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Resumen— El pimentón (Capsicum annuum L) es uno de los cultivos de hortalizas más importantes y ampliamente cultivados a nivel 

mundial. Este estudio determinó la eficacia del test tetrazolio para obtener la viabilidad de semillas de C. annuum. De manera que, semillas de 

C. annuum se expusieron a dos concentraciones (1% y 0.5%) de tetrazolio y dos tiempos de exposición (24 y 48horas). La prueba de tetrazolio 

se fundamenta en la coloración del embrión y tejidos vivos de la semilla, gracias a la oxidación de la sal de tetrazolio por la respiración celular. 

Ulteriormente, utilizando un microscopio estereoscopio se valoró la tinción de las semillas, estimando como semillas viables las que presentaron 

coloración roja en el embrión. Por consiguiente, se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas (P≤ 0,05) en el tratamiento T4 (0.5 %, 

48h) con un 99% de viabilidad. Así mismo, los tratamientos T1 (1 %, 24h) y T2 (0.5 %, 24h) no presentaron diferencias entre sí, siendo el 

porcentaje de viabilidad 89% y 91% respectivamente. Para la prueba de germinación real, se obtuvo un 84.4% (promedio) de germinación para 

las 5 repeticiones. Se concluye que mediante el ensayo de tetrazolio la valoración de la viabilidad en semillas de pimentón es eficiente para las 

concentraciones de 1% y 0.5 %, durante 24 horas. 

Palabras Claves: Cloruro de trifeniltetrazolio, Germinación, Pimentón, Semilla, Vigor. 

 

Abstract— Paprika (Capsicum annuum L) is one of the most important and widely cultivated vegetable crops worldwide. This study 

determined the efficacy of the tetrazolium test to obtain the viability of C. annuum seeds. So, C. annuum seeds were exposed to two 

concentrations (1% and 0.5%) of tetrazolium and two exposure times (24 and 48 hours). The tetrazolium test is based on the coloration of the 

embryo and living tissues of the seed, thanks to the oxidation of the tetrazolium salt by cellular respiration. Subsequently, using a stereoscope 

microscope, the staining of the seeds was assessed, estimating as viable seeds those that presented red coloration in the embryo. Therefore, 

statistically significant differences (P≤ 0.05) were obtained in the T4 treatment (0.5%, 48h) with 99% viability. Likewise, the treatments T1 

(1%, 24h) and T2 (0.5%, 24h) did not show differences between them, the viability percentage being 89% and 91% respectively. For the real 

germination test, 84.4% (average) of germination was obtained for the 5 repetitions. It is concluded that through the tetrazolium test the 

assessment of the viability in paprika seeds is efficient for concentrations of 1% and 0.5%, for 24 hours. 

Keywords: Triphenyltetrazolium Chloride, Germination, Paprika, Seed, Vigor. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

El pimentón (Capsicum annuum L) es una de las plantas más 

cultivadas del reino Plantae [1]. China, México y Turquía son los 

principales productores a nivel mundial [2]. Se originó en América del 

Sur [3], hace parte de la familia solanáceae [4] y al género Capsicum, 

el cual tiene gran importancia en la horticultura, la agricultura y en la 

industria farmacéutica y medicinal [5]. C. annuum, se caracterizan por 

la presencia de frutos desarrollados, formatos cuadrados, cónicos o 

alargados, y se consumen en estado verde o maduro en forma de 

ensalada o cocidos [6]. Colombia, logró en 2013 producir 42.236 

toneladas, Antioquia es el departamento con mayor producción 

(12.396 toneladas), lo siguen Norte de Santander, Valle del Cauca y 

Santander [7]. 

 

       El pimentón posee una gran diversidad genética y fenotípica 

[8], como es el caso de Capsicum annuum var. Aviculare (Dierb.) 

D'Arcy & Eschbaugh. El cual, esta protegido en solares de forma 

semisilvestre [9]. Debido al legado genético e histórico, el pimentón 

ha sido parte de la dieta humana durante al menos un siglo [10]. Cuenta 

con un gran potencial como fuente de metabolitos secundarios 

utilizados en productos farmacéuticos, agroquímicos, fragancias, 

colorantes, bioinsecticidas, y aditivos [11, 12, 13].  

