad de las semillas de las especies de orquídeas Elleanthus 
arauntiacum, Epidendrum sp, Maxillaria sp, Odontoglossum lindenii, Prosthechea sp, Telipogon 
dubios, Stelis sp, Elleanthus sp, Epidendrum elongatum y Cyrtochilum sp, utilizando la prueba de 
Tetrazolio e Índigo Carmín. Se realizaron diferentes salidas de campo en la vereda El Escorial 
en Norte de Santander para la colección de las cápsulas maduras de las diferentes especies de 
orquídeas. Posteriormente, se evaluó la viabilidad de las semillas con la prueba de Tetrazolio e 
Índigo Carmín, seguidamente se evaluaron los datos arrojados de las dos pruebas trabajadas. El 
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de orquídeas objeto de estudio.
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Palabras clave: Cyrtochilum sp, Elleanthus arauntiacum, Epidendrum elongatum, Odontoglossum 
lindenii, Orquidaceae, Telipogon dubios.

1    Introducción

La familia Orquidaceae es de las más ricas en especies y con mayor riesgo de 
extinción del reino Plantae en el mundo [1]. Posee alrededor de 25.000 a 30.000 especies 
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Colombia reporta 4010 especies, agrupadas en 260 géneros [5]. En Norte de Santander se 
han registrado 37 géneros y 105 Especies [6].

Las orquídeas son extremadamente susceptibles a la alteración de sus hábitats en 
comparación con otras plantas [6, 7], lo cual ha llevado a la disminución de sus poblaciones 
debido a la pérdida de hábitat y la excesiva recolección para el ornamento [9, 10]. 
Actualmente la intervención del hombre ha aumentado la desaparición y fragmentación 
de los bosques tropicales, sometiendo en riesgo una gran variedad de especies de 
orquídeas [11]. En la región de Pam plona, Norte de Santander, las orquídeas se han visto 
perjudicadas por la disminución de sus hábitats, ocasionada por la actividad agrícola, 
gana dera y de desarrollo urbano [6], de tal manera, varias especies han sido reportadas en 
el libro rojo de las plantas de Colombia [12]. Además, las semillas se caracterizan por ser 
muy pequeñas: 1.0-2.0 mm de largo y 0.5-1.0 mm de ancho [13], la tasa de germinación es 
muy limitada ya que la semilla tiene poca reserva alimenticia, por lo que se hace necesario 
que existan asociaciones simbióticas con un hongo formador de micorrizas para lograr 
su germinación en condiciones naturales [14, 15, 16]. Por tal motivo, se hace necesario 
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la situación de peligro de extinción y su papel importante en el ecosistema [17]. Para 
determinar la viabilidad de semillas se han desarrollado diferentes métodos bioquímicos, 
dentro los cuales encontramos: índigo carmín y tetrazolio [18, 19, 20]. 

La prueba de índigo carmín  no es aceptada por la International  Seed Testing Association 
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de plantas [21, 22, 23].  Esta prueba produce una coloración diferencial de los tejidos 
vivos y muertos del embrión. Así, se tiñen de azul las semillas muertas por el aumento en 
la permeabilidad de la membrana y las no viables permanecen incoloras [18].

En orquídeas la prueba más utilizada es la de tetrazolio [24, 25, 26, 27], la cual es 
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que intervienen en la respiración celular [29, 30, 31], dando como resultado una coloración 
roja a las semillas viables, mientras que las no viables quedan del color natural de la semilla 
[15]. En el presente estudio se determina la viabilidad de las semillas de las especies 
de orquídeas Elleanthus arauntiacum, Epidendrum sp, Maxillaria sp, Odontoglossum 
lindenii, Prosthechea sp, Telipogon dubios, Stelis sp, Elleanthus sp, Epidendrum 
elongatum y Cyrtochilum sp, utilizando la prueba de Tetrazolio e Índigo Carmín.
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2    Materiales y métodos

2.1    Material Vegetal

Las cápsulas maduras de las especies de orquídeas fueron colectadas en la vereda El 
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cápsulas maduras se observó la transición de color verde a amarillo [32].  El método de 
colección de orquídeas con cápsulas se realizó al azar, debido a que no existe un método 
determinado que permita hacer una colección que origine datos para un análisis estadístico 
[6].  Seguidamente fueron extraídas las semillas para ser almacenadas en sobres de papel 
kraft a 4 ºC en un recipiente plástico al cual se le aplicó 10 g de sílica gel durante dos días 
para evitar que las semillas se deterioren por la humedad [33, 34, 35]. 
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de Santander, Colombia.

