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GERMINACION EN SEMILLAS DE CHILE PIQUIN (Capsicum annuum var.
aviculare)

Anaid Cano Vazquez, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2013

El chile piquin es una planta silvestre que presenta ciertos mecanismos para asegurar la
perpetuacion de la especie. Dentro de estos mecanismos se encuentra la latencia de sus
semillas. La germinacion de las semillas de chile piquin presenta problemas para siembras
intensivas comerciales. En este trabajo se plante6: 1) comparar diversas colectas en cuanto
a su capacidad germinativa; 2) indagar si la baja germinacién se debe a impermeabilidad en
la semilla o a alguna caracteristica estructural de la semilla; 3) encontrar un tratamiento de
preacondicionamiento que mejore la germinacion de la semilla y 4) probar la germinacion
in vitro como un método alternativo para obtener plantula en un corto tiempo. Para prevenir
la interferencia de microorganismos durante la germinacion, se definid un tratamiento de
desinfeccion a base de Benlate® 0.4% + Microdyn® 0.05%. Con la prueba de tetrazolio se
demostrd que la baja germinacién, en la mayoria de las colectas, no se debi6 a embriones
dafiados. Ademas la baja germinacién no es causada por impermeabilidad al agua de la
cubierta seminal o el endospermo, sino por la latencia del embrion. El acido giberélico
(AGs) a 5 g L' durante 24 horas mejor6 la germinacion de la semilla en la mayoria de las
colectas, otros tratamientos no tuvieron efecto. No se encontrd ninguna relacion entre el
tamafio de las estructuras seminales y el porcentaje de germinacion. La forma promedio de
las semillas de las colectas estudiadas fue redondeada, aplanada lateralmente y con un
diametro menor a 3 mm. La germinacion in vitro tuvo mejores resultados aplicando 0.25 g
L' de 4cido giberélico, pero con bajas tasas de germinacion. Se requieren mas ensayos in
vitro para encontrar las condiciones de desinfeccion Optima que aumente la tasa y

disminuya el tiempo de germinacion.

Palabras clave: germinacion, impermeabilidad, latencia, desinfeccion.
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CHILE PIQUIN (Capsicum annuum var. aviculare) SEED GERMINATION
Anaid Cano Vazquez, M.C.

Colegio de Postgraduados, 2013

Chile piquin is a wild plant and it has mechanisms to secure the species survival. Among
these mechanisms, us the seed dormancy. Chile piquin seed germination imposes barriers
for commercially intensive sowing. This research intended to 1) compare differente
samples on their germination capacity, 2) determine if low germination rates are affected by
low seed permeability or by seed structural characteristic; 3) find a preconditioning
treatment that improves seed germination; and 4) try in vitro germination as an alternative
method, for quick seedling production. To prevent the microorganisms interference during
germination, treatment with Benlate® 0.4 % and Microdyn® 0.05 % was implemented.
The tetrazolium test demonstrated that low seed-germination for most samples, was not
related to damaged embryos. In additionally low germination was not caused by water
permeability restrictions at the seed coat or endosperm, but rather it was an effect of
embryo dormancy. Gibberellic acid (GA3) at 5 g L™ for 24 h improved seed germination in
most chile piquin samples; other treatments had no effects. No relationship between seed
structures and germination percentage was found. The average seed shape of the samples
studied, was round and lateral flat with a diameter lesss than 3 mm. A disinfection protocol
was established for in vitro sowing, and it worked for all tested chile piquin samples. In
vitro germination tests improved by adding 0.25 g L' gibberellic acid, but more testing is
required to determine optimal concentrations that increase germination the rates and

decrease germination times.

Keywords: germination, permeability, dormancy, disinfection.
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1. INTRODUCCION

México cuenta con gran variedad de chiles (Capsicum spp.) y todos son empleados en la
dieta diaria de la poblacion, aunque sus grados de picor y sabor varian. La diversidad es
tan amplia que se tienen chiles para cada tipo de platillo, desde el chile de arbol hasta el
poblano para el consumo en fresco, y del piquin hasta el pasilla para consumo en seco

(Rodriguez-del-Bosque, 2005).

Los chiles mas consumidos generalmente son cultivados, aunque también hay algunas
especies de amplio consumo que no han sido propiamente domesticadas y que se obtienen
por medio de la recoleccion de plantas silvestres. Uno de estos casos es el chile piquin
(Capsicum annuum var. aviculare L.), el cual se encuentra en casi todo el territorio
nacional. El problema en esta forma de obtenerlo es que no hay control sobre las plantas
colectadas y no se reponen esos genotipos naturales, lo que los pone en peligro de extincion

(Baifiuelos et al., 2008).

En el norte del pais hay algunas huertas que cultivan el chile piquin con fines comerciales,
pero no se cuenta con informacion actualizada acerca de la produccion y precios. Solo se
obtuvieron algunas cifras del afio 2008, en las que la superficie sembrada se estim6 en 685

ha y la produccion total en 234 t (SIAP, 2013).

En cambio, en numerosos articulos cientificos, congresos y notas cientificas se han
reportado estudios acerca de la dificultad para lograr la germinacion de las semillas del
chile piquin, dificultad atribuible a una condicion de latencia o dormancia por tratarse de
una especie silvestre, aunque también ha habido indicios de que la semilla tenga partes
poco permeables al agua y aire, como la cubierta seminal y el endospermo, pues se ha
reportado que mediante tratamientos de escarificacion, hormonales u osmoticos se ha
logrado incrementar sustancialmente el porcentaje de germinacion (Araiza Lizarde et al.,

2011; Ramirez Meraz et al., 2003).
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Los tratamientos osmoticos regulan la hidratacion de la semilla durante la imbibicion, lo
que favorece a algunos procesos metabodlicos previos a la protrusion de la radicula y se
logra rapidez, sincronizacion e incremento en la tasa de germinacién. La magnitud de este

efecto depende de la semilla, el soluto y su concentracion (Marin Sanchez et al., 2007).

En la diversidad reconocida del chile piquin estan las variaciones morfologicas, como en el
tamafo del fruto que es muy pequefio en los estados de Sonora y Tamaulipas, en
comparacion con los provenientes de los estados de Veracruz y Puebla. También se han
reportado variaciones en caracteristicas de planta y de semilla, que podrian influenciar la

germinacion (Hernandez-Verdugo et al., 2010).

Por los antecedentes mencionados, se decidi6 efectuar el presente estudio para identificar
los factores fisioldgicos y anatdmicos que puedan afectar la germinacion de la semilla de
chile piquin derivada de colectas provenientes de diversas procedencias geograficas, con la

intencion de proponer tratamientos que promuevan dicho evento.

Los objetivos e hipotesis fueron los siguientes.

1.1. Objetivos

1) Cuantificar la variacién en germinacion en semillas de diversas colectas de chile
piquin.

2) Identificar si las bajas tasas germinativas son causadas por estructuras anatomicas
que podrian dificultar el proceso de germinacion en semilla de chile piquin, o por
latencia de las semillas.

3) Definir la concentracion de promotores de la germinacion capaces de romper la
latencia en la semilla de chile piquin como &cido giberélico (AGs), peroxido de
hidrogeno (H202) y nitrato de potasio (KNOs3).

4) Comparar la respuesta germinativa de 15 colectas de chile piquin sometidas a
promotores de la germinacion.

5) Evaluar si el cultivo in vitro en medio semisolido mejora la germinacion de la

semilla de chile piquin, en comparacion con la germinacion tradicional.

~2 ~
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1.2. Hipotesis

1) La cubierta seminal y el endospermo son una barrera que dificulta la germinacion
en la semilla de chile piquin, por ser de baja permeabilidad.

2) La germinacion se favorece aplicando promotores como: acido giberélico AGs, que
promueve la liberacion de enzimas para hidrolizar el almidon del endospermo; o
soluciones con efecto osmotico, como el nitrato de potasio (KNOs) y el
polietilenglicol (PEG-8000).

3) Las caracteristicas anatdmicas de semillas de chile piquin varian entre colectas.

4) Por el control que permite, la germinacion in vitro de las semillas favorece el

porcentaje y la velocidad de germinacion.



@
Postgrado de Recursos Genéticos y Productividad — Fisiologia Vegetal v

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Lasemilla

Una semilla se origina de la doble fecundacion en las angiospermas, y se define como un
6vulo maduro que consta principalmente de un embrion y reservas nutritivas, ambos
protegidos por una cubierta seminal. Los nutrientes contenidos en la semilla proveen al
embrion de los nutrientes necesarios para mantenerse vivo y durante la germinacidn, para

reanudar el crecimiento hasta el momento en que sus primeras hojas puedan fotosintetizar

(Esau, 1987).

Desde el punto de vista genético, una semilla consta de tres componentes: 1) un embrion
proveniente de un cigoto, 2) un endospermo triploide formado por la fusion de dos nucleos
polares con el segundo nucleo espermatico, y 3) una cubierta seminal formada por los

tegumentos provenientes del 6vulo (Desai et al., 1997).

La principal funcion de la semilla es la generacién de un nuevo organismo para perpetuar la
especie. Sus reservas nutritivas pueden encontrarse en el endospermo, perispermo o
cotiledones, segun la especie. Por estar las semillas en los frutos, los consumidores de
frutos también funcionan como agentes dispersores de semillas. Por su parte, el hombre
aprovecha los frutos y las diferentes estructuras seminales con fines economicos y
alimenticios, ademas de obtener otros satisfactores como aceites, fibras y medicamentos

(Desai et al., 1997; Esau, 1987).

En especies dicotiledoneas, las reservas del endospermo (3n) y perispermo (2n) son
consumidas por el eje embrionario y traslocadas a los cotiledones, cuando la semilla atn no
se separa de la planta madre, de manera que tanto para mantenerse vivo como para la

germinacion, el embrion toma los nutrientes de sus cotiledones (Esau, 1987).

La mayor parte del volumen de la semilla es ocupado por el endospermo y el embrion, ya
que la cubierta seminal suele ser pequeia en la mayoria de las especies. En la cubierta
seminal, el micrépilo puede presentarse como un poro cerrado o bien puede estar
obliterado; el hilio o hilium es la cicatriz que deja el funiculo cuando se separa del 6vulo

por abscision (Esau, 1987).
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La forma y el tamafo de las semillas presentan gran variacion entre especies, desde las mas
pequeiias (tabaco, orquideas) hasta las mas grandes (nueces, cocos). Su forma puede ser

redonda, ovalada, triangular, eliptica o irregular (Desai et al., 1997).

Para caracterizar una semilla, en funcion de su apariencia externa, se deben observar las
siguientes caracteristicas: forma, tamafio, superficie de la cubierta seminal, ubicacion del
hilio, y presencia o ausencia de estructuras como arilo (excrecencia del funiculo), carincula
(protuberancia tegumentaria cercana al micrépilo) o eliosoma (apéndice oleoso que es

usado por las hormigas como alimento) (Esau, 1987).

2.2. Desarrollo de la semilla

En el momento de la fecundacion el 6vulo consta de una o dos cubiertas protectoras (los
tegumentos 2n) y un tejido central (la nucela 2n). De este tejido se diferencia la célula
madre de la megaspora (2n), la cual mediante divisiones meidticas y mitoticas forma el
saco embrionario formado por siete células. Durante la doble fecundacion el tubo polinico
entra por el micrépilo y avanza hasta llegar al saco embrionario, donde libera dos nucleos
espermaticos. Un nlcleo espermatico (n) se une con los nicleos polares (2n) de la célula
central del saco embrionario para formar el endospermo (3n); el otro nicleo espermatico
(n) se une con el nicleo de la ovocélula (n) para formar el cigoto (2n) que formara el
embrion. Un caso especial de tejido de reserva es el perispermo (2n), el cual es un tejido
materno proveniente del tejido nucelar esporofitico. Para que se desarrolle una semilla
viable es necesario que se produzca satisfactoriamente tanto la fecundacion de la célula

huevo como la triple fusion con los nucleos polares (Willan y FAO, 1991).

En el desarrollo del 6vulo fecundado hasta convertirse en la semilla madura intervienen

varias transformaciones, que yendo del exterior hacia el interior, son las siguientes:

1. Los tegumentos del ovulo se convierten en la cubierta seminal madura. El
tegumento externo da lugar a la cubierta seminal y el tegumento interno da lugar al
tegmen en la semilla madura. Agrondmicamente se usa indistintamente el término
testa y cubierta seminal, sin que éstas sean botanicamente lo mismo por ser de

diferente origen (Corner, 1976). En general, la cubierta seminal protege el
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contenido de la semilla de la desecacion, los dafios mecanicos o los ataques de
hongos, bacterias e insectos, hasta que se abre en la germinacion.

2. En algunos géneros puede persistir la nucela como tejido de reserva en la madurez,
en forma de una capa delgada (el endospermo) situada en la parte interna de la
cubierta que suministra reservas nutritivas al embrion. En la mayoria de las
angiospermas, en cambio, la nucela es consumida en las primeras etapas del
desarrollo del embrion. El endospermo crece con rapidez después de la fecundacion.
Acumula reservas y en su maximo desarrollo es rico en carbohidratos, grasas,
proteinas y hormonas del crecimiento (Kozlowski, 1971). En algunas especies el
endospermo es evidente y continia ocupando mas espacio en la semilla que el
embrion, aun en las semillas maduras. En otras especies, el embrion va absorbiendo
las reservas nutricias del endospermo durante sus ultimas fases de desarrollo, hasta
que éste desaparece cuando la semilla estd madura (Bewley y Black, 1994) .

3. En los embriones de algunas especies se pueden distinguir todas las partes de la
planta rudimentaria como la radicula, que en la germinacion dara lugar a la raiz
primaria; las primeras hojas o cotiledones; la plumula, de la que surgira el tallo
primario; y el hipocotilo, region entre el nudo cotiledonar y el cuello de la radicula.
Cuando el embrion absorbe todas las reservas nutricias del endospermo, los
cotiledones gruesos y carnosos suelen convertirse en los principales organos de

almacenamiento de alimento y ocupar casi toda la semilla (Willan y FAO, 1991).

2.2.1. Cubierta seminal

La cubierta seminal protege a la semilla de los factores ambientales adversos y a la vez esta

relacionada con algunos procesos bioldgicos como la germinacion (Esau, 1987).

La cubierta seminal puede inhibir la germinacion al impedir la entrada de agua y oxigeno
en algunos géneros como Fraxinus y Crataegus porque presentan un alto grado de dureza
en sus cubiertas seminales, causada por la presencia de capas cuticulares y compuestos

fendlicos (Esau, 1987; Salisbury y Ross, 1994).

El balance entre los inhibidores y los promotores del crecimiento determinan el grado de

latencia de una semilla y se pueden localizar en la pared del fruto o en la cubierta seminal,
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de tal forma que si se eliminan estas estructuras se favorece la germinacion. Las cubiertas
seminales son de caracteristicas variables de acuerdo con su hébitat para que favorezca su
dispersion, ya sea por medio de apéndices que pueda mover el viento o que tengan
cubiertas mucilaginosas para adherirse a animales o ser tragados y excretados en otro lugar

(Esau, 1987; Salisbury y Ross, 1994).

2.2.2. Tejidos de almacenaje de nutrientes

Los carbohidratos, lipidos, proteinas y otras sustancias nutritivas se almacenan en
diferentes tejidos de la semilla, como cotiledones, endospermo o perispermo, y son vitales

para la supervivencia del embrion (Hartmann et al., 1990).

El endospermo no se considera esporofito ni gametofito; es un tejido triploide (3n) que le

da mayor capacidad de sintesis de proteinas (Esau, 1987).