 

      La germinación de las semillas de C. annuum puede variar y a 

menudo es lenta y no uniforme en condiciones de estrés abióticos, tales 

como alta salinidad, toxicidad por agroquímicos o bajas temperaturas 

[14, 15, 16, 17, 12]. De igual manera, aspectos genéticos, condición 

del suelo y el estado físico de las semillas influencian la geminación 

[18]. En consecuencia, conocer las condiciones fisiológicas de la 

semilla resulta muy importante. Por consiguiente, evaluar el potencial 

fisiológico y el vigor de la semilla, tiene muchas implicaciones para la 

agricultura. Siendo una herramienta valiosa para seleccionar semillas 

de óptima calidad, buscando satisfacer las demandas del agricultor 

[19].   

 

       La prueba de tetrazolio, ha sido exitosa para conocer el 

potencial germinativo en una gran variedad de especies vegetales [20, 

21, 22, 23, 19, 24] y como método para validar la calidad de las 

semillas [25]. Dicha prueba se ha mostrado como una alternativa 

importante por la exactitud y rapidez en la estimación del vigor y la 

viabilidad, lo que permite obtener resultados en poco tiempo [26, 27]. 

El test de tetrazolio se fundamenta en la reducción de la sal de 

tetrazolio dentro del tegido vivo de la semilla, gracias a la actividad de 

la enzima deshidrogenasa del ácido málico [28]. La solución se 

disemina a través de la semilla, lo que causa una reducción de la sal 

formando un compuesto rojo insoluble llamado Formazan, lo que 

indica respiración mitocondrial, por tanto, la viabilidad de la semilla 

[29, 30]. Los tejidos no viables conservan su color natural, ya que no 

reaccionan con la solución [19]. Por otro lado, es necesario confirmar 

la veracidad de la prueba del tetrazolio mediante la germinación 

(fisiológica), permitiendo estimar la capacidad germinativa y 

distinguir el exito de las semillas para ser siembradas en campo [30]. 

En consecuencia, y dado a los pocos estudios sobre la viabilidad de 

semillas de C. annuum. La presente investigación estudia la incidencia 

de dos concentraciones y dos tiempos de exposición en la eficiencia 

de la prueba de tetrazolio, para evaluar la viabilidad en semillas de C. 

annuum. Además de comparar con la prueba de germinación. 

 

 

II. METODOLOGÍA O PROCEDIMIENTOS 
 

a) Material vegetal 
 

Se seleccionaron semillas de C. annuum suministradas por 

agricultores del municipio de Villa del Rosario, con una temperatura 

anual media de 25.3° C y 894 mm de precipitación anual (media) [31]. 

De la cosecha de junio del 2019, Las semillas fueron extraídas y 

recolectadas manualmente, se eliminaron las localizadas en los 

extremos del fruto [32]. Las semillas utilizadas para el test de 

viabilidad y la germinación (fisiológica) se obtuvieron al azar del 

mismo lote con un estado fitosanitario óptimo. En el test de tetrazolio, 

se usaron 100 semillas y se realizaron 5 repeticiones de para cada 

tratamiento. Las soluciónes se prepararon al 1% y 0.5% en 100ml de 

tampón de fosfato (0,9% de monofosfato sódico y 1,1% de difosfato 

de potasio). Para la preparación del tampón de fosfato se disolvieron 

1,1g de K2HPO4H2O en 100 ml agua desionizada (solución A). 

Asimismo, se disolvieron 0,9g de NaH2PO4H2O adicionando agua 

desionizada hasta 100 ml (solución B). Por ultimo, se mezclaron 50 

ml de cada solución (A más B) [33]. 

 

b) Test de Tetrazolio 

 

      Se observó y cuantificó la tinción, para determinar la 

viabilidad, se colocaron semillas sanas dentro de placas de Petri (5mm 

x 10mm), luego de aplicar la solución de tetrazolio al 0,5% y 1% 

(5ml), se mantuvieron en condiciones de total penumbra por 24 y 48 

horas a 25°C (Tabla 1). Al terminar el tiempo de exposición, con la 

ayuda de un colador se separaron las semillas. Para ser exa¬minadas 

en el microscopio estereoscopio (Leica EZ4). Las semillas con 

embriones con coloración roja intensa causada por la reducción del 

tetrazolio a formazan por la respiración celular [34, 35], se tomaron 

como semillas viables. De igual forma, los embriones con colores 

rosas pálidos y/o con falta de coloración, se tomaron como con 

viabilidad baja o muertos. 