Figura 1.  Flores de las especies de orquídeas encontradas en la vereda El Escorial Pamplona Norte de 
Santander-Colombia. (A) Telipogon dubios (B) Odontoglossum lindenii (C) Maxillaria sp. (D) Cyrtochilum sp. 
(E) Epidendrum elongatum (F) Stelis sp. (G) Elleanthus arauntiacum (H) Elleanthus sp. (I) Prosthechea sp. (J) 
Epidendrum sp.

Espec ies C o o r d e n a d a s 

Elleanthus aurantiacus (Lindl.) Rchb.f. 1863  N 07°20'55.6'' - W 072°38'29.5''  
Epidendrum sp. N 07°20'60.5'' - W 072°38'35.5''
Maxillaria sp. N 07°21'296''  - W 072°30'21''  
Odontoglossum lindenii Lindl  N 07°21'26.8'' - W 072°38' 25.4''  
Prosthechea sp. N 07°21'298''  - W 072°30'25''  
Telipogon dubius Rchb.f N 07°21'2O.6'' - W 072°38'31.2''  
Stelis sp. N 07°20'52.3''  - W 072°38'26.7''  
Elleanthus sp. N 07°20'65.5'' - W 072°38'40.5''  
Epidendrum elongatum Jacq N 07°20'65.6'' - W 072°38'30.5''  
Cyrtochilum sp. N 07°20'50.8''  - W 072°38'26.7''  
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Figura 2.  Flor y capsula de la especie Telipogon dubios, encontrada en la vereda El Escorial Pamplona Norte 
de Santander - Colombia.  

2.2    Viabilidad de Semillas
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con un pH de 6.5, durante 24 horas en la oscuridad, seguidamente se realizó la evaluación 
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del proceso de viabi lidad por especie de orquídea. Las semillas viables se tiñeron de rojo, 
debido a la reducción del tetrazolio por la actividad respiratoria de las células [28, 30, 36].
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Se sometieron 100 semillas de cada especie de orquídea en la solución de índigo carmín al 
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para evaluar la viabilidad de las semillas de orquídeas. Se hicieron 5 réplicas del proceso 
de viabi lidad por especie de orquídea. En ésta técnica, las semillas no viables tiñen azul, 
debido a que la permeabilidad de la membrana aumenta en las células muertas [22].

2.3    Diseño experimental y análisis estadístico
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especie y un total de 100 unidades experimentales. Los datos se analizaron utilizando 
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correlación entre la prueba de Tetrazolio e Índigo Carmín. Para el análisis estadístico se 
utilizó el software Statgraphic Centurion® versión 16.
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3     Resultados y discusión

El rango de altura donde se encontraron orquídeas con cápsulas maduras en la vereda 
El Escorial en Norte de Santander; fue de 2500 a 2920 m.s.n.m, corresponde a una cuchilla 
con laderas de pendientes pronunciadas, excepto en la parte más alta donde forma un 
pequeño domo.  En su parte baja presenta actividades económicas como ganadería y 
agricultura, el cual ejerce presión extensiva sobre estas pequeñas manchas de bosque.  En 
esta zona se colectaron cápsulas sobre la franja de vegetación arbustiva con matorrales 
altos, predominan pequeños árboles de �������
 �����������
 ��������
 ����������
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 arbustos de Bejaria glauca, 
Psamisa sp, Myrciantes leucoxyla, Hesperomeles heterophylla. Presenta suelos arenoso-
arcillosos con presencia de rocas de gran tamaño, con vegetación arbustiva rala y herbácea 
(Bejaria, sphyrospermum, Gaultheria); helechos de los géneros Lophosoria, Pteridium y 
polypodium [6]. En ésta vegetación se encontraron las siguientes especies de orquídeas 
con disponibilidad de cápsulas: en ambiente terrestre (Elleanthus arauntiacum Maxillaria 
sp.), semiterrestre (Telipogon dubios)��
�������(Elleanthus arauntiacum, Odontoglossum 
lindenii, Prosthechea sp.). 
 