Durante la germinacion, los granos de almidon se consumen por hidrélisis mediante la
actividad de las enzimas fosforilasa, a-amilasa y maltasa. La energia para estos procesos es
provista en forma de ATP por las mitocondrias. En algunas semillas, las reservas de
carbohidratos aparecen como paredes engrosadas compuestas generalmente de
hemicelulosas. Las proteinas almacenadas son de tipo globulinas y se sintetizan durante el
desarrollo de la semilla junto con los carbohidratos o lipidos de reserva. Durante la
germinacion, las proteinas se disuelven in situ y los cuerpos proteicos son reemplazados por
vacuolas que pueden fusionarse para dar lugar a una gran vacuola. Las proteinas de reserva

son degradadas a aminodcidos por las enzimas proteinasas y peptidasas (Esau, 1987).

En el citoplasma de los cotiledones se encuentran los cuerpos lipidicos también llamados
esferosomas. Los lipidos que se encuentran en las semillas son de tipo triglicéridos, que son
degradados por las lipasas para dar como resultado glicerol y acidos grasos. Los acidos
grasos son utilizados para la sintesis de fosfolipidos y glucolipidos, los cuales se requieren

para el crecimiento de la plantula (Esau, 1987; Hartmann et al., 1990).

2.2.3. El embrién

En una semilla el embrion adquiere diferentes tamafios y orientaciones. Segun la especie en

cuestion, puede ser recto, inclinado o curvo. También varia el grado de desarrollo del
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embrion, lo que resulta en embriones con hipocétilos largos o cortos, y cotiledones
delgados o carnosos, dependiendo de su papel en el almacenamiento de nutrientes. El
epicdtilo puede presentarse como un meristemo o como las primeras hojas verdaderas y sus

nudos. La raiz puede presentarse como meristemo apical o como radicula (Esau, 1987).

El procdmbium del futuro sistema vascular aparece en el eje embrionario y es continuo
entre el eje y los cotiledones. En algunas especies en el eje embrionario se distinguen las
iniciales del xilema y del floema. La epidermis joven o protodermis constituye la capa
superficial. El tejido fundamental se distingue del procambium por sus células menos
alargadas y mas anchas, pero ambos tipos de células se encuentran llenas de productos de

almacenamiento en el embrion maduro latente (Esau, 1987; Salisbury y Ross, 1994).

En la germinacion comienza el desarrollo de las células conductoras del procdmbium lo
cual se relaciona con diversos procesos fisioldgicos. En algunas especies, cuando se
establece la conexion vascular entre el eje y los cotiledones, el embrion produce estimulos
que activan el metabolismo en los cotiledones y ocurre la movilizacion de nutrientes para el
crecimiento del eje y la protrusion de la radicula (Esau, 1987). En el caso del chile piquin

las reservas se movilizan del endospermo hidrolizado hacia el embrion.

2.3. Lagerminacion

El proceso de la germinacién marca el inicio de una nueva generacion y puede ser definido
como la serie de eventos morfologicos, fisioldgicos y bioquimicos que permiten que la

nueva planta se establezca y complete su ciclo de vida (Bernal, 1994).

La germinacion se compone de diversos eventos por lo que puede tener varias definiciones
en funcioén del punto de vista que se use. Morfologicamente es la transformacion de un
embrion en una plantula, que inicia con la protrusion de la radicula; fisiologicamente es la
reactivacion del crecimiento de un embrion, el cual fue suspendido durante la desecacion de
la semilla; bioquimicamente es la diferenciacion secuencial de las vias metabolicas tanto

oxidativas como sintéticas (Bernal, 1994).

Los procesos fisioldgicos de crecimiento exigen actividades metabolicas aceleradas, y en el

caso de la germinacion es el aumento de actividad respiratoria de la semilla. Por tal motivo,
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el embridn requiere de nutrientes suficientes que obtiene por medio de la movilizacion de
las reservas alimenticias contenidas en el endospermo, para atender el aumento en la

actividad metabolica (Palacios Roméan, 2000).

La germinacion inicia con la imbibicion y finaliza con el inicio de la elongacion del eje
embrionario, principalmente la radicula. Se considera que una semilla ha germinado cuando
la radicula protruye a través de la cubierta seminal. Por lo tanto, incluye numerosos eventos
como hidratacién de proteinas, cambios de estructuras subcelulares, respiracion, sintesis de
macromoléculas y alargamiento de células, ninguno de los cuales por si solo determina la
germinacion.  Pero sus efectos combinados transforman un embriébn en reposo y
deshidratado, con metabolismo apenas detectable, en uno que tiene un metabolismo

vigoroso que culmina en el crecimiento (Bewley y Black, 1994).

Fisiologicamente la germinacién comprende cuatro fases (Berrie, 1984):

. Imbibicién de agua

. Elongacion celular

. Division celular

. Diferenciacion de células y tejidos

Desde el punto de vista fisio-bioquimico se consideran las siguientes etapas (Berrie, 1984):

. Rehidratacion

. Aumento de respiracion

. Formacion de enzimas

. Digestion enzimatica de reservas

. Movilizacion y transporte de reservas

. Asimilacion metabolica

. Crecimiento y diferenciacion de tejidos
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Para que la germinacion ocurra se requiere lo siguiente (Berrie, 1984) :

. Semilla viable

. Agua, temperatura, oxigeno y luz adecuados

. Semilla sin latencia

. Ausencia de agentes patdgenos en la semilla y el medio.

Es indispensable que las semillas almacenadas mantengan su porcentaje minimo de
humedad para conservarse vivas, ya que cualquier falta de humedad o exceso de
temperatura puede resultar en la pérdida de vigor y viabilidad, debido a que se
descomponen las macromoléculas, los organelos celulares se destruyen y se afecta la
sintesis de ADN, ARN y proteinas. Sin embargo, los sistemas enzimaticos relacionados con

la sintesis de las macromoléculas se reactivan durante la germinacion (Bernal, 1994).

La temperatura también tiene influencia sobre la germinacion y se pueden identificar tres
puntos criticos: 1) temperatura minima, aquella por debajo de la cual la germinacién no es
visible por un tiempo razonable. 2) temperatura maxima, por encima de la cual no hay
germinacion. 3) temperatura Optima, aquella a la cual germina el mayor numero de semillas
en un periodo de tiempo minimo. Los efectos de la temperatura sobre la germinacion

pueden ser muy influenciados por la condicion fisioldgica de la semilla (Berrie, 1984).

En chile manzano (Capsicum pubescens Ruiz&Pav.) se observo que el porcentaje de
germinacion es mayor cuando se incuban las semillas a temperaturas cercanas a 20 °C. Esto
se sustenta tedricamente con el origen de esta especie que proviene de zonas frias, y por lo
tanto es tolerante a bajas temperaturas. Lo cual también explica su alta sensibilidad a
tratamientos de inmersion en agua caliente, ya que las semillas tratadas de esta forma
presentaron un porcentaje de germinacion disminuido en comparacion con el testigo. De
esta forma se infiere que es importante que las temperaturas de incubacion y de
tratamientos aplicados, sean reguladas para cada especie de acuerdo con las condiciones

que prevalecen en su sitio de origen (Jiménez et al., 1991).

Los reguladores de crecimiento en las plantas, como son auxinas, etileno, giberelinas, acido

abscisico, citocininas y brasinosteroides son sustancias que tienen efecto en los procesos
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involucrados con el crecimiento y desarrollo de las plantas (Taiz y Zeiger, 2010). El
balance hormonal de la semilla es complejo debido a que algunos de sus tejidos son de
origen materno y otros tejidos provienen de los dos progenitores como el endospermo (3n)
y el embrion (2n). Por lo tanto, sus genotipos son de origen materno o paterno, y cada uno

controla la sintesis de diferentes hormonas en los tejidos seminales (Taiz y Zeiger, 2010).

2.3.1. Hidratacién de la semilla

En general, la cantidad total de agua tomada durante la imbibicién no excede de dos a tres
veces el peso seco de las semillas. La imbibicion depende de varios factores, como el
movimiento del agua hacia la semilla que depende principalmente del gradiente de
potencial de agua y de la permeabilidad de la cubierta de la semilla. El principal
componente que absorbe agua es la proteina, aunque también la celulosa y las sustancias

pécticas son hidrofilicas (Murray, 1984).

Durante el proceso de la germinacion, la hidratacién de la semilla se realiza en tres fases:
dos fases de rapida ganancia de agua separadas por una fase lenta o lag. La primera esta
asociada con la imbibicién inicial y la segunda con el crecimiento de la radicula. La
extension de la fase lag depende de la especie de la semilla y de la temperatura a la cual se
realiza la hidratacion. Aun cuando la imbibicién de agua puede ser despreciable durante
esta fase, la semilla no es inactiva puesto que durante esta fase se reactivan los sistemas
metabolicos existentes y da como resultado un aumento en el metabolismo basal (Bernal,

1994).

2.3.2. Sintesis de energia (ATP)

La germinacion es un proceso que requiere energia para el crecimiento y division celular.
El embrion de una semilla contiene las enzimas, los sustratos y los cofactores para la

sintesis de novo de ATP (Bernal, 1994).

Segun Hartmann et al. (1990), la energia necesaria para la sintesis de enzimas proviene del
ATP contenido en la mitocondria, el cual es reactivado cuando comienza la imbibicién de

la semilla, aun cuando la semilla presente latencia. A medida que la semilla se hidrata, las
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mitocondrias maduran y aumentan su eficiencia en la fosforilacion; este aumento, al menos
en chicharo, es el resultado del transporte de proteinas preexistentes en el citoplasma hacia

la membrana mitocondrial (Bernal, 1994).

2.3.3. Fitohormonas en la germinacion

El 4cido abscisico (ABA) tiene un rol fundamental en la iniciacion y mantenimiento de la
latencia de semillas y yemas, asi como en la respuesta al estrés principalmente hidrico,
ademas de que el ABA es antagénico a hormonas promotoras del crecimiento como

auxinas, giberelinas, etileno y brasinosteroides (Taiz y Zeiger, 2010).

Lambers et al. (2008) sefialaron que durante el desarrollo del embrion en la planta madre se
incrementa el contenido de ABA, como un factor que previene la germinacion precoz. La
induccién y liberacion de latencia en la semilla implica cambios en la concentracion de
ABA, mientras que el acido giberélico (AG) presenta un efecto contrario al ABA dado que
¢éste disminuye el crecimiento potencial del embrion y el AG lo estimula, por lo que la
relacion ABA:AG regula la induccion y liberacion de la latencia fisioldgica; por ello la
liberacion de la latencia va acompafiada por un incremento en la concentracién de AG. Los
mismos autores consideran que la cubierta seminal dura o el endospermo impenetrable de
la semilla puede ser un factor mecanico que impida la germinacion al actuar como barrera

al paso del agua (Hartmann et al., 1990; Lambers et al., 2008).

2.3.4. Factores que afectan la germinacion

El primer requerimiento para que ocurra la germinacion de la semilla viable y sin latencia,
es la disponibilidad de agua para que los tejidos seminales se rehidraten y reactiven su
metabolismo. Debido a que la respiracion depende del nivel de hidratacion, es importante
que haya suficiente humedad disponible para que se pueda sostener el crecimiento del
embrion (Berrie, 1984). La rehidratacion o imbibicidon se debe a la difusion de agua que
ocurre cuando las semillas la absorben, y se caracteriza por un aumento en el volumen de la

semilla y liberacion de calor (Palacios Roman, 2000).

Los tejidos seminales absorben agua a diferentes velocidades; el tegumento absorbe a una
velocidad menor que otras estructuras de la semilla y funciona como transportador
intermedio de agua del exterior al interior de la semilla. El embrion absorbe agua mas
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rapidamente y de forma continua. La velocidad de hidrataciéon varia segiin la especie,
permeabilidad del tegumento, disponibilidad de agua, temperatura, presion hidrostatica,
area de contacto semilla-agua, fuerzas intermoleculares, composicion quimica y condicion

fisiologica (Bewley y Black, 1994).

Una semilla madura tiene el porcentaje de humedad necesario para mantenerse viva con
minima actividad, pero una vez que se coloca a imbibicion se reactiva su metabolismo y
aumenta el consumo de oxigeno por respiracion, y a partir de este momento se pueden

distinguir las siguientes cuatro etapas en su respiracion (Azcon-Bieto, 1996).

1) Abarca las primeras 12 h de imbibicion en las cuales se presenta un rapido
incremento en la respiracion. En esta etapa se consume sacarosa como sustrato de la
respiracion.

2) Entre las 12 y 24 h de imbibicion se estabiliza la respiracion. Para favorecer la
entrada de oxigeno se pueden eliminar las cubiertas seminales.

3) Al emerger la radicula se favorece la entrada de oxigeno y aumenta la respiracion.
Dicho incremento respiratorio también se relaciona con la actividad de las
mitocondrias que se sintetizan en las células del embrion.

4) Los tejidos de reserva se desintegran por la movilizacion de nutrientes que éstos

aportan y la respiracion disminuye.

2.4. Latencia de las semillas

Se define latencia como un estado que no permite a la semilla germinar aun cuando tenga
condiciones favorables para la germinacion, porque esta bloqueado el proceso. La latencia
puede ser eliminada o interrumpida mediante la adicion de factores especificos
(hormonales, térmicos, osmoticos, etc.). El rompimiento de la latencia en condiciones
naturales puede ocurrir de manera gradual en semanas, meses o afios (Desai et al., 1997);

Lambers et al. (2008).

La latencia de la semilla es un factor importante en la adaptacion de las plantas a ambientes

desfavorables, donde el ABA juega un rol importante como inductor del estado latente. Se
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reconocen dos tipos de latencia en la semilla: la causada por la cubierta seminal y la
intrinseca. La latencia causada por la cubierta seminal incluye al endospermo, pericarpio u
organos extra florales, que retrasan la germinacion, de modo que el embridon puede
germinar hasta que los tejidos que rodean al embrion sean removidos o dafiados y se

favorezca el ingreso de agua y oxigeno (Taiz y Zeiger, 2010).

Se conocen cinco tipos de latencia por la cubierta (Hartmann et al., 1990; Taiz y Zeiger,

2010):
1. Prevencion del ingreso de agua.

2. Restriccién mecanica, donde la cubierta seminal impide el paso de la radicula, y para que
la semilla germine es necesaria la accion de enzimas que degraden la pared celular del

endospermo.

3. Interferencia con el intercambio de gases. La cubierta seminal impide el ingreso de

oxigeno al embrion.
4. Retencion de inhibidores. La cubierta impide la salida de los inhibidores de la semilla.

5. Acumulacion de inhibidores. Las cubiertas de la semilla y pericarpio pueden contener
concentraciones relativamente altas de inhibidores, como ABA, los que pueden suprimir la

germinacion del embrion.

El segundo tipo de latencia es la intrinseca del embrion debido a la presencia de ABA o la
ausencia de AG, por lo que la latencia se perdera si la relacion de AG:ABA se incrementa.
En la naturaleza hay semillas que al separarse de la planta madre ya presentan latencia, a la
cual se le denomina latencia primaria; y también hay semillas que al separarse de la planta
madre ya estdn listas para germinar pero al encontrar condiciones ambientales
desfavorables entran a un estado de latencia, a la cual se le llama latencia secundaria

(Hartmann et al., 1990; Taiz y Zeiger, 2010).