 

c) Germinación Fisiológica 
 

Se utilizó el método de germinación descrito por la ISTA [36]. En 

toallas de papel húmedas en condiciones de oscuridad la temperatura 

alternó entre los 20 y 30 °C, donde la alta pertenece al horario diurno 

(8 h) y la baja al ciclo nocturno (16 h). La humedad relativa se mantuvo 

en 80% [37]. Se utilizaron recipientes de plástico transparente 

anteriormente desinfectados. Se aplicó agua a razón de 35 ml por 

gramo de papel [38]. Se evaluaron 100 semillas con 5 repeticiones, 

Estas se sometieron a oscuridad y reposo durante 72 horas. 

Seguidamente, se contaron las semillas germinadas, lo que evidencia 

directamente el porcentaje de germinación. A continuación, lo 

obtenido en el test de viabilidad y el porcentaje de germinación se 

compararon. 

 

 
Tabla 1: Concentraciones y tiempos de exposición de Tetrazolio utilizados 

en C. annuum. 

Tratamientos 
Concentraciones 

de Tetrazolio 

Tiempo de 

exposición 

(horas) 

T1 1 % 24 

T2 0,5 % 24 

T3 1 % 48 

T4 0,5 % 48 

Fuente: Elaboración propia. 

 

 

d) Diseño experimental 
 

El estudio se basó en un diseño completamente aleatorio, con 100 

semillas por repetición y 5 repeticiones, para cada experimento 

(Prueba de germinación fisiológica y prueba de tetrazolio). Los datos 

se procesaron gracias al análisis de varianza ANOVA. Seguidamente, 

utilizando la prueba de rangos múltiples Honesta Diferencia 

Significativa de Tukey [39], se compararon las medias obtenidas, para 

determinar las diferencias significativas a un nivel de P≤ 0.05. El 

estudio estadístico se realizo con el software Infostat y con el software 

KyploT 2.0 se efectuaron las gráficas. 
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III. RESULTADOS, ANÁLISIS E 

INTERPRETACIÓN 

 

a) Prueba de Viabilidad 
 

Se observó variación entre los tratamientos, de acuerdo con el 

análisis de la coloración en las semillas de C. annuum L. Se estableció 

la viabilidad según la coloración de los embriones [19, 22, 30]. Es así, 

que los totalmente teñidos de rojo intenso, se determinaron como vivos 

con alto vigor (Figura 1, A y D), Así también, si su tinción era rojo 

pálido o con partes descoloridas, se cuantificaron como vivos con bajo 

vigor (Figura 1, B, C y D) y cuando permanecieron incoloros, como 

no viables, (Figura 1, E). Por lo tanto, la viabilidad es el porcentaje de 

semillas con coloración en la zona de embrión (Figura 1).  En 

consecuencia, se observaron diferencias significativas en T4 (0.5%, 

48h) provocando un mayor porcentaje de tinción de 99% (Tabla 2). 

Igualmente, no se hallaron diferencias estadísticamente significativas 

entre T1 (1 %, 24h) y T2 (0.5 %, 24h), ambos con medias inferiores al 

resto de los tratamientos, siendo el porcentaje de viabilidad 89% y 

91% respectivamente. Teniendo similitud con lo obtenido por 

Rodríguez et al. [40], en semillas de Ugni molinae donde la prueba de 

tetrazolio (1%, 24h, 30°C) arrojó una viabilidad de 87 % en semillas 

desinfectadas y 91 % en las semillas sin desinfectar. Cabe resaltar, que 

T2 (0.5 %, 24h) y T3 (1 %, 48h), no mostraron diferencias 

significativas entre sí, siendo tan solo de 3% la diferencia entre las 

semillas viables y no viables (Tabla 2). Por consiguiente, el 

tratamiento T4 fue el más eficiente respecto a la tinción de células 

metabólicamente activas, ya que la viabilidad casi llegó al 100% 

(Tabla 2) y además disminuye a la mitad la concentración de tetrazolio 

en comparación con el tratamiento T3, el cual, presentó un porcentaje 

considerable de viabilidad (94%). Estos resultados difirieren de los 

encontrados por da Silva et al. [41], en donde se constató que la 

viabilidad obtenida en la prueba de tetrazolio, conducida con semillas 

enteras de Araucaria angustifolia en las condiciones recomendadas por 

las reglas para el análisis de semillas (1%, 24 h, 30°C), fue 

considerablemente inferior a la observada en la prueba de germinación 

[42]. 

