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Abstract

Orchid species are endangered worldwide due to human intervention. Therefore, it is necessary
to analyze the germination capacity (viability) of orchids’ seeds as essencial step for its conservation.
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
tests. Several field trips to the province of El Escorial in Norte de Santander, Colombia were done
for collection of mature capsules of the different species of orchids. Then, was the seeds’ viability
by using the tetrazolium and Indigo Carmine tests. Subsequently, the data obtained from the two tests
was evaluated. The correlation coefficient between the Tetrazolium and Indigo Carmine tests was
0.419, indicating a weak relationship between the two trials with statistically significant differences
P=<0.05. It was found that the tetrazolium test was the most efficient to determine the viability of
orchid seeds being studied.

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

Determinacion de la viabilidad de semillas de orquideas utilizando la
prueba de Tetrazolio e Indigo Carmin

Resumen

Algunas especies de orquideas se encuentran en peligro de extincién a nivel mundial, debido
a la intervencion antrépica. Por consiguiente, se hace necesario analizar la capacidad germinativa
(viabilidad) de las semillas de orquideas como paso fundamental para la conservacion de orquideas.
En este trabajo se determind la viabilidad de las semillas de las especies de orquideas 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 Indigo Carmin. Se realizaron diferentes salidas de campo en la vereda El Escorial
en Norte de Santander para la coleccidon de las cdpsulas maduras de las diferentes especies de
orquideas. Posteriormente, se evalud la viabilidad de las semillas con la prueba de Tetrazolio e
Indigo Carmin, seguidamente se evaluaron los datos arrojados de las dos pruebas trabajadas. El
coeficiente de correlacion entre la prueba de Tetrazolio e fndigo Carmin fue de 0,419, indicando
una relacion débil en las dos pruebas con diferencias estadisticamente significativas de P<0.05. Se
encontrd que la prueba de Tetrazolio fue la més eficiente para determinar la viabilidad de las semillas
de orquideas objeto de estudio.
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1 Introduccion

La familia Orquidaceae es de las mas ricas en especies y con mayor riesgo de
extincién del reino Plantae en el mundo [1]. Posee alrededor de 25.000 a 30.000 especies
distribuidas en 880 géneros [2]. Son conocidas por sus flores hermosas y duraderas,
crecen en una amplia gama de hébitats; que van desde epifitas, terrestres y rupicolas [3, 4].
Colombia reporta 4010 especies, agrupadas en 260 géneros [5]. En Norte de Santander se
han registrado 37 géneros y 105 Especies [6].

Las orquideas son extremadamente susceptibles a la alteracion de sus hébitats en
comparacion con otras plantas [6, 7], 1o cual ha llevado a la disminucion de sus poblaciones
debido a la pérdida de hdbitat y la excesiva recoleccién para el ornamento [9, 10].
Actualmente la intervencion del hombre ha aumentado la desapariciéon y fragmentacion
de los bosques tropicales, sometiendo en riesgo una gran variedad de especies de
orquideas [11]. En la regién de Pamplona, Norte de Santander, las orquideas se han visto
perjudicadas por la disminucién de sus hdbitats, ocasionada por la actividad agricola,
ganadera y de desarrollo urbano [6], de tal manera, varias especies han sido reportadas en
el libro rojo de las plantas de Colombia [12]. Ademas, las semillas se caracterizan por ser
muy pequeias: 1.0-2.0 mm de largo y 0.5-1.0 mm de ancho [13], la tasa de germinacion es
muy limitada ya que la semilla tiene poca reserva alimenticia, por lo que se hace necesario
que existan asociaciones simbidticas con un hongo formador de micorrizas para lograr
su germinacion en condiciones naturales [14, 15, 16]. Por tal motivo, se hace necesario
analizar la capacidad germinativa (viabilidad) de las semillas de orquideas, considerando
la situacion de peligro de extincién y su papel importante en el ecosistema [17]. Para
determinar la viabilidad de semillas se han desarrollado diferentes métodos bioquimicos,
dentro los cuales encontramos: indigo carmin y tetrazolio [18, 19, 20].

Lapruebade indigo carmin no es aceptada por la International Seed Testing Association
(ISTA), Sin embrago, se ha utilizado para evaluar la viabilidad en un determinado grupo
de plantas [21, 22, 23]. Esta prueba produce una coloracion diferencial de los tejidos
vivos y muertos del embrion. Asi, se tifien de azul las semillas muertas por el aumento en
la permeabilidad de la membrana y las no viables permanecen incoloras [18].