Por su parte, Lambers et al. (2008) refieren que la latencia fisiologica se debe tanto a
mecanismos fisioldgicos dentro del embrion como a las estructuras que la rodean, como

son el endospermo y la cubierta seminal que evitan la emergencia de la radicula. Asi mismo
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estos autores consideran que en las semillas con estructuras impermeables al agua, la
absorcion de ésta solo puede ocurrir cuando la cubierta se deteriora o dafa, y apuntan que
en algunas especies de cubierta seminal dura las células en empalizada cierran de manera
efectiva la abertura por donde entrara el agua, mientras que en las semillas de cubierta
seminal blanda queda una abertura para el ingreso del agua. En especies de cubierta
seminal dura que no tienen problema para germinar, ese tipo de cubierta seminal solo tiene
la funcion de proteger a la semilla, pero en algunas semillas que carecen de cubierta dura la
barrera mecanica la pueden constituir las capas del endospermo (Desai et al., 1997,

Lambers et al., 2008).

Taiz y Zeiger (2010) apuntan que el ABA inhibe la produccion de AG necesario para
promover la formacion de enzimas hidroliticas que debilitan las capas del endospermo y
activan el crecimiento del embrion, por lo que el AG es utilizado para romper el estado de
latencia de las semillas; los autores afaden que de manera natural existen tres factores que
en muchos casos liberan a las semillas de la latencia: la accion de la luz, la deshidratacion,

y el enfriamiento.

Existen varias formas de inducir la ruptura de la latencia, las cuales dependen del tipo de
latencia. Sin embargo, en general, incluyen por modificacion del balance hormonal entre
AG y ABA y el uso de soluciones osmoticas, y por escarificacion mecanica o con

corrosivos (Hartmann et al., 1990).

Bonfil-Sanders et al. (2008) encontraron que la germinacion de semillas de Bursera fue
més sincronizada y rapida con aplicaciones de una solucion de 150 pg g' (ppm) de

citocinina 6-benzyl-aminopurina que con la escarificacion con acido clorhidrico.

En chile (Capsicum annuum), Garcia Federico et al. (2004) hallaron que la mejor
germinacion ocurrio al tratar la semilla con una mezcla de AG3 y acidos humicos (82 %),
seguida de la semilla que se tratd con AGs solamente (68 %), y por el tratamiento de

inmersion en agua (33 %).

Una de las principales limitantes para la explotacion comercial de algunos cultivares de
chile piquin es la dificultad para inducir la germinacion de la semilla. Al respecto se sabe

que hay tratamientos pregerminativos de hidratacion-deshidratacion de las semillas
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eficientes para revigorizar semillas envejecidas, acelerar y uniformizar la germinaciéon e
incrementar los rendimientos de los cultivos bajo condiciones Optimas y adversas

(Bradford, 1986; Burgass y Powell, 1984).

Las sustancias aplicadas en los tratamientos pregerminativos son soluciones osmoticas y
agua. Se dividen en dos grupos: el primero formado por las soluciones compuestas por un
polimero de alto peso molecular (de 100 a 20,000 Da) conocido como polietilenglicol
(PEG) o Carbowax (Gray et al., 1991), y el segundo formado por mezclas de fosfato
tripotasico (K3POs) y KNO3 (Rehman et al., 1998; Suzuki et al., 1989). Por otro lado estan

las soluciones con hormonas como el AG3 y las auxinas (Araiza Lizarde et al., 2011).

2.5. Morfologia y anatomia de la semilla de chile

La semilla de chile (Capsicum annuum) tiene una estructura plana, con grosor de 1 mm y
diametro de 5.3 mm (Chen y Lott, 1992), y la cubierta tiene un grosor promedio de 85 pm
+ 4 (Beresniewicz et al., 1995a). La cubierta de la semilla de chile es mas gruesa que la de
otras semillas de hortalizas, como las de cebolla, nabo (cubiertas muy delgadas), tomate y

col (cubiertas de grosor intermedio) (Beresniewicz et al., 1995a).

En el interior de la cubierta seminal, el endospermo rodea al embridn curvo que consiste de
un eje hipocétilo radicular y dos cotiledones. Las células del tejido embrionario tienen una
delgada pared celular primaria que tifie con PAS (4cido peryodico de Schiff) para
carbohidratos y con rojo Congo para -glucano. La tinciéon con lugol es negativa, lo que
indica ausencia de almidones en las células del embrién y endospermo. La tincidon con
sulfato azul Nilo, negro Sudan B y tincioén fluorescente azul Nilo A, para lipidos son
positivas. La tincién con azul brillante Coomasie y azul bromofenol-mercurio es positiva
para proteinas. Las principales sustancias de reserva para el endospermo son proteinas y

lipidos, al igual que en el embrion (Chen y Lott, 1992).

La permeabilidad de la cubierta seminal es un factor determinante para la germinacion ya
que el agua absorbida activa el metabolismo de la semilla. En el caso de la col, la cubierta

seminal permite la absorcion de cloruro de tetrazolio y la salida de aminoacidos. En tomate
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y chile se presenta un alto grado de impermeabilidad al movimiento de solutos, mientras
que el nabo y la cebolla presentan impermeabilidad intermedia (Beresniewicz et al.,

1995a).

Las tasas de hidratacion también han sido estudiadas y se ha observado que en las primeras
4 h fueron similares para nabo, col, tomate y chile, pero no para cebolla en donde fue

notablemente mas baja (Beresniewicz et al., 1995b).

La capa semipermeable estd presente en cubiertas seminales de nabo y cebolla (Liliaceae) y
en chile y tomate (Solanaceae). La capa semipermeable esta ubicada en la capa mas interna
de la cubierta seminal, junto al endospermo. A nivel ultraestructural esta capa es similar
para todas las especies, tipicamente amorfa, altamente compacta, pero facilmente
distinguible entre la cubierta seminal y el endospermo. La capa semipermeable en tomate y
chile evita la salida de aminoacidos, la absorcion de tetrazolio y de lantano. El grosor de la
cubierta seminal de chile y tomate le confieren mayor resistencia a danos mecanicos. El
lantano no es detectado en la capa semipermeable de estas semillas, lo cual prueba que

poseen una fuerte barrera al movimiento de solutos (Beresniewicz et al., 1995a).

La naturaleza quimica de la capa semipermeable es la responsable de la impermeabilidad a
diversos solutos. En cebolla (Allium cepa), nabo (Allium ampeloprasum), tomate
(Lycopersicum sculentum) y chile (Capsicum annuum) no se ha detectado la presencia de
calosa, lignina ni celulosa, segiin analisis histoquimicos. La presencia de polisacaridos y
pectinas en la capa semipermeable de nabo y cebolla y su ausencia en tomate y chile,
podria indicar que existe una capa intermedia de suberina. Se ha observado que la capa
semipermeable de nabo y cebolla estd compuesta de cutina, mientras que la de tomate y

chile esta compuesta de suberina (Beresniewicz et al., 1995b).

En el caso de la cebada (Hordeum vulgare) se ha observado que el grano esta cubierto por
una membrana fuertemente cuticularizada, excepto en la region calazal y micropilar. Esta
membrana podria destruirse con una solucion de potasio caustico. En estudios con zacate
Johnson (Sorghum halepense) se ha visto que el tegumento mas interno esta altamente
suberizado e impregnado con grasas, especialmente en las paredes mas internas; esto

sugiere que suberina, lipidos y taninos incrementan la dureza pero disminuyen la
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permeabilidad de la cubierta seminal. En cubiertas seminales de Cucurbita pepo la
membrana mas interna estd cutinizada y funciona como una barrera para restringir el
intercambio de gases y humedad. La barrera semipermeable en el caso de lechuga (Lactuca
sativa) ha sido atribuida al endospermo y el compuesto responsable de su impermeabilidad

es la celulosa (Beresniewicz et al., 1995b).

El grado de impermeabilidad puede estar relacionado con la composiciéon quimica de la
capa semipermeable. De acuerdo con varios experimentos realizados puede concluirse que
la suberina es una barrera mas fuerte a la difusion de solutos y humedad que la cutina

(Beresniewicz et al., 1995a).

2.6. Cultivo in vitro

El cultivo in vitro ha permitido generar nuevas individuos a partir del explante que se
define como una pequeia porcioén del tejido vegetal que funciona como generador de
nuevas plantas en el cultivo in vitro; la fuente del explante es la planta u organo. Ello es
debido a la capacidad que tienen las células somaticas de diferenciarse en una planta nueva
y completa bajo "ciertas condiciones experimentales” (totipotencialidad celular). Con esta
técnica es posible controlar los factores ambientales externos (fotoperiodo, temperatura,
humedad relativa) asi como la asepsia, el medio de cultivo, los nutrientes disponibles,
fitohormonas, etc. Es posible aplicar el cultivo in vitro de embriones maduros en medio de
cultivo bésico con sales inorganicas y sacarosa, o con adicion de fitohormonas para

embriones inmaduros (Hartmann et al., 1990).

El cultivo in vitro de embriones es util para rescatar embriones que han sido abortados
antes de que la semilla alcance la madurez. También es posible germinar semillas maduras
en cultivo in vitro para probar diferentes condiciones de desinfeccion, con la finalidad de
obtener la germinacion de la semilla y en algunos casos a partir de ella obtener explantes

libres de patogenos y asegurar la generacion de plantulas sanas (Hartmann et al., 1990).
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2.7. El cultivo de chile piquin en México

El nombre comun del chile piquin o chile del monte es propio de algunas regiones de
México, en particular el noreste. Existen otros nombres para este tipo de chile silvestre de
acuerdo con la zona del pais, por ejemplo: chiltepin (Sonora), quipin, chiltecpin,
chiltepiquin, chiltepe, chilpaya, tlilchile, pico de péjaro, diente de perro, diente de
tlacuache, mosquito, silvestre, pulga, enano, bird pepper, etc. (Rodriguez del Bosque et al.,
2004). El fruto de este chile es apreciado por la poblacioén y bien cotizado, gracias a su
sabor y a que puede ser consumido sin irritar el sistema digestivo (Rodriguez del Bosque et

al., 2004).

Diversos taxonomos han denominado esta variedad con distintos nombres, como los
siguientes: variedad minus (Figherhut), baccatum (Terpo), minimun (Heiser y Pickersgill),
aviculare (D’Arcy y Eshbaugh) y glabriusculum (Heiser y Pickersgill) (Baifiuelos et al.,
2008).

El chile piquin es un arbusto perenne que crece de forma silvestre y produce un fruto de
tipo baya redonda de color verde con alto contenido de clorofila, de 3 a 6 mm de didmetro.
Al madurar los frutos se tornan de color rojo intenso, debido a las licopersinas que atraen a

las aves que los consumen (Baiiuelos et al., 2008).

Se desarrolla en suelos de tipo vertisol y rendzina, de texturas migajon-arcillosa, bien
drenados, con alto contenido de materia organica y poca pendiente. En forma silvestre, las
plantas se ubican en altitudes menores a 1,300 m, con precipitaciones anuales de mas de
500 mm y temperatura media anual entre 21 y 24 °C. Los frutos de chile piquin tienen gran
cantidad de semillas, por lo que de 1 kg de fruto fresco maduro (rojo) se pueden obtener
hasta 120 g de semilla, y cada gramo contiene de 200 a 300 semillas (Medina-Martinez et
al., 2010).

El chile piquin se encuentra distribuido en todo México, desde las zonas aridas hasta las
tropicales. Por su alto grado de adaptacion puede crecer desde el sur de Estados Unidos de
América hasta Perl, y en las zonas donde se colecta tiene un impacto econdmico que
favorece los ingresos de las familias que lo venden en los mercados locales. Sin embargo,

las familias colectoras frecuentemente arrancan toda la planta y no la sustituyen por una
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nueva, lo cual genera deterioro de su habitat (Medina-Martinez et al., 2010; Rodriguez del
Bosque et al., 2004)

En un estudio realizado en 2002 con diversas poblaciones del noreste de México, se
encontro que el chile piquin es preferido por 37.3 % de las personas encuestadas, seguido
del jalapefio (32.6 %), serrano (19.6 %) y habanero (10.5 %). Alcanza mayor preferencia en
las zonas aledafias a los sitios de recoleccion del chile piquin que en las zonas mas alejadas.
Esto permite visualizar un mercado cautivo, que podria absorber la produccion de piquin si
se maneja como cultivo de interés econémico. Sin embargo, los problemas de germinacién
y crecimiento lento representan una limitante para produccion intensiva (Garcia Federico et

al., 2010; Rodriguez-del-Bosque, 2005).
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3. MATERIALES Y METODOS

En el presente estudio se utilizaron semillas de chile piquin de las 16 colectas enlistadas en

el Cuadro 1, cuyas procedencias se sefialan en el mapa de la Figura 1.

Cuadro 1. Relacion de las colectas utilizadas para el estudio de germinacion de chile piquin.

Lugar de colecta Donante Institucion Material
1. Tucson, Arizona, EUA (M1). Dr. Alfonso Gardea CIAD Fruto seco
2. Tucson, Arizona, EUA (M2). Dr. Alfonso Gardea CIAD Fruto seco
3. Huepac, Sonora. Dr. Alfonso Gardea CIAD Fruto seco
4. La Montosa Moctezuma, Sonora. Dr. Alfonso Gardea CIAD Fruto seco
5. Babiacora, Sonora. Dr. Alfonso Gardea CIAD Fruto seco
6. Badiraguato, Sinaloa. Dr. Victor H. Aguilar COLPOS Semilla
7. Acaponeta, Nayarit. Dr. Victor H. Aguilar COLPOS Semilla
8. Tepic, Nayarit. Dr. Victor H. Aguilar COLPOS Semilla
9. Tomatlan, Jalisco. Dr. Victor H. Aguilar COLPOS Semilla
10. San Carlos, Tamaulipas. M.C. Moisés Ramirez INIFAP Semilla
11. Soto La Marina, Tamaulipas. M.C. Moisés Ramirez INIFAP Semilla
12. Gonzalez, Tamaulipas. M.C. Moisés Ramirez INIFAP Semilla
13. Tuxpan, Veracruz Dr. Nicacio Cruz H. COLPOS Fruto seco
14. Xicotepec, Puebla. Dr. Victor A. Gonzélez COLPOS Fruto seco
15. Cuetzalan, Puebla. M.C. Edgardo Bautista COLPOS Fruto seco
16. Sierra Sonora, Sonora. Dr. Victor A. Gonzalez COLPOS Fruto seco
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Figura 1. Ubicacion de los sitios de procedencia de las colectas de chile piquin empleadas

en el presente estudio.

El hecho de evaluar la germinacion de semillas de chile piquin procedentes de diversas
regiones del pais involucra la evaluacion de su diversidad genética en sus caracteristicas
morfologicas y fisiologicas. Ademas, como muchas colectas se recibieron como frutos fue
necesario extraer las semillas y homogeneizarlas en tamafio y aspecto para las pruebas de

germinacion. En la Figura 2 se muestran las colectas que se recibieron en fruto.
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Figura 2. Frutos de chile piquin provenientes de diferentes regiones de México.A,
Babiacora; B, La Montosa; C, Cuetzalan; D, Tuxpan; E, La Montosa Moctezuma; F,

Huepac.

En los frutos de chile piquin se encontr6 una gran cantidad de semillas por fruto pero una
parte de éstas son semillas vanas, por lo que fue necesario separar las semillas no vanas
para efectuar los experimentos. Esta clasificacion de semillas vanas se hizo con un
diafanoscopio, el cual provee luz debajo de la semilla y permite observar si la semilla esta
vacia (vana) o no. Las semillas vanas se desecharon y las no vanas pasaron a la siguiente

etapa de clasificacion. No se registro la cantidad de semillas vanas por fruto.