 
Tabla 2: Viabilidad de semillas de C. annuum utilizando la prueba de 

Tetrazolio. 

Fuente: Elaboración propia. 

 

En una investigación realizada en Hordeum vulgare por 

Grzybowski et al. [43], se observó que la prueba de viabilidad con 

tetrazolio, para las concentraciones de 0.1% y 0.5% (2h; 20oC) fueron 

similares (95% y 95% respectivamente) a las obtenidas en este estudio 

(Cuadro 2). Por tanto, se sugiere la posibilidad de utilizar la solución 

de cloruro de tetrazolio en concentraciones más bajas (0.1% o 0.2%), 

que además de ser más económica, permite la adecuada tinción de los 

tejidos en la semilla, sin desfavorecer la distinción de la viabilidad. 

Esta reducción en la concentración de la solución de sal de tetrazolio, 

utilizada en el procedimiento de tinción también; se sugirió para otras 

semillas de cultivos tales como: 0.050%, 6 h, 35ºC o por 4 h, 40ºC en 

semillas de pepino [23]; 0,5% para semillas de Ochroma pyramidale 

[44]; 0.2% para las semillas de ricino [45]. 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Coloración de las semillas de C. annuum utilizando el test de 

tetrazolio. (A, B, C, D) Semillas viables.  (E) Semillas no viables. (F) Semilla 
control. 

Fuente: Elaboración propia. 

 

b) Prueba de germinación 
 

La germinación es uno de los eventos más importantes del 

desarrollo de una planta, ya que se pasa de ser un organismo inactivo 

a activo, de ser heterótrofos a autótrofos, de estar protegidos a 

exponerse a factores abióticos [46]. La prueba de germinación 

fisiológica sirve para reconocer las semillas no germinadas por tener 

embrión dañado, haber sido abortadas, o latentes [47]. Debido a que, 

aún en condiciones óptimas de temperatura y humedad, a causa de la 

dormancia, la cual es una propiedad adaptativa de las semillas [48], 

una semilla viable no llega a germinar, [49] Es por esto, que se 

recomienda utilizar más de un método para corroborar la información 

sobre su capacidad de germinación [50]. La germinación real se 

efectuo para comparar los resultados de ambos ensayos (Test de 

tetrazolio y germinación fisiológica), a fin de exclarecer la fiabilidad 

de la prueba de tetrazolio [51]. En la primera se obtuvó un promedio 

de 84.4% de germinación para las 5 repeticiones (Tabla 3), más bajo 

en comparación a la viabilidad de T1 (1 %, 24h) (Figura 2), con 

diferencias significativas con T2, T3 y T4 (Figura 2). Constatando lo 

descrito por Andrade y Laurentín [52], donde semillas de Capsicum 

chinense Jacq, no germinaron aun teniendo condiciones 

aparentemente favorables, siendo un inconveniente, en el ámbito 

agronómico, viendo esta tendencia en resultados similares como en 

semillas de Taxodium mucronatum (Ten.), donde la germinación fue 

del 20% en condiciones de oscuridad, y la viabilidad evaluada por 

método de tetrazolio fue del 57.3% (0.5%, 24h, cajas Petri) [53]. Para 

Hernández et al. [54], las variaciones de factores externos como la 

temperatura afectan la germinación de Capsicum annuum var. 

Glabriusculum, del mismo modo, los cambios en el ambiente de la 

planta (parental) durante el desarrollo de las semillas. Sin embargo, el 

test de tetrazolio, proporcionó información sobre si las semillas 

analizadas tenían potencial germinativo, independientemente de la 

concentración usada, afirmando que el 93.25% de las semillas tenían 

la posibilidad de germinar. 

 
Tabla 3. Promedio de Germinación fisiologica de C. annuum 

Fuente: Elaboración propia. 