En orquideas la prueba mads utilizada es la de tetrazolio [24, 25, 26, 27], la cual es
aprobada por el ISTA [28]. Esta prueba refleja la actividad de las enzimas deshidrogenasas
que intervienen en la respiracion celular [29, 30, 31], dando como resultado una coloracién
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 orquideas 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 Indigo Carmin.
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2 Materiales y métodos
2.1 Material Vegetal

Las cdpsulas maduras de las especies de orquideas fueron colectadas en la vereda El
Escorial en Norte de Santander, Colombia (Tabla 1; Figuras 1 y 2), donde se realiz6 una
breve descripcion del habitat de las especies de orquideas encontradas. Para identificar las
cépsulas maduras se observo la transicion de color verde a amarillo [32]. El método de
coleccion de orquideas con capsulas se realizé al azar, debido a que no existe un método
determinado que permita hacer una coleccidn que origine datos para un anélisis estadistico
[6]. Seguidamente fueron extraidas las semillas para ser almacenadas en sobres de papel
kraft a 4 °C en un recipiente pléstico al cual se le aplicé 10 g de silica gel durante dos dias
para evitar que las semillas se deterioren por la humedad [33, 34, 35].

Tabla 1. Coordenadas geogrdficas de las especies de orquideas encontradas en la vereda el Escorial en Norte

de Santander, Colombia.

Especies Coordenadas

Elleanthus aurantiacus (Lindl.) Rchb.f.1863 N07°20'55.6" - W (072°38'29.5"
Epidendrum sp. N07°20'60.5" - W (072°38'35.5"
Maxillaria sp. N07°21296" -W072°3021"
Odontoglossum lindenii Lindl N07°2126.8" -W(072°38' 254"
Prosthechea_sp. N07°21298" -W072°3025"
Telipogon dubius Rchb.f N07°2120.6" - W072°38'31.2"
Stelis sp. N07°20'52.3" - W 072°3826.7"
Elleanthus sp. N07°20'65.5" -W072°38'40.5"
Epidendrum elongatum Jacq N07°20'65.6" -W072°38'30.5"
Cyrtochilum sp. N 07°20'50.8" - W 072°3826.7"

Figura 1. Flores de las especies de orquideas 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.
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Figura 2. Flory capsula de la especie Telipogon dubios, encontrada en la vereda El Escorial Pamplona Norte
de Santander - Colombia.

2.2 Viabilidad de Semillas

Prueba de Tetrazolio (2, 3, 5-cloruro trifenil tetrazolio: solucién incolora).
Se sumergieron 100 semillas de cada especie de orquidea en la solucidn de tetrazolio al 1%
con un pH de 6.5, durante 24 horas en la oscuridad, seguidamente se realizé la evaluacion
de la viabilidad en el microscopio estereoscopio (Leica EZ4: 350X). Se hicieron 5 réplicas
del proceso de viabilidad por especie de orquidea. Las semillas viables se tifieron de rojo,
debido a la reduccién del tetrazolio por la actividad respiratoria de las células [28, 30, 36].

Prueba de fndigo Carmin (3,3-dioxo-2,2-bi-indolilideno-5,5-disulfonato disddico:
solucién de color azul).
Se sometieron 100 semillas de cada especie de orquidea en la solucién de indigo carmin al
0.15% con un pH de 6.5, durante 3 horas en la oscuridad. Posteriormente, se lavaron con
agua destilada y luego se examinaron al microscopio estereoscopio (Leica EZ4: 350X)
para evaluar la viabilidad de las semillas de orquideas. Se hicieron 5 réplicas del proceso
de viabilidad por especie de orquidea. En ésta técnica, las semillas no viables tifien azul,
debido a que la permeabilidad de la membrana aumenta en las células muertas [22].

2.3 Diseiio experimental y analisis estadistico

El disefio experimental utilizado, consistié en un modelo factorial 2x10 (2 pruebas x
10 especies) completamente al azar con 5 repeticiones de 100 semillas de orquideas por
especie y un total de 100 unidades experimentales. Los datos se analizaron utilizando
la varianza (Anova). Seguidamente, las medias se compararon utilizando la prueba de
rangos multiples de HSD (Honestly Significant Difference) de Tukey para determinar las
diferencias significativas a un nivel de P<0.05 [37]. Ademas, se realiz6 el coeficiente de
correlacién entre la prueba de Tetrazolio e Indigo Carmin. Para el anlisis estadistico se
utiliz6 el software Statgraphic Centurion® version 16.
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3 Resultados y discusion