También se detectd variacion en el tamafio de la semilla extraida de cada fruto, por lo que
se procedio a clasificarlas por su peso individual, y asi se establecieron tres rangos de
tamafo: de 1.5 a 2.5 mg, de 2.6 a 3.5 mg, y de 3.6 a 4.5 mg por semilla. El rango con

mayor numero de semillas fue el de 2.6 a 3.5 mg, por lo que éste se eligid para conformar
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un lote homogéneo de semillas con el cual efectuar las pruebas experimentales que se

describen a continuacion.

3.1. Primera prueba de desinfeccion de la semilla

Para evitar la proliferacion de hongos y bacterias sobre la cubierta seminal frecuentemente
observada durante las pruebas preliminares (no mostradas en este trabajo), fue necesario
probar tratamientos de desinfeccion de las semillas para elegir el mejor para chile piquin.

Los tratamientos evaluados en la primera prueba se describen en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Tratamientos aplicados en la primera prueba de desinfeccion en semillas de chile

piquin.

Producto desinfectante Concentracion (%) Tiempo (min)

Tratamiento 1
Testigo

Tratamiento 2
H202 3 30

Tratamiento 3
Hipoclorito de sodio NaClO 10 15
comercial, Cloralex®

Tratamiento 4
Hipoclorito de sodio NaClO 20 15

comercial, Cloralex®

Tratamiento 5

Benlate®, fungicida 1.2 15
Plata coloidal estable, Microdyn® 0.05 30
bactericida

Tratamiento 6

Benlate® 0.4 15
Plata coloidal estable, Microdyn® 0.05 30
Tratamiento 7

Etanol 70 1
Hipoclorito de sodio NaClO 50 10

comercial, Cloralex®
Todas las concentraciones se basan en recomendaciones de cada producto comercial.
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Los tratamientos se basaron en los estudios descritos por Cesty Borda-Yepez et al. (2007),

Flores-Almaraz et al. (2008) y Robledo y Carrillo (2004).

Antes de ser desinfectadas, las semillas se lavaron con agua corriente y 1 g L de
detergente comercial en polvo, luego fueron agitadas durante 5 min y enjuagadas hasta
eliminar el jabon. La unidad experimental consistié de cuatro repeticiones de 10 semillas
de la colecta Tuxpan, por ser la que en pruebas preliminares (aqui no mostradas) habia

presentado un promedio de germinacion mas consistente.

Para evaluar el efecto de los tratamientos de desinfeccion en las semillas de chile piquin,
¢éstas se germinaron sobre toallas de papel absorbente en cajas Petri, segin la metodologia
de la ISTA (Ronnie, 2003), y las cajas se colocaron en la cdmara de incubacion Thelco® a
30 °C y en oscuridad. Tanto las cajas como las toallas de papel fueron previamente
desinfectadas con solucioén de hipoclorito de sodio Cloralex® a 3 % de producto comercial
por 15 min, y luego secadas por 24 h a temperatura ambiente y las toallas a 30 °C en la

incubadora Thelco®.

Se registrd diariamente el nimero de semillas germinadas y el nimero de semillas
contaminadas, durante 21 dias. El disefio experimental fue completamente al azar y los
datos se analizaron en el programa Microsoft Office Excel 2007® (Microsoft, 2007) para

calcular medias y desviaciones estandar.

3.2. Segunda prueba de desinfeccion de la semilla

Al igual que en la primera prueba, en la segunda se us6 la colecta Tuxpan. Las semillas se
envolvieron en un trozo de tela, se amarraron teniendo la apariencia de un saco y se
colocaron en un frasco con solucion jabonosa donde se mantuvieron sumergidas; luego se

agitd el frasco por 5 min y se enjuagd con agua corriente hasta eliminar el jabon.

Ademas, debido a que en la primera prueba se detectd que el H202 a 3 % tenia un efecto
promotor en la germinacion, este tratamiento se elimind en la segunda prueba para evitar
ese sesgo en los datos. En cambio, se agreg6 el fungicida Captdn® por ser de amplio

espectro, con accion de contacto y uno de los més usados para desinfeccion de semillas, y
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asi compararlo como alternativa del Benlate® que es de efecto sistémico. Los demas
tratamientos fueron mezclas de productos para un total de cinco tratamientos, que incluyen

al bactericida Microdyn®, como se describe en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Tratamientos aplicados en la segunda prueba de desinfeccion en semillas de chile

piquin.

Producto desinfectante Concentracion Tiempo (min)

Tratamiento 1

Captan®, fungicida 5gL! 15
Tratamiento 2
Captan® 10gL! 15
Tratamiento 3
NaClO comercial, Cloralex® 10% 15

Tratamiento 4

Benlate®, fungicida 0.4% 15
Plata coloidal estable, 0.05% 30
Microdyn®, bactericida

Tratamiento 5

Testigo --- ---

Todas las concentraciones se basan en recomendaciones de cada producto comercial.

Los tratamientos de desinfeccién se aplicaron como sigue: la solucion de fungicida
(Captan®) se rocid sobre las toallas de papel donde se depositaron las semillas tratadas,
hasta saturacion; el NaClO se aplicé igual que en la primera prueba. Para el tratamiento que
combina un fungicida con un agente antimicrobiano, las semillas envueltas en un saco de
tela y amarradas, se sumergieron por 15 min en la solucion de Benlate® sometida a
agitacion, y se enjuagaron con agua destilada; luego el saco de tela se transfirio a una
soluciéon de Microdyn® a 0.05 % por 30 min, con agitacion constante; al terminar, las
semillas se dejaron secar por 24 h a temperatura ambiente y después se sembraron. En el

tratamiento testigo no se aplicé fungicida a la toalla de papel ni a las semillas, pero las
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toallas y cajas empleadas en la siembra habian sido previamente desinfectadas con
Cloralex® 3 %, al igual que en los demas tratamientos. Todos los tratamiento empleados se
basaron en los aplicados por Flores-Almaraz et al. (2008), Gonzalez (2003), Iracheta
Donjuan et al. (2003) y Robledo y Carrillo (2004).

Después de ser tratadas, las semillas fueron sometidas a una prueba de germinacion sobre
papel, segun la metodologia recomendada por la ISTA (Ronnie, 2003), en cajas Petri. El
trozo de toalla de papel y la caja Petri se desinfectaron como en el primer ensayo. Después
de depositar 10 semillas por caja con tres repeticiones por tratamiento, las cajas Petri se

cubrieron con sus tapas y se sellaron con pelicula pléstica auto-adherente (Kleenpack®).

A los 10 dias después de la siembra se registrd el nimero de semillas germinadas y el
numero de semillas contaminadas. El disefio experimental fue completamente al azar y los
datos se analizaron en el programa Microsoft Office Excel 2007® para calcular medias y

desviaciones estandar.

3.3. Prueba de viabilidad con tetrazolio

En esta prueba se utiliz6 una solucion incolora (0.1%) de la sal cloruro de 2,3,5-trifenil
tetrazolio (num. catdlogoT8877, Sigma Chemical Co.), como indicador de la presencia de
células vivas en el embrion. Cuando las semillas se colocan en la solucion de tetrazolio, las
células vivas continian con su proceso respiratorio en el cual liberan hidrogeno y éste
reacciona con la sal de tetrazolio en una reduccion catalizada por enzimas deshidrogenasas.
En este momento el tetrazolio se convierte en formazén y cambia su aspecto incoloro inicial
hacia un color rojizo. Este cambio de color se observa solamente en los tejidos seminales
vivos, de tal forma que se puede distinguir claramente el tejido vivo (rojizo) del tejido
muerto (blanco). La intensidad de la coloracion varia segiin la concentracion que se aplique

de la sal de tetrazolio que se recomienda de 0.1 a 1.0 % (AOSA, 2000; Gallo et al., 2012).

De las colectas que preliminarmente habian presentado muy baja germinacién, como
Huepac, La Montosa, Babidcora, Arizona M1, Arizona M2, Xicotepec y La Montosa

Moctezuma, se tomaron 30 semillas seleccionadas. Se colocaron en imbibicién con agua
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destilada por 18 h para reactivar su metabolismo, segin la metodologia indicada en el
Manual para las Pruebas de Tetrazolio de la AOSA. Después se abrieron con bisturi en el

plano mediano para dejar expuesto el embrion y el endospermo (AOSA, 2000).

Conforme al método descrito por la AOSA (2000) y Vankus (1997), los cortes se colocaron
en una solucion de cloruro de tetrazolio a 0.01 %, y se llevaron a oscuridad en la
incubadora Thelco a 30 °C donde se dejaron por 6 h. Transcurrido el tiempo se decant6 la
solucion de tetrazolio y se enjuagaron los cortes con agua destilada para proceder a la toma
de datos, consistentes en clasificar las semillas como vivas o viables cuando se observo
coloracion en el 100, 80 o 50 % del embrion, o semillas no viables cuando no hubo tal
coloracion (Figura 3). El disefio experimental fue completamente al azar con 10 semillas
como unidad experimental y con tres repeticiones. Los datos se analizaron en el programa

Microsoft Office Excel 2007® para calcular medias y desviaciones estandar.

Figura 3. Embrion de la semilla de chile piquin completamente tefiido (100 %) con

tetrazolio.

3.4. Cinética de imbibicion
Para comprobar si la cubierta seminal o el endospermo representaban una barrera fisica

para la entrada de agua al embrion y que retrasara la germinacion, se hizo una cinética de

imbibicidén que consistio en registrar periddicamente los pesos frescos y secos de cada parte
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de la semilla. Para ello se hicieron muestreos a las 0, 8, 16 y 24 h después de inicio de
imbibicién durante el primer dia, y después cada 24 h por 21 dias. En cada muestreo se
registrd el peso fresco y peso seco de la cubierta seminal, el endospermo y el embrion de

cuatro semillas como unidad experimental.

Para la germinacion, las semillas de la colecta Tuxpan se colocaron en caja Petri con fondo
de toalla de papel humedecido con agua destilada y desinfectada previamente con una
solucion de NaClO comercial (Cloralex®) a 3 % del producto comercial para evitar la
proliferacién de microorganismos. Las semillas se desinfectaron con el tratamiento de
Benlate® 0.4 % + plata coloidal estable (Microdyn® 0.05 %). Después de la siembra, las
cajas Petri se sellaron con pelicula plastica auto-adherente y se colocaron en oscuridad en la

incubadora Thelco® a 30 °C.

En cada muestreo se cortaron las semillas en plano mediano con ayuda de un microscopio
estereoscopico (Stereo Star AO570®) (Figura 4) y luego se separaron: la cubierta seminal,
el endospermo y el embrion de cuatro semillas (por repeticion), luego se pesaron en balanza
analitica (Sartorius H51®) para registrar el peso fresco, luego se secaron a 65 °C por 48 h
en una estufa de aire forzado (Riossa HCFD-82®), y al final se pesaron de nuevo para
registrar el peso seco. Las variables evaluadas fueron peso seco y peso fresco por estructura

de la semilla.

El disefio experimental fue completamente al azar con tres repeticiones y los datos se
analizaron en el programa Microsoft Office Excel 2007® para calcular medias y

desviaciones estandar.
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Figura 4. Estructuras de la semilla que se separaron por diseccion en el microscopio

estereoscopico, para la cinética de imbibicion (Fotografia propia).

3.5. Evaluacién de sustancias promotoras de germinacion

A fin de elevar la baja germinacion de semillas de chile piquin en las colectas, segin
observaciones preliminares propias y diversos estudios anteriores (Araiza Lizarde et al.,
2011; Garcia Federico et al., 2010; Hernandez-Verdugo et al., 2010; Marin Sanchez et al.,
2007; Ramirez Meraz et al., 2003), en este experimento se probaron varias sustancias
promotoras de la germinacion, para evaluar su efecto en la germinacion de 16 colectas de

semillas de chile piquin.

En este experimento inicial se probod la colecta Tuxpan, en donde la unidad experimental
consistio de 10 semillas seleccionadas (no vanas) y desinfectadas, con tres repeticiones. Las
semillas se sometieron a los tratamientos indicados en el Cuadro 4, por inmersion en los

tiempos y las concentraciones indicadas, que dio un total de 14 tratamientos.
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Cuadro 4. Tratamientos promotores de germinacion aplicados en semillas de chile piquin

de la colecta Tuxpan.

Promotores de germinacion Concentracion (g L'')  Tiempo de exposicion (h)
AG3a 2500y 5000 ppm 5y25 24
H>02 300 mL-L"! 12,24y 48
PEG-8000 a-1.2 MPa 310.45 12,24y 48
KNO3 a-0.6 y-1.2 MPa 24.6 y49.2 24,48y 72

Después, las semillas se dejaron secar en las condiciones ambientales del laboratorio, por
72 h. Para evaluar sus efectos en la germinacion, las semillas se sembraron en cajas Petri
con fondo de toalla de papel humedecida con agua destilada y previamente desinfectadas.
Para disminuir el riesgo de proliferacion de microorganismos se agregd solucion de
Captan® 5 g L' hasta saturar la toalla de papel, porque éste fue el tratamiento de
desinfeccion mas efectivo en la prueba previa. Después de sembradas, las cajas Petri se
sellaron con pelicula plastica auto-adherente y se colocaron en la incubadora Thelco® a

30 °C por 21 dias, en oscuridad.

Diariamente se registrd el nimero de semillas germinadas (protrusion de radicula), y con
los datos se calcul6 el porcentaje de germinacion. A los 21 dias se registro el peso fresco y

seco de las plantulas de cada muestra.

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones y los datos se
analizaron en el programa Microsoft Office Excel 2007® para calcular medias y

desviaciones estandar.

3.6. Respuesta de las colectas a tratamientos promotores de la germinacién

Debido a que en evaluaciones preliminares las colectas mostraron una amplia variabilidad,
en este experimento se evalud la capacidad germinativa de las 16 colectas de chile piquin

enlistadas en el Cuadro 1. Se evaluaron los tres mejores tratamientos promotores de
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germinacion evaluados en el experimento previo (Cuadro 4) con el mejor tratamiento de

desinfeccion (Benlate 0.4 % + Microdyn 0.05 %).

Para este experimento se usaron muestras de 10 semillas seleccionadas y desinfectadas de
cada colecta, para conformar la unidad experimental. Dichas muestras se sometieron a cada
promotor por inmersion durante 24 h. Los tratamientos promotores fueron AG3 5 g L,

H202 3 %, KNO3 49.2 g L' y el Testigo.

Posteriormente las semillas se dejaron secar en condiciones ambientales (22 °C) del
laboratorio por 72 h. Para la siembra las semillas se colocaron en caja Petri con fondo de
toalla de papel humedecida con agua destilada y previamente desinfectada. Para disminuir
el riesgo de proliferacion de microorganismos, a la toalla de papel en cada caja se le agregd
solucién de Captan® 5 g L' hasta saturacion. Después de la siembra las cajas Petri se
sellaron con pelicula plastica auto-adherente y se colocaron a oscuridad en la incubadora

Thelco a 30 °C por 21 dias.

En las semillas se registro la protrusion de la radicula como indicador de la germinacion. A
los 21 dias se extrajeron las plantulas de cada muestra para obtener su peso fresco y seco.
Para obtener el peso seco, las plantulas se secaron en una estufa de aire forzado marca

Riossa HCFD-82® a 65 °C por 48 h.

El disefio experimental fue completamente al azar con tres repeticiones y los datos se
analizaron en el programa Microsoft Office Excel 2007® para calcular medias y

desviaciones estandar.