En la parte alta del Escorial se presenta manchas de bosques primarios poco intervenidos, 
predominando la vegetación arbórea como: Weinmannia tometosa, Clusia sp��������������
%���	
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��������. Las especies de orquídeas con cápsulas encontradas 
fueron: en ambiente terrestre, (Epidendrum sp, Elleanthus arauntiacum), litofítica 
(Elleanthus arauntiacum)��
�������(Odontoglossum lindenii,  Stelis sp. y Cyrtochilum sp).

Los porcentajes de viabilidad utilizando la prueba de tetrazolio fueron muy 
variables, se encontró que las especies Maxillaria sp��)Q�?����Cyrtochilum sp��)Q�'�����
Odontoglossum lindenii��)(�&����#��
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Tabla 2.  Porcentaje de la Viabilidad de semillas de orquídeas utilizando la prueba de Tretrazolio e Índigo 
Carmín
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Especies de orquideas Tetrazolio Índigo Carmín 

Elleanthus sp 69,2a. 97,6ab 

Elleanthus arauntiacum 73,2a 99,6b 
Stelis sp. 74,6a;b 95,4a 

Epidendrum sp 85,4;b;c 99,6b 
Telipogon dubios 86;b;c 97,6ab 
Prosthechea  sp 89,4;c  99,8b  
Epidendrum elongatum  89,6;c  98,6ab  
Odontoglossum lindenii  91,0;c  99,8b  
Cyrtochilum sp 93,4;c  99,8b  
Maxillaria  sp 93,8;c  99,0b  

2 =   0,419  Coeficiente de Correlación R

Determinación de la viabilidad de semillas de orquídeas
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Figura 3.  Prueba de viabilidad de Tetrazolio. (A) Semilla no viable de Odontoglossum lindenii. 
(B) semilla viable de Odontoglossum lindenii (C) Semilla no viable de Epidendrum elongatum (D) 
Semilla viable de Epidendrum elongatum (E) Semilla no viable de Elleanthus arauntiacum (F) 
Semilla viable de Elleanthus arauntiacum.
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que la prueba de índigo carmín arrojó resultados muy positivos en cuanto a la viabilidad 
de las semillas. 
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tetrazolio e índigo carmín se encontró una relación relativamente débil entre las pruebas, 
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altos porcentajes que se obtuvieron en la prueba de vialidad de índigo carmín en todas las 
especies  trabajadas. Si se analiza el principio de esta prueba, donde las semillas no viables 
se tornan azul, debido al aumento de la permeabilidad de la membrana en células muertas 
[22], se pueden encontrar falsos positivos por exceso de colorante, es decir, semillas no 
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semillas de orquídeas. Según Benito et al., 2004 [21] y Marrero, 2007 [22], la prueba de 
índigo Carmín se utiliza con éxito para determinar la viabilidad en las semillas de especies 
forestales y arbustivas respectivamente. Además, otros autores indican que el método del 
índigo carmín tiene ciertas ventajas en relación con el método de tretrazolio en la especie 
herbácea Hordeum distichon L, ya que es más económico y en solución acuosa es más 
estable, garantizando la durabilidad de la solución. [18]. Sin embargo, en esta investigación 
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por la reducción del tetrazolio a formazan, lo que indica que hay actividad respiratoria en 
la célula y, consecuentemente, que la semilla es viable [30, 38, 39]. Otras investigaciones 
han utilizado la prueba de tetrazolio en las semillas de orquídeas de una forma exitosa [31, 
35, 40, 41], aunque, la concentración de la solución de tretazolio puede variar de acuerdo 
a la especie de orquídea trabajada.

4    Conclusiones
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semillas de Elleanthus arauntiacum, Epidendrum sp, Maxillaria sp, Odontoglossum 
lindenii, Prosthechea sp, Telipogon dubios, Stelis sp, Elleanthus sp, Epidendrum elongatum 
y Cyrtochilum sp, debido a que es una solución incolora que puede penetrar fácilmente las 
semillas. Por el contrario, la prueba de Indigo Carmin no es recomendable para predecir la 
capacidad germinativa de las semillas de orquídeas. Se recomienda implementar diferentes 
metodologías que puedan ayudar a la conservación de orquídeas.
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