El rango de altura donde se encontraron orquideas con cdpsulas 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 mds alta donde forma un
pequeiio domo. En su parte baja presenta actividades econdmicas como ganaderia y
agricultura, el cual ejerce presion extensiva sobre estas pequefias manchas de bosque. En
esta zona se colectaron capsulas sobre la franja de vegetacion arbustiva con matorrales
altos, predominan pequefios drboles de Roupala colombiana, Tovomita parviflora,
Clusia multiflora, Myrsine coriaceae, Clethra ovalifolia; arbustos de Bejaria glauca,
Psamisa sp, Myrciantes leucoxyla, Hesperomeles heterophylla. Presenta suelos arenoso-
arcillosos con presencia de rocas de gran tamafio, con vegetacion arbustiva rala y herbacea
(Bejaria, sphyrospermum, Gaultheria); helechos de los géneros Lophosoria, Pteridium y
polypodium [6]. En ésta vegetacion se encontraron las siguientes especies de orquideas
con disponibilidad de capsulas: en ambiente terrestre (Elleanthus arauntiacum Maxillaria
sp.), semiterrestre (Telipogon dubios), epifitas (Elleanthus arauntiacum, Odontoglossum
lindenii, Prosthechea sp.).

Enlaparte altadel Escorial se presenta manchas de bosques primarios poco intervenidos,
predominando la vegetacion arborea como: Weinmannia tometosa, Clusia sp. (tampacos),
Alnus acuminata, Schefflera velutina. Las especies de orquideas con cépsulas encontradas
fueron: en ambiente terrestre, (Epidendrum sp, Elleanthus arauntiacum), litofitica
(Elleanthus arauntiacum), epifitas (Odontoglossum lindenii, Stelis sp.y Cyrtochilum sp).

Los porcentajes de viabilidad utilizando la prueba de tetrazolio fueron muy
variables, se encontrd que las especies Maxillaria sp (93,8%), Cyrtochilum sp (93,4%) y
Odontoglossum lindenii (91,0%) tuvieron un alto porcentaje de viabilidad. A diferencia,

Elleanthus sp (69,2%) y Elleantus arauntiacum (73,2%) se encontraron porcentajes de
viabilidad bajo (Tabla 2 y Figura 3).

Tabla 2. Porcentaje de la Viabilidad de semillas de orquideas utilizando la prueba de Tretrazolio e Indigo
Carmin

Especies de orquideas Tetrazolio ndigo Carmin
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

Coeficiente de Correlaciéon R2= 0,419

Las medias con diferente letra de cada columna, muestran diferencias significativas, de acuerdo con la prueba
de Tukey HSD (P<0,05).
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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.

En la prueba de viabilidad de indigo carmin los porcentajes fueron muy altos (95,6 a
99,8) en todas las especies de orquideas trabajadas (Tabla 2). Estos resultados muestran
que la prueba de indigo carmin arrojé resultados muy positivos en cuanto a la viabilidad
de las semillas.

Al analizar el coeficiente de correlacién (R2=0,419; Tabla 2) entre la prueba de
tetrazolio e indigo carmin se encontrd una relacidn relativamente débil entre las pruebas,
con diferencias estadisticamente significativas de P<0.05. Estos resultados reflejan los
altos porcentajes que se obtuvieron en la prueba de vialidad de indigo carmin 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
viables se pueden identificar como viables, dificultando la evaluacién de la viabilidad en



Determinacion de la viabilidad de semillas de orquideas

semillas de orquideas. Segtin Benito et al., 2004 [21] y Marrero, 2007 [22], la prueba de
indigo Carmin se utiliza con éxito para determinar la viabilidad en las semillas de especies
forestales y arbustivas respectivamente. Ademas, otros autores indican que el método del
indigo carmin tiene ciertas ventajas en relacion con el método de tretrazolio en la especie
herbacea Hordeum distichon L, ya que es mds econdémico y en solucidén acuosa es mas
estable, garantizando la durabilidad de la solucion. [18]. Sin embargo, en esta investigacion
demostré que en orquideas la eficacia es baja, por los falsos positivos y el tamaifio pequefio
de las semillas. En la prueba de tretrazolio los resultados son mas confiables debido a la
facil identificacion de las semillas viables, las cuales toman una coloracién roja (Fig. 3)
por la reduccion 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 orquideas de una forma exitosa [31,
35,40, 41], aunque, la concentracion de la solucién de tretazolio puede variar de acuerdo
a la especie de orquidea trabajada.

4 Conclusiones

La prueba de tetrazolio es confiable para la determinacion de la viabilidad de las
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 solucién incolora que puede penetrar facilmente las
semillas. Por el contrario, la prueba de Indigo Carmin no es recomendable para predecir la
capacidad germinativa de las semillas de orquideas. Se recomienda implementar diferentes
metodologias que puedan ayudar a la conservacion de orquideas.
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