3.7. Metodologias para las observaciones anatémicas
3.7.1. Cortes histologicos

Cinco semillas seleccionadas de las colectas Tuxpan y Tomatlan fueron fijadas en FAA
(formaldehido 10 %, &cido acético 5 %, etanol 50 %) y después se sometieron a
deshidratacién en un cambiador de tejidos (Tissuetec Maraton®) con cambios cada 4 h, en
las siguientes soluciones: etanol 30 %, 40 %, 50 %, 70 %, 85 %, 100 %, 100 %, etanol-
xileno 50 %-50 %, xileno 100 %, xileno 100 % y xileno 100 %, segin adaptacion del Dr. E.
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M. Engleman, citado por Garcia Villanueva (1992). Después se incluyeron en parafina y se
formaron los bloques. Se obtuvieron cortes de 10 um de grosor con un microtomo rotatorio
(American Optical USA ®). Los cortes se adhirieron a portaobjetos con adhesivo de cromo,
y se colocaron en una platina a 60 °C durante 12 h para asegurar la adherencia al
portaobjetos. Los cortes se desparafinaron en una serie de xilenos (100 %) y se
rehidrataron en una serie de etanoles graduales ( 100 %, 96 %, 70 % y 50 %), con 3 min en
cada cambio segin Jensen (1962). Los cortes se tifieron en Safranina O en solucidn salina
(0.1 % safranina en solucion acuosa salina) y verde fijo FCF (0.12 % en propanol), segtn la
modificacion de Zavaleta y Engleman (1991). Finalmente los cortes se montaron con
resina acrilica sintética (Hycel®, num.catadlogo 7987), y luego los cortes se observaron y
fotografiaron en un microscopio compuesto Axioskop 2 plus® (Carl Zeiss, Alemania) y se

fotografiaron con una cdmara digital Axiocam 5 ® (Carl Zeiss, Alemania).

3.7.2. Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Se uso6 una técnica se desarrollada en la Unidad de Microscopia Electronica del Colegio de
Postgraduados (UME, COLPOS). En semillas seleccionadas de la colecta Tuxpan,
previamente humedecidas, se cortaron a mano en el plano mediano. Se dejaron secar en
condiciones ambientales (22 °C - 24 °C) del laboratorio por 48 h. Con un
estereomicroscopio se seleccionaron tres cortes medianos y se montaron sobre
portamuestras de cobre para MEB con una cinta de carbon doble adhesiva, y luego se
cubrieron con oro-paladio (80/20) con una ionizadora de capa fina de metales Fine Coat Ion
Sputter JFC-1100® (Jeol, Japan) durante 15 min. Primero se sometieron a vacio (10 mA)
por 10 min y después se activo el paso de voltaje a 1.2 kV por 5 min; con esto se logra que
el cilindro interno del aparato funcione como catodo y la energia se vierta hacia el centro de
la camara donde esta la placa de oro-paladio, de tal forma que se desprendan particulas de

oro y recubran el material de la muestra (Bozzola y Russell, 1992).

La muestra recubierta y ya conductiva se retir6 con ayuda de pinzas para no alterar el

recubrimiento proporcionado y se llevé al microscopio electronico de barrido JSM-
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6390LV® (Jeol, Japan) para la observacion de la muestra. Las imdgenes se capturaron

digitalmente y se guardaron en formato TIF a una resolucion de 1280 x 960 pixeles.

3.7.3. Tincion de polisacaridos insolubles (PAS)

En esta tincion la reaccion depende de la oxidacion de los enlaces 1,2-glicolicos dentro de
la molécula de azucar, con 4cido periddico de forma que dos grupos aldehido quedan libres
para ser tefiidos con el reactivo de Schiff (Figura 5). Este método se emplea para
identificar la presencia de diferentes tipos de compuestos como glucdégeno, mucinas,
mucoproteinas, acido hialurénico y quitina. Se considera un resultado positivo cuando el
tejido tefiido presenta coloracion rojiza, y negativa si no hay cambio de color (Gahan,
1984). En el presente trabajo se hizo la tincion de PAS con el objetivo de obtener una

tincion diferencial del embrion y endospermo que facilitaran las mediciones anatomicas.

WD

Figura 5. Reaccion quimica de la tincion de Schiff (PAS).

3.7.4. Técnica de desgaste para la obtencion del plano mediano de semillas secas

Doce semillas de cada colecta se adhirieron a un portaobjetos con cianocrilato (Kola
Loka®) con la cara aplanada hacia abajo. Una vez seco el pegamento, la semilla se raspo
con una lija de agua numero 400 hasta obtener un plano mediano del embrion y el

endospermo expuestos de acuerdo al procedimiento de Guerrero et al. (2006).

La superficie lijada de la semilla se tind para polisacaridos insolubles. Se agregd una gota
de acido periddico por 15 min; después se enjuago tres veces con agua destilada y se agrego
una gota de reactivo de Schiff por 10 min (Ruzin, 1999) y finalmente se enjuago el corte
con agua destilada para detener la reaccion. Las partes de las semillas se observaron en un
microscopio estereoscopico y se obtuvieron fotografias con una Moticam 2.0 usando el

programa Motic Images Plus 2.0® (Motic, 2007).
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3.7.5. Medicidn de variables morfoldgicas

En las fotografias obtenidas se midieron las siguientes variables con ayuda de Motic

Images Plus 2.0®:

Area de la semilla (mm?), perimetro de la semilla (mm), longitud del eje mayor (mm),

longitud del eje menor (mm), grosor de cubierta seminal (mm).

Area del embrién (mm?), perimetro del embrion (mm), angulo (°) de curvatura de los
cotiledones con respecto al eje del embrion, longitud del eje hipocotilo-radicular (mm), area
semilla/area embridn, area embrion/area semilla, didmetro Ferret, indice de redondez e
indice de alargamiento, segun los métodos y férmulas propuestos por Lopez-Santiago et al.
(2008), Nuifiez-Colin et al. (2011) y Guerrero et al. (2006). El disefio experimental fue
completamente al azar y los datos se analizaron en el programa Microsoft Office Excel

2007® (Microsoft, 2007) para calcular medias y desviaciones estandar.

3.8. Prueba de germinacion in vitro

Para confirmar los resultados de germinacidon obtenidos en toallas de papel, se realizd una
prueba de germinacion en condiciones controladas in vitro. La prueba se efectud en
muestras de 10 semillas previamente seleccionadas y desinfectadas previamente de cada
colecta, con tres repeticiones. El medio de cultivo utilizado fue el medio de cultivo bésico
de Murashige y Skoog (MS) (Murashige y Skoog, 1962) con la concentraciones de sales a
25%, adicionado con tiamina ( 2 mg L") mio-inositol ( 200 mg L), sacarosa (30 g L),
agar (Merck®) ( semisolido: 7.5 g L) (apéndice Cuadro 1). Al medio de cultivo basico se
le adicionaron cuatro tratamientos que consistieron en diferentes dosis de AGs (T1 sin
hormona, T2 0.25 g L'}, T3 0.5 gL' y T4 0.75 g L"). El pH se ajustd a 5.7 con NaOH y
HCl IN en un potenciémetro (Thermo Scientific® Modelo Orion 3 Star) antes de

adicionar el agar.

En cada frasco de alimento infantil se sirvieron 25 mL de medio de cultivo y se

esterilizaron en autoclave AESA® 300 a 121 °Cy 15 kg cm™ de presion durante 20 min

En este caso el método de desinfeccion de las semillas se adaptd mediante pruebas

preliminares para minimizar la proliferacion de hongos y bacterias durante el cultivo. Las
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semillas se envolvieron en un trozo de tela y amarradas (saco), se lavaron bajo el chorro de
agua corriente por 2 min; después se adicion6 detergente en polvo y se regresaron al chorro
de agua por 15 min mds para que se lavaran y enjuagaran. Al terminar se enjuagaron cinco
veces con agua destilada estéril y se aplicaron las soluciones desinfectantes (Cuadro 5),
bajo condiciones asépticas dentro de la campana de flujo laminar horizontal (Veco GHFL-
Al12®), y se hicieron cinco enjuagues de agua destilada estéril entre cada cambio de
solucion desinfectante. Al finalizar el ultimo enjuague, se colocaron las semillas sobre

papel secante para proceder a la siembra.

Cuadro 5. Soluciones desinfectantes aplicadas a 15 colectas de chile piquin para su

germinacion in vitro.

Solucion Agente desinfectante Concentracion Tiempo (h)

I Captan® 8.0gL"! 0.5
Benlate® 80gL!

11 H202 2% 20

111 NaClO comercial, 50%
Cloralex® 0.5
Plata coloidal estable, 5%
Microdyn®
Tween 20®7F 10 gotas/100 mL

tAgente surfactante.

La siembra de semillas se hizo bajo condiciones asépticas en una campana de flujo laminar
horizontal (Veco GHFL-A12®) sumergiéndolas en el medio de cultivo. Al finalizar los
frascos sembrados se mantuvieron en oscuridad y a 20 °C por 21 dias. Las variables
cuantificadas fueron: nimero de semillas germinadas y numero de semillas contaminadas.
El disefio experimental fue completamente al azar y los datos se analizaron en el programa
Microsoft Office Excel 2007® (Microsoft, 2007) para calcular medias y desviaciones

estandar.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Desinfeccion de la semilla

Un buen método de desinfeccion de semillas debe evitar la contaminacion por
microorganismos, sin afectar su germinacion. En el ensayo de desinfeccion el tratamiento
mas efectivo fue el Benlate a 1.2 % (T5) con menos de 5 % de semillas infectadas a los 15
dias (Figura 6), en contraste con el tratamiento Testigo sin desinfeccion (T1) el cual en
promedio tuvo 90 % de infeccion en la misma fecha. Otros tratamientos que también
mostraron bajas tasas de contaminacion fueron: etanol + cloro (T7), H202 3 % (T2) y
etanol 70 % por 1 min + hipoclorito de sodio comercial (Cloralex®) 50 % (T7), con niveles
de infestacion de 1, 11 y 13 %, respectivamente. El tratamiento de desinfeccion que menos
afecto la germinacion fue el de H202 con 65 % de germinacion al igual que el Benlate® 0.4

% + plata coloidal estable (Microdyn®) 0.05 % (Figura 7).

100 Testigo
< 90 - —3—3
-8 . T - T I L s 41 —#— H>0:3%
£ 80 - L L -
S 7 B —a— Cloralex® 10 %
ISl 70 A oralex o
S 60 - -
ot i —— Cloralex® 20 %
@ 50 A
E 407 —s— Benlate® 1.2 % +
8 30 - Microdyn®
@
T 20 - —0— Benlate® 0.4 % +
s .
§, 10 - 1 ‘ b Microdyn®
8 0 & | S Alcohol 70 % +
o Cloralex®
5 0 5 10 15
[a

Tiempo (Dias)

Figura 6. Contaminacion en siete tratamientos de desinfeccion en semillas de chile piquin

de la colecta Tuxpan. n=3, barras verticales indican la desviacion estandar.
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Figura 7. Germinacion después de siete tratamientos de desinfeccion en semillas de chile

piquin colecta Tuxpan. n=3, barras verticales indican la desviacion estdndar.

Con base en estos resultados, el mejor tratamiento de desinfeccion de semillas de chile
piquin fue Benlate 0.4 % + Microdyn® 0.05 %, por haber evitado la contaminacion de
microorganismos sin reducir la germinacion. Estos resultados coinciden con el de Robledo

y Carrillo (2004) y Gonzalez (2003).

El uso de etanol 70 % por 1 min + hipoclorito de sodio (Cloralex®) 50 % por 10 min
resultd en 10 % de semillas contaminadas. Sin embargo, en Pothomorphe umbellata no
hubo contaminacion con este tratamiento (Cesty Borda-Yepez et al. (2007). Por otro lado,
la germinacion fue mejor en chile porque se alcanzd 63 % mientras que en P. umbellata

Migq. fue de 45 %.

El uso de soluciones de hipoclorito de sodio comercial funcionaron bien para plantulas de
ciclamen (Cyclamen persicum Mill.) segun Flores-Almaraz et al. (2008), y para P.
umbellata Miq. segin Cesty Borda-Yepez et al. (2007). Pero en chile piquin, este

tratamiento afectd su germinacion y sin lograr el mejor nivel de desinfeccion.

El H202 no alcanzé el mejor resultado en desinfeccion como lo habian reportado Flores

Garcia et al. (2008) y Alvarez-Moctezuma et al. (2008), pero ambos coinciden en la
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observacion de que el H202 tiene un efecto promotor de la germinacion ademas de ser
desinfectante. Para evitar efectos cruzados en los resultados de esta investigacion, el uso del

H20:2 se descartd como agente desinfectante en las siguientes evaluaciones.

4.2. Segunda prueba de desinfeccion

En la segunda prueba de desinfeccion se evaluaron cinco tratamientos cuyo efecto también
se midid con el porcentaje de semillas germinadas y de semillas contaminadas. Como se
ilustra en la Figura 8, aqui los mejores tratamientos desinfectantes fueron: Captan a 5y 10
g L, y Benlate 0.4 % + Microdyn 0.05 %, porque las semillas asi tratadas permanecieron
sin crecimiento microbiano durante los primeros 5 dias de germinacién, periodo critico en

el que con mayor frecuencia se detecta contaminacion microbiana cuando la hay.

35 -
wn
©
©
< 30 - === Captan® 5 g/L
IS
g 251 —8— Captin® 10 g/L
c ptan g
8
n n
S 20 —— Cloralex® 10 %
e
3 15 A
° —@— Benlate® 0.4 %+
© Microdyn®
2 10 A
8 —fi— Testigo
c
@ ]
8 5 T T T
o A ik A
[a

0 '/ - . . .
0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (Dias)

Figura 8. Contaminacion registrada durante los primeros 5 dias, después de aplicar cinco

tratamientos de desinfeccion. n=3, barras verticales indican la desviacion estandar.

En cuanto al efecto de estos tratamientos en la germinacion (protrusion de la radicula) entre

los 5y 7 dias, se encontrd que los de Benlate 0.4 % + Microdyn 0.05 % y Captan 5 g L™!
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dieron igual tasa de germinacion que el Testigo, lo que evidencia que no la afectaron en
este proceso (Figura 9). Los demas desinfectantes redujeron la tasa de germinaciéon
temprana. Por ello se confirmé a la desinfeccion con Benlate 0.4 % + Microdyn 0.05 %
como el mejor tratamiento de desinfeccion, porque logra la desinfeccion de la semilla sin

reducir su germinacion.

Un resultado similar fue el obtenido por Gonzalez (2003) en P. vulgaris donde logré un

buen resultado antifingico con Captan®.

50 H —o—Captan® 5 g/L
—&— Captan® 10 g/L
—A— Cloralex® 10 %

—&— Benlate® 0.4 %+
Microdyn®

—— Testigo

Porcentaje de semillas germinadas

0 A A T 1
3 4 5 6 7
Tiempo (Dias)

Figura 9. Germinacion de semillas de chile piquin después de recibir cinco tratamientos de

desinfeccion de semilla. n=3, barras verticales indican la desviacion estandar.

4.3. Prueba de viabilidad con tetrazolio

Para saber si las fallas germinativas observadas en semillas de chile piquin se debian a
muerte de los embriones, se aplico la prueba de tetrazolio a las colectas que habian
mostrado los menores porcentajes de germinacion en agua que fueron: Huepac 0 %, La

Montosa 0 %, Babiacora 0 %, Arizona M1 13 %, Arizona M2 20 %, Xicotepec 6 %, La

~ 40 ~



o
Postgrado de Recursos Genéticos y Productividad — Fisiologia Vegetal C

Montosa Moctezuma 0 % y Tuxpan 66 %, como testigo. Para la evaluacion se establecieron
cuatro niveles de tincion (Figura 10). Los resultados se resumen en el Cuadro 6 y la Figura

11.