 

c) Comparación test de tetrazolio y 

germinación real  
 

Al comparar el promedio de germinación y la viabilidad de los 

diferentes tratamientos, se puede observar que los diferentes grados de 

coloración (Figura 1. A, B, C y D), indican que las que presentaron 

Viabilidad de C. annuum 

Tratamientos 
Semillas 

Viables 

Semillas No 

viables 

T1 (1 %, 24h) 89±3.6a 11±1.6a 

T2 (0.5 %, 24h) 91±2.7ª 9±1.1a 

T3 (1 %, 48h) 94±5.4a,b 6±1.8a,b 

T4 (0.5 %, 48h) 99±1.5b 1±0.3b 

Los valores ± SD con diferente letra, indican diferencias estadísticamente 

significativas, según la prueba de Tukey  (P≤0.05). SD: Desviación estándar 

Repeticiones Porcentaje de Germinación 

1 80 

2 87 

3 87 

4 90 

5 80 

Media 84,4 
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patrones de tinción intermedios, también poseen la capacidad de 

originar plántulas normales, es decir, son viables. Por tanto, la 

presencia de células vivas del embrión es indicada por una coloración 

rojo intenso, por lo que un color rojo pálido indica baja viabilidad y la 

nula coloración (color natural) demarca un embrión muerto [55]. 

Dichos resultados pueden compararse con los obtenidos por Victoria 

et al. [56], donde se utilizó tetrazolio al 0.5 % en Calendula officinalis 

por tiempos y temperaturas diferentes, obteniendo la coloración de los 

cotiledones solamente. De igual forma, las semillas de Anethum 

graveolens, presentaron tinciones con tetrazolio al 1 % en el embrión 

y con 0.5% de la semilla completa. La proporción de la zona teñida se 

utiliza para dimensionar el vigor de la semilla [57], donde según el 

ISTA [58], un lote de semillas vigoroso es uno que potencialmente 

puede funcionar bien en condiciones ambientales, que no son óptimas 

para la especie. La información de la germinación y viabilidad del 

género Capsicum es escasa, ya que sólo en algunas especies se ha 

documentado, siendo imposible generalizarse. Martínez et al. [59], 

encontraron resultados parecidos en Capsicum annuum L. var. Unapal-

Serrano, donde hubo un 92% de viabilidad y 86% germinación, así 

mismo Mathad et al. [60], encontró un 89% de viabilidad para semillas 

de Capsicum annuum L con el método de tetrazolio, lo que verifica la 

importancia de la aplicación de esta prueba para determinar la 

viabilidad de semillas de una gran variedad de especies. 

Al equiparar el test de tetrazolio y la germinación real se 

pueden observar diferencias, ya que la prueba de tetrazolio no 

permite discriminar infecciones causadas por hongos, alguna 

anormalidad del tejido expuesto o 

alguna posible fitotoxicidad, ya que, es una reacción bioquímica 

que resalta el tejido vivo de entre el tejido muerto en el embrión de la 

semilla, gracias a la actividad de las enzimas deshidrogenasas [61]. 

Figura 2: Comparación de la germinación fisiológica frentre a los 

tratamientos de viabilidad y de Capsicum annuum. (T1-G) Comparación T1 y 

germinación real. (T2-G) Comparación T2 y germinación real. (T3-G) 
Comparación T3 y germinación real. (T4-G) Comparación T4 y germinación 

real. 

Fuente: Elaboración propia. 
 

 

IV. PROPUESTA DE SOLUCIÓN O MEJORAS 
 

Se recomienda la reducir de la concentración de tetrazolio, como 

alternativa para disminuir el costo de la prueba en el genero Capsicum. 

Del mismo modo, se propone la utilización de pretratamientos en las 

semillas de C. annuum, según lo propuesto por Salazar et al. [62], 

donde el uso de Sacarosa y Cloro al 10%, aumento la eficiencia de la 

prueba de tetrazolio. 

 

 

V. CONCLUSIONES 

 

Se determinó la alta eficiencia de la prueba de tetrazolio para 

evaluar la viabilidad de las semillas de pimentón, cuando se realiza a 

una concentración de 1% y 0.5 %, durante 24 horas, con respecto a la 

germinación real. Además, se determinó que la germinación en toalla 

de papel húmeda, es una buena alternativa para obtener el porcentaje 

de germinación en un tiempo de 72 horas. Se expone la necesidad de 

realizar estudios adicionales donde se implementen concentraciones 

menores a 0.5 % (0.2%, 0.1%), para determinar la eficiencia del test 

de tetrazolio en C. annuum. 
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