Figura 10. Patrones de tincion de los embriones con la prueba de tetrazolio. A, embridén con
0 % de tincion; B, embrion con 50 % de tincion; C, embrion con 80 % de tincion; D,

embrion con 100 % de tincion.

Cuadro 6. Viabilidad de ocho colectas de chile piquin en funcién del porcentaje de tincion

con tetrazolio en embriones de 30 semillas de cada procedencia.

Embriones viables (%)

Tincion Tincion Tincion  Tincion

Colecta 100 % 80% 50% 0%
Huepac 47 33 20 0
La Montosa 70 30 0 0
Babiacora 83 17 0 0
Tuxpan 67 0 23 10
Arizona M1 73 17 7 3
Arizona M2 57 33 7 3
Xicotepec 10 67 10 13
La Mont Moctezuma 10 3 53 33
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Figura 11. Semillas tefiidas por 6 h con solucion de tetrazolio a 0.1 %. A, Arizona M1; B,

Arizona M2; C, Xicotepec y D, La Montosa Moctezuma. Fotografia propia.

Con la aplicacion de la prueba de tetrazolio se determiné que la mayor parte de las muestras
tienen un nivel de viabilidad aceptable con tinciéon en 100 % del embridn, excepto
Xicotepec y Montosa Moctezuma. Con esto se descarta que la baja germinacion de semillas
de chile piquin se deba a muerte del embrion en todas las colectas (ISTA, 1985; Vankus,

1997).
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4.4. Cinética de imbibicién y de distribucion de biomasa

Durante esta prueba se observo que las semillas de piquin absorben la humedad del sustrato
desde las primeras horas de la siembra. La semilla seca cuenta con un porcentaje de
humedad minimo que requiere para mantenerse viva, que alcanza un promedio de 5.6 % en
la cubierta seminal, 6.6 % en el endospermo y 15.6 % en el embrion (Figura 12). Durante
las primeras 8 h de imbibicion el contenido de humedad se elevo hasta 70 % en la cubierta

seminal, 60 % en el endospermo y 76 % en el embrion.
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Figura 12. Cinética de imbibicion en semillas de chile piquin provenientes de Tuxpan, Ver.

n=3, barras verticales indican la desviacion estandar.

Segun Taiz y Zeiger (2010), el proceso de germinacion se activa una vez que se hidratan
los tejidos de la semilla, lo que genera una cadena de eventos irreversibles. La imbibicion
inicia la degradacion de azicares en el endospermo y la importacién de azlcares hacia el
embrion para promover el crecimiento de éste; asi mismo se activan genes de cadenas

metabolicas que desencadenan en la germinacion.

Los altos porcentajes de humedad alcanzados en pocas horas por las semillas de chile
piquin permiten inferir que la penetracion de agua hacia el interior de la semilla no fue el

factor limitante de la germinacion (Figura 12), y que la hidratacion ocurre en las primeras
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horas de la imbibicion en coincidencia con lo descrito por Dell”Aquila (2004) en semillas

de chile y tomate (Lycopersicon esculentum L.).

Para confirmar que no existe barrera fisica para la absorcion de humedad en todas las
colectas empleadas (Tuxpan, La Montosa, La Montosa Moctezuma, Huepac, Tepic y
Babidcora), se repitié la cinética con semillas de cada colecta pero se limitd a tres
muestreos: 2, 4, y 6 dias. Los resultados obtenidos corroboraron que la cubierta seminal y el
endospermo no son una barrera para el paso del agua en dichas colectas, como se resume en
el Cuadro 7. Aunque en esta cinética se hicieron menos muestreos, se observa que estas
colectas manifiestan la misma tendencia de absorcion de humedad, que la mostrada por la

colecta Tuxpan evaluada durante 21 dias en la cinética anterior.

Cuadro 7. Humedad (%) en la semilla de chile piquin de siete colectas durante 6 dias de

imbibicion.
Humedad (%)
Cubierta seminal Endospermo Embrion
Colecta Dia2 4 6 Dia 2 4 6 Dia2 4 6
Babiacora 69.7 65.2 69.7 62.71 574 605 68.2 63.7 60.6
Huepac 64.8 64.7 68.0 61.60 614 613 684 640 742

La Montosa 67.7 65.8 663 58.06 612 620 734 76.6 685

La Mont Moctezuma 69.3 68.3 64.8 65.15 537 622 79.1 592 682
Tepic 66.1 63.5 61.8 59.72  56.7 60.2 694 77.8 80.6
Tuxpan 63.9 61.6 683 56.11 63.7 63.6 683 753 73.0

Al constatar que la humedad es absorbida por la cubierta seminal, el embrion y el
endospermo de las semillas en menos de 24 h, se descarta el supuesto de que la
germinacion del chile piquin estd limitada por la barrera fisica que representan dichas

estructuras.

Por otro lado, a los 21 dias se notd una redistribucion de biomasa entre el endospermo y el
embrion. Esto se hizo evidente con la diseccion de las estructuras que permitié observar al

endospermo como una capa adelgazada en comparacion con su tamafo inicial (dia 0), en
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tanto que el embrion ya se habia transformado en hipocotilo y presentaba un tamafio mayor.
Esta redistribucion de biomasa también es evidente en el peso seco de las estructuras de la

semilla (Figura 13).

= & —Testa
— ® — Endospermo

= e = Embrion

Peso seco (mg)

Tiempo (Dias)

Figura 13. Cambios en el peso seco de cada estructura de cuatro semillas de chile piquin
procedente de Tuxpan, Ver., durante la germinacion. Los puntos unidos por lineas
discontinuas corresponden a los datos observados, y las lineas continuas corresponden a las

tendencias. n=12.

Durante la germinacion la cubierta seminal permanece con un peso constante ya que no
aporta ni recibe biomasa durante la imbibicidon y germinacion. En cambio, el endospermo
que comenzd con un peso promedio de 1.3 mg + 0.2, finaliz6 los 21 dias de germinacién en
condiciones de oscuridad con un peso menor a 0.18 mg + 0.2. Al mismo tiempo, el embrion
comenzo con un peso seco de 0.3 mg + 0.2 en promedio, a los 21 dias su biomasa habia
aumentado a 1 mg + 0.5. Estos cambios de peso seco indican que la disminucion del peso
del endospermo se debe a que aporta la biomasa que requiere el embrién para crecer y
lograr la germinacién, y que el embrion usa alrededor de 0.7 mg de biomasa para su

crecimiento (protrusion de la radicula) y 0.4 mg para mantener su metabolismo activo.

El comportamiento observado en el endospermo coincide con el reportado por Anese et al.
(2011) en semillas de Solanum lycocarpum, quienes relacionaron el desgaste del

endospermo con la actividad de la enzima endo-f-mananasa en condiciones de imbibicion.
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Las diferencias entre los datos observados y los predichos con la linea de tendencia (Figura
13), se atribuyen a que cada muestreo se hizo en semillas diferentes por ser una prueba
destructiva, lo cual implica un cierto nivel de variabilidad en la velocidad y porcentaje de
germinacion. Por ejemplo, al dia 16 no todas las semillas de las repeticiones habian
germinado y por tanto el peso seco del endospermo fue mucho mayor que la medicion del
dia 15 hecha con semillas germinadas, caso opuesto a lo que ocurrié con el peso promedio

del embrion.

En el resto de las colectas evaluadas permanece la tendencia de incremento de biomasa en
el embrion, disminucion por hidrolisis del endospermo y peso estable en la cubierta

seminal (Cuadro 8).

Cuadro 8. Peso seco (mg) de las estructuras de la semilla de chile piquin de siete colectas.

Datos promedio de cuatro semillas. n= 12

Peso seco (mg)

La Mont
Estructura Dia Babiacora = Huepac La Montosa Moctezuma Tepic Tuxpan
Cubierta 2 653+02 747+05 573+£05 623+03 393+04 4.73+09
seminal 4 65712 7.00+£0.7 53004 640+0.1 3.73£0.05 4.00=+0.1

6 683+07 7.77+04 563+05 6.70+0.7 39702 473+0.5

2 640+£0.1 743+£08 62701 7.13+0.6 410+£02 5.73+£0.7
Endospermo 4  6.77+0.8 737+04 577+03 6.70+04 393+02 437+0.1
6 7.17+04 77706 533+£0.1 680+£03 3.73£0.1 490+0.7

2 1.77+€01 20+£02 1.70+0.1 1.73+04 1.00+£0.1 1.53+0.3
Embrion 4 21+£02 22+02 1.23+0.1 1.8+0.2 0.73+0.2 1.17+0.2
6 203+06 22+£0.1 1.53+0.6 2+0.1 0.87+£0.2 137403

En relacion con el peso fresco (Figura 14), los datos obtenidos coinciden con los de
semillas de Ischaemum rugosum o falsa caminadora, en las que se observo ganancia de
peso por absorcion de agua desde los primeros 15 min de imbibicion y luego se estabilizo a
las 6 h (Jarma et al., 2007). En piquin se comprobd que las semillas absorben agua desde

las primeras horas de imbibicion. La absorcion de agua por el embrion es la tipica descrita
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por Bewley (1997), quien sefald tres fases de la germinacion: fase I (reinicio del
metabolismo) en el primer dia de imbibicién, fase II (procesos metabolicos y reparativos)

del dia 2 al 10, y fase III (elongacién celular) del dia 10 al 21.
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Figura 14. Cambios en el peso fresco de cada estructura de la semilla de chile piquin
procedente de Tuxpan, Ver., durante la germinacion. Datos de un grupo de cuatro semillas.

n=3.

4.5. Promotores de germinacion

En este ensayo se probaron varios tratamientos en una colecta (Tuxpan, por ser de
germinacion mas rapida) para seleccionar los que mejor respuesta generaran y luego
probarlos en todas las colectas. Los cinco tratamientos seleccionados fueron: AGs 2500

ppm (T1), AG3 5000 ppm (T2), H202 3 % 12 h (T3), H202 3 % 24 h (T4) y Testigo (T5).

De estos tratamientos se selecciond al AG3 5000 ppm (T2) y al H202 3 % 24 h (T4) como

los que mostraron mejor respuesta germinativa con respecto al testigo (Figura 15).
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Figura 15. Cinética de germinacion de semillas de chile piquin de la colecta Tuxpan
después de ser sometida a cuatro tratamientos de promotores de germinacion mas un

tratamiento testigo. n= 3, barras verticales indican la desviacion estandar.

La semilla de la colecta Tuxpan no tuvo buena respuesta a los tratamientos de osmo-
acondicionamiento con polietilenglicol (PEG-8000) a -1.2 MPa y distintos tiempos de
exposicion, ya que no hubo diferencia en el tiempo de inicio de germinacion entre la

semilla tratada y el testigo. Sin embargo, mejor6 la germinacion en 30 % (Figura 16).

No obstante, la semilla tratada con AG3 dio mejores resultados que el PEG-8000. Por ello,
para la siguiente etapa de las pruebas con promotores de germinacion en las 16 colectas de

chile piquin, se descart6 el uso del PEG-8000.

Segiin Marin Sanchez et al. (2007) el tratamiento con PEG-8000 no aumentd la
germinacion en semillas de cebolla (Allium cepa) pero contribuy6 a mantener el vigor por
mayor tiempo durante el almacenamiento, en comparacion con el testigo. En el caso de
chile ancho se encontr6 que el PEG-8000 aumenta la germinacion de 93 a 99 % y ademas

estimula el crecimiento del sistema radicular (Ruiz et al., 2004).

~ 48 ~



@
Postgrado de Recursos Genéticos y Productividad — Fisiologia Vegetal \

90 A
80 -
70
60 -
50 -
40 A
30 A
20 A
10 A

O' 1w T 1
0 5 10 15 20

Tiempo (Dias)

—o—12h
—8—-24h
48 h

—e— Testigo

Porcentaje de semillas germinadas

Figura 16. Cinética de germinacion de semillas de chile piquin provenientes de la colecta
Tuxpan, Ver., en respuesta al polietilenglicol -1.2 MPa aplicado a tres tiempos de

exposicion. n= 3, barras verticales indican la desviacion estandar.

También se hizo una prueba de osmo-acondicionamiento con el KNOs cuyos resultados se
muestran en la Figura 17. En este ensayo se eligié los de -1.2 MPa por aumentar el nimero
de semillas germinadas, principalmente el tratamiento de 24 h de exposicion con el que se

obtuvo el mejor resultado.

De los resultados de germinacion de las pruebas anteriores, se eligieron los tratamientos de
AGs 5000 ppm, H202 3% y KNOs -1.2 MPa 24 h, porque promovieron la mayor

germinacion en las 16 colectas de chile piquin.
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Figura 17. Cinética de germinacion de semillas de chile piquin procedentes de Tuxpan,
Ver., después de ser pre-acondicionadas osmdticamente con KNO3 a diferentes niveles de
concentracion y tiempos de exposicion. n= 3, barras verticales indican la desviacion

estandar.

4.6. Respuesta de las colectas a tratamientos promotores de la germinacion

En este experimento se evaluo el efecto de dos factores, colectas y promotores de
germinacion, asi como su interaccion. Los datos de germinacion registrados a los 7, 14y 21
dias, en las 16 colectas de piquin pre-tratadas con promotores de la germinacion (Cuadro
9), evidenciaron que en las tres fechas de medicion hubo diferencias significativas (P <
0.0001) entre colectas y entre promotores, asi como de la interaccién promotores x colectas,
efectos que representaron las siguientes proporciones de la variacion total debida a
tratamientos: 55 %, 28 % y 17 %, respectivamente, lo cual indica que la principal fuente de
variacion fue el factor colectas, seguido de los tratamientos con promotores, y al final la

interaccion.

En promedio de las 16 colectas, el mejor tratamiento promotor de la germinacion fue el

AGs (Figura 18), mientras que el KNOs y el H20: produjeron un comportamiento
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germinativo similar al testigo. Este resultado coincide con el obtenido en semillas de

papayo (Carica papaya L.) por Andrade-Rodriguez et al. (2008).

El comportamiento de cada colecta en promedio de todos los tratamientos, se muestra en la
Figura 19 en la que se hace evidente la amplia variacion entre colectas en cuanto a su

capacidad germinativa.

Cuadro 9. Analisis de varianza para germinacion de semillas registrada en tres fechas (7, 14

y 21 dias), de 16 colectas de chile Piquin.

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados Valorde F Pr>F
variacion libertad cuadrados medios
7 dias
Modelo 63 4.62 0.07 18.5 0.0001
Promotores (P) 3 0.14 0.05 12.1 0.0001
Colectas (C) 15 3.37 0.22 56.8 0.0001
CxP 45 1.10 0.02 6.2 0.0001
14 dias
Modelo 63 13.94 0.22 13.8
Promotores (P) 3 2.10 0.70 43.8 0.0001
Colectas (C) 15 9.77 0.65 40.7 0.0001
CxP 45 2.06 0.05 2.9 0.0001
21 dias
Modelo 63 18.42 0.29 17.3 0.0001
Promotores (P) 3 5.02 1.67 99.1 0.0001
Colectas (C) 15 10.45 0.70 41.3 0.0001
CxP 45 2.95 0.06 3.9 0.0001
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Figura 18. Porcentaje de germinacion en semillas de chile piquin en respuesta a

tratamientos promotores de germinacion en promedio de 16 colectas. n=48.
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Figura 19. Germinacion de semillas de chile piquin de 16 colectas, en promedio de los
cuatro tratamientos promotores de germinacion aplicados. A, Acaponeta; M1, Arizona M1;
M2, Arizona M2; B, Babiacora; C, Cuetzalan; D, Badiraguato; SS, Sierra Sonora; H,
Huepac; J, Tomatlan; LM, La Montosa; MM, La Montosa Moctezuma; P, Tuxpan; SLM,
Soto La Marina; S, Sonora; T, Tepic y X, Xicotepec. Letras distintas indican diferencia

significativa entre colectas. n=12.
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Las semillas sin tratamiento obtuvieron tasas de germinacion muy bajas, con excepcion de

las colectas de Acaponeta y Tuxpan que presentaron 66% de germinacion (Cuadro 10).

El Cuadro 10 muestra el bajo porcentaje de germinacion natural de las semillas empleadas
en este estudio, razon por la cual se evaluaron los diferentes tratamientos aplicados. Hay
algunas especies que no requieren de tratamientos adicionales para mejorar su germinacion,
pero al establecerse como cultivos comerciales siempre se busca alcanzar la maxima
germinacion para tener la mayor productividad. Como el ejemplo de papayo cuya semilla
de forma natural tiene una germinacion de 80 % (Andrade-Rodriguez et al., 2008) y la
cebolla de 82 % (Marin Sanchez et al., 2007).

Cuadro 10. Germinacion en semillas de chile piquin de 16 colectas sin tratamiento (testigo).

n=3.

Dia3 6 7 8 10 12 13 14 15 17 21
Colecta Germinacion (%)

Acaponeta 0 63 66 66 66 66 66 66 66 66 66
Arizona M1 0O 0 0 0O 0 3 310 10 10 13
Arizona M2 00 0 0O 610 10 16 16 16 20
Babiacora O 0 00O 0OOO O 0 0O
Cuetzalan 0O 0 0 3.6 6 6 6 13 20 20
Badiraguato 0O 0 0o 0O0O0O0 0 3 3 3
Huepac 0O 0o 000 0 0 0 0 0O
Tomatlan 0O 0 00003 3 3 3 3
Xicotepec 0 0 0 3.3 33 3 3 3 6
La Montosa O 0o 0 000 0 0 0 00O
La Montosa Moctezuma 0O 0 0O 0O 0O0O0O 0 0 0O
Tuxpan 0 3 20 20 33 46 46 56 56 66 66
Soto La Marina O 0 0 0600 0 0 0 0 3
Sierra Sonora 0 3 6 13 23 23 33 33 40 40 40
Sonora O 0 0 0000 0 0 0O
Tepic 0O 0 0 0O0O0 0 0 0 0 O
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La aplicacion del AGs tuvo buena respuesta en 10 de las 16 colectas tratadas (Cuadro 11).
Esto se ha encontrado en trabajos previos con chile piquin y otras especies. En chile piquin,
Araiza Lizarde et al. (2011) y Garcia Federico et al. (2010) aplicaron AGs a 400 ppm y
lograron aumentar la germinacion de 20 a 66 % y de 33 a 86 %, respectivamente. En
semillas de papayo la germinacion también se increment6 de 80 a 100 % con la aplicacion
de dicha fitohormona(Andrade-Rodriguez et al., 2008). En Ischaemum rugosum se alcanzo
66 % de germinacion contra 20 % del testigo (Jarma et al., 2007) pero en semillas de
Vaccinium meridionale (Magnitskiy y Ligarreto, 2007) y de Nicotiana benthamiana
(Wiinschova et al., 2009) no hubo diferencia significativa entre la aplicacion de AGs y el

testigo.

Cuadro 11. Germinacion en semillas de chile piquin de 16 colectas después de tratarlas con

5gL'de AGs. n=3.

Dia3 6 7 8 10 12 13 14 15 17 21
Colecta Germinacion (%)

Acaponeta 0 0 0 0 0 6 6 20 20 20 26
Arizona M1 0 0 3 3 13 16 16 40 40 43 63
Arizona M2 0 10 20 23 43 43 53 8 86 90 90
Babiacora 0 6 26 33 53 53 66 66 76 76 76
Cuetzalan 0 3 6 16 36 36 63 63 70 76 83
Badiraguato 0 6 26 33 53 53 66 66 76 76 76
Huepac 0 3 10 13 23 23 36 36 46 53 56
Tomatlan 0 0 0 O 10 10 40 40 63 63 66
Xicotepec 0 0O 0 0 0 00O 0 0 O
La Montosa 3 6 6 16 26 26 33 36 43 43 53
La Montosa Moctezuma 0 0 0 3 6 6 16 16 20 26 26
Tuxpan 0 0 26 26 70 93 93 93 93 93 93
Soto La Marina 0 0O 0 0 0 0 6 6 26 36 50
Sierra Sonora 0 20 26 36 46 46 63 63 66 76 76
Sonora 0 0 10 10 13 13 18 20 23 23 23
Tepic 0 o 0 0 0 0 0 0 0 O

Como se muestra en la Figura 20, el tratamiento de AG3s tuvo un efecto promotor de la

germinacion en todas las colectas de chile piquin, con excepcion de las colectas Tepic y
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Xicotepec las cuales no presentaron germinacion. Segun la prueba de tetrazolio, la colecta
de Xicotepec solo tenia 10 % de sus semillas viables, pero no lograron germinar ni siquiera

con la aplicacion del tratamiento promotor.

Con la aplicacion de AGs las semillas de Babidcora incrementaron su germinacion de cero
a 90 % y las Badiraguato de 3 a 76 %. Este resultado indica que tratamientos de AGs a altas
concentraciones pueden promover la germinacion sin ser toxicos. Dicho efecto coincide
con el encontrado por Ramirez-Meraz (2002) en colectas de Tamaulipas, donde logré
incrementar el porcentaje de germinacion de 1 a 75% con 5000 ppm de AGs. También
Garcia Federico et al. (2004) logré incrementar de 33 a 82% la germinacion en colectas de

chile piquin de tres localidades de Querétaro, con el mismo tratamiento.

Ademas se confirmé que la semilla del chile piquin no tiene barreras fisicas contra la
permeabilidad, ya que el tratamiento se aplico sélo por 24 h y fue suficiente para que se

absorbiera el AG3 y lograra causar efecto en la semilla.
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Figura 20. Efecto del AGs en la germinacion de semillas de chile piquin de 16 colectas. A,
Acaponeta; M1, Arizona M1; M2, Arizona M2; B, Babidcora; C, Cuetzalan; D,
Badiraguato; SS, Sierra Sonora; H, Huepac; J, Tomatlan; LM, La Montosa; MM, La
Montosa Moctezuma; P, Tuxpan; SLM, Soto La Marina; S, Sonora; T, Tepic y X,

Xicotepec. (*) Indica diferencia significativa entre el testigo y el tratamiento; n=3.

En todas las colectas, el H2O2 presentd un efecto similar al testigo, mientras que en la

colecta Babidcora promovio en 80 % la germinacion (Cuadro 12). Este resultado coincide
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con el obtenido por Patade et al. (2011) en semillas de Capsicum annuum var. California
Wonder quien observo ademas de un aumento en la germinacion, plantulas de mayor
tamafio y mayor indice de supervivencia al trasplante, comparado con el testigo. Pero
difiere con el resultado observado en Nolina parviflora (H.B.K.) Hemsl., que recibi6 el
mismo tratamiento de H202 3 % por 24 h y funcion6 muy bien como desinfectante pero su

efecto en la germinacion no fue significativo (Flores Garcia et al., 2008).

Cuadro 12. Germinacion en semillas de chile piquin de 16 colectas después de tratarlas con

H>02 a 3%. n=3.

Dia3 6 7 8 10 12 13 14 15 17 21
Colecta Germinacion (%)

Acaponeta 0 43 56 56 56 63 63 70 70 73 73
Arizona M1 0 0 0 0 3 6 610 10 10 10
Arizona M2 0 0 0 0 13 13 13 13 13 13 16
Babiacora 0 0O 0 0 0 0 O O 43 65 83
Cuetzalan 0 36 36 36 46 53 53 53 53 56 56
Badiraguato 0 0o 0 0 00 00O 0 0 O
Huepac 0 0O 0 0 00 0 0 0 00
Tomatlan 0 o 0 0 3 3 3 3 3 3 3
Xicotepec 0 0O 0 033 3.6 6 6 6
La Montosa 0 3 6 6 6 10 10 10 10 10 10
La Montosa Moctezuma 0 O 0o 0o 000 0 0 0O
Tuxpan 0 10 23 23 33 43 43 46 46 53 53
Soto La Marina 0 O 0o 0o 000 0 0 0 O
Sierra Sonora 0 3 10 10 13 26 26 40 40 43 46
Sonora 0 o 0 0 0 0 0 0o O 0 O
Tepic 0 0O 0 0 06 06 06 0 0 0 0

En la Figura 21 se puede apreciar el efecto del H2O2 comparado con el testigo, y que s6lo

dos colectas tuvieron una diferencia significativa al ser tratadas con dicho promotor.
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Figura 21. Efecto del H20:2 en la germinacion de semillas de chile piquin de 16 colectas. A,
Acaponeta; M1, Arizona M1; M2, Arizona M2; B, Babidcora; C, Cuetzalan;, D,
Badiraguato; SS, Sierra Sonora; H, Huepac; J, Tomatlan; LM, La Montosa; MM, La
Montosa Moctezuma; P, Tuxpan; SLM, Soto La Marina; S, Sonora; T, Tepic y X,

Xicotepec. (*) Indica diferencia significativa entre el testigo y el tratamiento; n=3.

El KNOs tuvo un efecto promotor de la germinacion muy variable entre las colectas de
chile piquin (Cuadro 13). Al final de la prueba de germinacion, inicamente en tres colectas
logré aumentar la germinacion en porcentajes variables respecto al testigo: Arizona M2: 43

%, Cuetzalan 50 %, Sierra Sonora 60 % y La Montosa 30 % (Figura 22).

En semillas de I. rugosum el KNOs mejoro la germinacion de 20 % hasta 96 % (Jarma et
al., 2007). En el caso de Pinus bungeana el porcentaje de germinacion aument6 de 13.3 a

43.3 % con respecto al testigo.

En el caso de V. meridionale el KNOs no tuvo diferencia contra el testigo sino hasta los 35
dias después de siembra, cuando alcanz6 50 % de germinacion contra 38 % del testigo. En
este momento, el tratamiento de KNO3 tuvo el mismo resultado que el AGs, para esta
especie (Magnitskiy y Ligarreto, 2007). Cuando se aplic6 KNO3 a semillas de papayo no
hubo diferencia significativa entre éste y el testigo, con respecto a la germinacion

(Andrade-Rodriguez et al., 2008).
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Por otro lado, el KNO3 también puede inhibir la germinacion, como en el caso de cebolla A.
cepa cv. Early Supreme, en la que este tratamiento redujo la germinacioén de 82 a 73 % y no
presentd ninguna ventaja en uniformidad de emergencia (Guo Su-Juan, 2012; Marin

Sanchez et al., 2007).

Cuadro 13. Germinacion en semillas de chile piquin de 16 colectas después de tratarlas con

KNOs a -1.2 MPa por 24 h. n=3.

Dia3 6 7 8 10 12 13 14 15 17 21
Colecta Germinacion (%)

Acaponeta 0 13 13 13 40 46 46 53 53 53 56
Arizona M1 0 0 0 o0 0 0 0 o0 0 0 0
Arizona M2 0 0 0 3 6 13 13 40 40 43 43
Babiacora 0 0 0 o0 0 0 0 o0 0 0 0
Cuetzalan 0 23 26 26 26 33 33 40 40 40 50
Badiraguato 0 0 0 0 0 o0 0 0 0 0 0
Huepac 0 0 0 O 0 O 0 o0 0 0

Tomatlan 0 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Xicotepec 0 0 0 O 0 O 0 0 0 3 3
La Montosa 0 3 3 3 10 13 13 26 26 30 30
La Montosa Moctezuma 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tuxpan 0 7 20 20 40 60 60 80 80 83 83
Soto La Marina 0 0 0 o0 0 O 0 o0 0 0 0
Sierra Sonora 0 16 20 20 33 43 43 60 60 66 66
Sonora 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tepic 0 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0

En la Figura 22 se muestran las diferencias en germinacioén de semillas de chile piquin con

aplicacion de KNOs y el testigo.
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Figura 22. Efecto del KNO3 en la germinacion de semillas de chile piquin de 16 colectas.
A, Acaponeta; M1, Arizona M1; M2, Arizona M2; B, Babiacora; C, Cuetzalan; D,
Badiraguato; SS, Sierra Sonora; H, Huepac; J, Tomatlan; LM, La Montosa; MM, La
Montosa Moctezuma; P, Tuxpan; SLM, Soto La Marina; S, Sonora; T, Tepic y X,

Xicotepec (*)Indica diferencia significativa entre el Testigo y el tratamiento; n= 3.

4.7. Estructura de la semilla

La semilla de chile piquin es de forma redondeada, tamafio pequefio (perimetro 5.8 a 8.2
mm), de embridon curvo, con eje hipocotilo-radicular prominente, endospermo presente,
cubierta seminal de superficie rugosa, el hilio o cicatriz es un poro. Esta semilla carece de

estructuras accesorias como arilo, carincula y elaiosoma (Figura 23).
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0.5 mm

Figura 23. A, Estructura de una semilla de chile piquin colecta Tuxpan sin tincién.
Fotografia tomada con microscopio estereoscopico de laboratorio. B, Corte mediano de
semilla de chile piquin colecta Tomatlan tefiida con azul de metileno. Fotografia obtenida
de luz transmitida en un microscopio 6ptico compuesto Axioskop 2 plus (Zeiss, Alemania)
del laboratorio de Anatomia e Histoquimica Vegetal del Colegio de Postgraduados,
Campus Montecillo. ¢, cotiledones; CS, cubierta seminal; €, endospermo; em, embrion; pc,

procambium; pd, protodermis; ra, radicula.

4.7.1. Cortes histoldgicos

Durante la preparacion de los cortes en semillas de chile piquin se presentaron diversos
problemas para el manejo de los tejidos, ya que hubo desprendimiento de cotiledones y ejes
embrionarios durante la deshidratacion, desparafinado y tincion, de tal modo que se perdid
una cantidad importante de muestras y solo se pudieron obtener las siguientes fotografias

(Figura 24).
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Figura 24. Anatomia de la semilla de chile piquin de la colecta Tuxpan tefiidas con
safranina-verde fijo. A, células del endospermo; B corte mediano de la semilla; C,
células en empalizada de los cotiledones; D, corte de la semilla de chile piquin
misma colecta. C, cotiledones; €S cubierta seminal; e, endospermo; hr, eje hipoco-

tilo-radicular; ma, meristemo apical del vastago; ra, radicula.
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4.7.2. Fotografias con MEB (Microscopia electrénica de barrido)

Al ser esta técnica de alto costo se realizaron sélo algunas fotografias para ilustrar la

anatomia de las semillas de chile piquin y se obtuvieron las imagenes siguientes (Figura
25).

-

1 5kV\)gT

Figura 25. A, Corte mediano de la semilla de chile piquin colecta Tuxpan. B, Corte

mediano de la semilla de chile piquin colecta Tepic. Fotografia propia tomada con
Microscopio Electronico de Barrido JSM-6390LV® (Jeol, Japan). c, cotiledones; cs,

cubierta seminal; e, endospermo; hr, eje hipocoétilo-radicular; ra, radicula.

4.7.3. Tincion de polisacaridos insolubles, APS

Con la tincion de Shiff se pudo diferenciar el embrion de la semilla con el objetivo de
medir las variables morfologicas de la semilla. Un ejemplo de las fotografias que se

obtuvieron, son las siguientes imagenes (Figura 26).
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.~ Areay Perimetro
._del Embrion,

Perimetro
de Semilla

Figura 26. Desgaste en el plano mediano de la semilla de chile piquin. A, Semilla de
colecta Acaponeta con la medida del area y perimetro del embrion, area y perimetro del
corte completo y el angulo de curvatura del embrion. B, Semilla de la colecta Tomatlan con
la medida de la longitud del eje hipocétilo radicular (LEHR), grosor en tres puntos de la
cubierta seminal (GT1, 2, 3), longitud del eje mayor (LEMA) y longitud del eje menor
(LEME).

Los datos anatomicos obtenidos de las fotografias evidenciaron que existe una relacion
directa entre el tamafo de la semilla y el tamafio del embrién (Cuadro 14), ya que a mayor
area de semilla el area del embridon también es mayor. En cambio, los perimetros de la
semilla y del embrion tienen valores similares, esto se explica porque el embrion se
acomoda a lo largo de casi todo el endospermo. En cuanto al tamafio de la semilla no hubo
diferencias entre colectas, con excepcion de la colecta Tepic cuya semilla es mas pequefia

que las demas.
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Cuadro 14. Dimensiones (areas y perimetros) de las partes de la semilla en corte mediano.

Las 10 colectas de chile Piquin se agruparon por capacidad de germinacion.

Area del
embrion (mm?)

Perimetro del
embrion (mm)

Area de
semilla (mm?)

Perimetro de
semilla (mm)

Colectas y nivel de
germinacion

Germinacion alta

Acaponeta, Nay. 7.8+ 0.6 ab 40+£0.7¢ 7.1+ 1.1ef 0.97+0.21 cd
Tuxpan, Ver. 82+04a 48+05a 9.1+1.2bc 1.35+0.25a
Germinaciéon media

Arizona M2, EE.UU. 6.4+03¢c 3.0+£0.3de 6.9+0.5ef 0.72+0.08 ¢
Cuetzalan, Pue. 8.1+0.7a 4.6+0.7 ab 8.6+0.9cd 1.19+0.13 ab
Germinacion baja

Babiacora, Son. 82+04a 48+05a 106+1.2a 1.34+0.19a
Badiraguato, Sin. 6.3+0.2cd 29+03e¢ 7.7+0.9 de 0.81 £0.09 de
Tomatlan, Jal. 8.1+0.2a 47+02a 10+ 1.2 ab 1.24+£0.15a
La Montosa 6.6+04c 3.1+03d 7.7+0.8 de 0.79 £0.10 de
Moctezuma, Son.

Soto La Marina, Tam. 75+03Db 41+02bc 8.5+0.7cd 1.03 +£0.08 bc
Tepic, Nay. 58+04d 25+03e 63+05f 0.66 +0.08 ¢

Los datos son promedios + DE (n= 12).

No se observa una relacion entre el tamafo de las semillas y el origen de las colectas.

En cuanto a los cocientes entre variables anatomicas, las colectas mostraron resultados

similares (Cuadro 15). El grosor de la cubierta seminal es muy similar en todas las colectas,

con excepcion de las de Tepic y Badiraguato que fueron las mas delgadas (0.12 mm). La

colecta Babidcora sobresale de otras colectas en la longitud del eje hipocétilo-radicula,

aunque esto no le confiere ventajas en la germinacion, como se mostrd anteriormente. La

razon entre las areas del embrion/area de semilla en corte mediano también resultd similar

en todas las colectas, lo que indica que el embridon ocupa en promedio 26 % de la semilla.
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capacidad de germinacion.

Cuadro 15. Indices morfolégicos y anatéomicos de 10 colectas de chile piquin agrupadas por

Colecta y nivel de GT (mm) LEHR (mm) AE / AS AS/ AE
germinacion

Germinacion alta

Acaponeta, Nay. 0.14 £0.02abcd 2.43 +0.27bc 0.24+0.05a 4.26 +0.82a
Tuxpan, Ver. 0.15+£0.02abc  2.58+0.42b 0.28+0.04a 3.66+0.53a
Germinacion media

Arizona M2, EE.UU. 0.14+0.05abcd 2.07 £0.36cd 0.24 £0.02a 4.13 £0.36a
Cuetzalan, Pue. 0.14 £ 0.0labcd 2.47+0.38bc 0.26+0.05a 3.93+0.74a
Germinacion baja

Babiacora, Son. 0.15+0.03ab 3.03+0.21a 0.28+0.03a 3.60+0.44a
Badiraguato, Sin. 0.12+0.01cd 2.25+0.25bc 0.28 +£0.02a 3.58 £0.30a
Tomatlan, Jal. 0.16 £ 0.02a 2.66+0.37ab 0.26+0.03a 3.87+0.43a
La Montosa 0.13+0.01becd 2.33+0.31bc 0.25+0.03a 4.00+0.59a
Moctezuma, Son.

Soto La Marina, 0.15+0.02abc 2.43 +£0.25bc 0.25+0.02a 3.99+0.32a
Tam.

Tepic, Nay. 0.12+0.01d 1.79+0.22d 0.27+0.02a 3.72+0.35a

GT, grosor de la cubierta seminal; LEHR, longitud del eje hipocoétilo radicular; AS, area de
la semilla; y AE, area del embrion. Los valores son promedios + desviacion estandar de

medidas (n = 12).

Los embriones con mayor curvatura (curvatura 428° + 61.64°) fueron observados en una
colecta con bajo nivel de germinacién, la colecta Tomatlan, Jal. y los embriones con
menor curvatura (265 + 65.48) fueron observados en la colecta Acaponeta, Nayari, de alto
nivel de germinacion. Una tendencia general fue que las semillas con baja germinacion
tendieron a presentar las mayores curvaturas > 380 = 68.6. (Cuadro 16). En todas las
colectas el embrion se enrolla y los cotiledones siguen el mismo acomodo. La curvatura del
embrion es muy similar al encontrado en semillas de Opuntia spp. (Guerrero et al., 2006).
Estos indices anatdmicos muestran que las semillas de estas colectas de chile piquin estan

muy cerca de llegar a la redondez total, ya que su valor de alargamiento es muy bajo. El

indice de redondez de estas semillas es muy similar a los evaluados en frutos de durazno, y
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aunque el tamafo es muy diferente el nivel de redondez es similar (Garcia M., 2006). El
diametro Ferret indica que las semillas tienen alto nivel de compactacion. Los datos
obtenidos no muestran una diferencia anatomica clara que permita distinguir una semilla

con alta germinacion de una de baja germinacion (Cuadro 16).

Cuadro 16. Curvatura del embrion y tres indices anatomicos de semilla de 10 colectas de

chile piquin agrupadas por nivel de germinacion.

Colecta y nivel de CE (°) DF IR IA
germinacion

Germinacion alta

Acaponeta, Nay. 265 + 65.48¢ 226+0.18c 0.82+£0.06b 1.13+0.09b
Tuxpan, Ver. 322 £22.4de 248+0.12a 0.90+0.0la 1.16+0.11ab

Germinacién media
Arizona M2, EE.UU. 309 £ 56.16cde  1.94+0.08d 0.90+0.03a 1.22+4+0.14ab

Cuetzalan, Pue. 305+26.87bcde 2.42+0.18a 0.89+0.04a 1.14+0.09ab
Germinacion baja

Babiacora, Son. 380 £ 68.64abc  2.46+0.12a 0.90+0.03a 1.20=+0.08ab
Badiraguato, Sin. 392 + 61.00ab 1.91 £0.09de 0.91+0.04a 1.20+0.10ab
Tomatlan, Jal. 428 + 61.64a 2.45+0.05a 090+0.02a 1.13+0.06ab
La Montosa 382+ 77.62ab 1.99+0.10d 0.89+0.02a 1.27+0.13a

Moctezuma, Son.
Soto La Marina, Tam. 352 £56.46bcd 228 +£0.06bc 0.92+0.03a 1.15+0.10ab
Tepic, Nay. 303+ 13.91de 1.76 £ 0.11e  0.91+£0.04a 1.21 £0.13ab

CE, curvatura del embridon; DF, diametro Ferret; IR, indice de redondez; IA, indice de

alargamiento. Los datos son promedios + desviacion estandar (n= 12).

Se hizo un andlisis de correlacion de Pearson con todas las variables anatomicas evaluadas
para saber qué tanto dependian unas de otras y el resultado se presenta en el Cuadro 17. El
area de la semilla y el perimetro del embrion tienen una correlacion alta, es decir, que a
mayor tamafio de semilla, mayor tamafio de embrién. Esto implica que el esfuerzo

bioldgico estd equilibrado entre la semilla y el embrion.
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Cuadro 17. Coeficientes de correlacion de Pearson entre las variables anatomicas promedio

de las 10 colectas de semillas de chile piquin evaluadas.

AS PE AE GT LEHR CE AE / AS
PE 0.71 **
AE 0.87 ** 0.87 **
GT 0.47 ** 0.32 ** 0.38 **
LEHR 0.66 ** 0.74 ** 0.70 ** 0.40 **
CE 0.07 ns 0.51 ** 0.23 ** 0.16 ns 0.30 **

AE/AS  -0.55ns 0.45 ** 0.44 ** -0.11 ns 0.21 * 0.34 **
AS/AE 0.08 ns -0.44 **  -0.4]1 ** 0.09 ns -0.19 * -0.39 **  -0.98 **

PE, perimetro del embridon; AE, area del embrion; AS, area de semilla; GT, grosor de
cubierta seminal; LEHR, longitud del eje hipocétilo-radicular; CE, curvatura del embrion.
n= 120, * = significancia 0.01 a 0.05, ** = significancia menor o igual a 0.01 y ns = no

significativo.

4.8. Germinacion in vitro

En esta prueba se logré un control de microorganismos muy efectivo, ya que solo se
presentaron dos casos de contaminacion por hongos (Figura 27). Por lo que se recomienda
el uso del método de desinfeccion aqui descrito para el cultivo in vitro de semillas de chile
piquin. En otros trabajos reportados por Robledo y Carrillo (2004), Rodriguez-de-1a-O y
Garcia-Ruiz (2008), Gonzalez (2003), Flores Garcia et al. (2008); se usaron tratamientos
desinfectantes menos intensivos para explantes pero en este caso, se requiri6 un tratamiento

mas fuerte.
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Figura 27. Cultivo in vitro de semillas de chile piquin contaminadas por hongos. A, semilla

de chile piquin colecta La Montosa Moctezuma; B, semilla de colecta Tomatlan.

En cuanto a la germinacion in vitro se observo un bajo porcentaje en todas las colectas,

como se describe en el Cuadro 18. En contraste con las pruebas en cajas Petri donde se

lograron porcentajes de germinacion entre 0 y 60 % sin tratamiento; in vitro la germinacion

alcanzada fluctuo entre 0 y 11.3 %. Por tanto, resulta mas conveniente la técnica ex vitro.

Cuadro 18. Germinacion promedio en semillas de 15 colectas de chile piquin en cultivo in

vitro. n=12.

Colecta Germinacion (%)
Acaponeta 7.9 +1.38
Arizona M1 0.0
Arizona M2 1.3+0.45
Babiacora 0.8 +£0.28
Cuetzalan 11.3+1.36
Gonzalez 0.0
Huepac 3.8+0.82
Tomatlan 1.7+ 0.48
La Montosa 0.0

La Mont Moctezuma 1.3+0.61
Tuxpan 4.2+0.83
San Carlos 0.0
Soto La Marina 0.0
Tepic 0.0
Xicotepec 2.1+0.59
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Se grafico por separado el efecto de los tratamientos aplicados (Figura 28) y sobresalié el
tratamiento de 4cido giberélico 0.25 g L! con 19 % de germinacién, aunque es un
resultado muy bajo comparado con la prueba ex vitro. En el caso de la prueba in vitro
funciona mejor una concentracion muy baja de AGs (0.25 g L) que contrasta con la
cantidad aplicada ex vitro (5 g L"). Es importante sefialar que la exposicion de la semilla al
AGs en las pruebas in vitro y ex vitro fue diferente, esto es, exposicion continua Vs.

exposicion durante 24 h.
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Figura 28. Porcentaje de germinacion por tratamiento. T1, testigo; T2, 0.25 g L', T3,0.5 g

L1; T4, 0.75 g L' de AGs. n= 45, barras verticales indican desviacién estandar.

Este resultado se puede mejorar a través de mas experimentos de desinfeccion de la semilla
adecuados a cada colecta que ya no pudieron incluirse en el presente trabajo. Si se toma
como referencia el cultivo in vitro de explantes reportado por Robledo y Carrillo (2004) se
puede decir que seria mas eficiente generar algunas plantas y a partir de alli cultivar
explantes (producen 300 % de plantas) para evitar la siembra de semilla que presenta baja
efectividad (10 % de plantas). Un resultado similar es el publicado por Berljak (1999) quien

describio que el mejor explante para la regeneracion de chile son los cotiledones.

Las plantulas obtenidas in vitro presentaron etiolacion, con elongacion de los hipocoétilos

por las condiciones de oscuridad en que se mantuvieron (Figura 29).
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Figura 29. Semillas de chile piquin germinadas in vitro. A, semilla de chile piquin colecta
Huepac con (T2) 0.25 g L' de AG3; B, semilla de chile piquin colecta Cuetzalan con el

mismo tratamiento, ambas en (R1) repeticion 1.

~ 70 ~



@
Postgrado de Recursos Genéticos y Productividad — Fisiologia Vegetal v

5. CONCLUSIONES

La proliferacion de microorganismos es un evento muy comun durante la
germinacion de las semillas de chile piquin y puede afectar dicho proceso. Para
evitar la contaminacion durante la germinacion, se recomienda usar un tratamiento
basado en fungicida Benlate® 0.4 % + plata coloidal estable (Microdyn®) 0.05 %,
ya que reduce la contaminacion sin perjudicar la germinacion de las semillas. El uso
de hipoclorito de sodio NaClO como desinfectante de semillas de chile piquin no se
recomienda porque reduce el porcentaje de germinacion final y a bajas
concentraciones tiene un escaso efecto microbicida. La aplicacion de H202 en
semillas de chile piquin puede usarse para la desinfeccion de la semilla pero en
algunos casos actiia también como promotor de la germinacién, por lo que debe
emplearse con las debidas precauciones. La prueba de viabilidad con cloruro de
tetrazolio a 0.1 % de concentracion y por 6 h, es util para determinar si un lote de
semillas no germina porque presentan muerte celular en el embrién o porque tiene

cierto grado de latencia.

La humedad es absorbida por la semilla desde las primeras 8 horas de imbibicion a
través de todas sus estructuras, por lo que ninguna de estas constituye un
impedimento para la germinacion de las semillas de chile piquin. Durante la
germinacion hay redistribucion de sustancias de reserva que se desplazan del

endospermo hacia el embrion, para su germinacion y crecimiento.

Los tratamientos de osmo-acondicionamiento con PEG-8000 y KNOs no tienen un
efecto positivo sobre la germinacion, mientras que los mejores resultados se
alcanzaron aplicando AG3 a 5 g L™! por 24 h. Las altas concentraciones de AG3 (5 g
L) pueden ser aplicadas para aumentar y adelantar la germinacion en semillas

latentes, como es el caso de chile piquin.

Las semillas de chile piquin pueden ser germinadas con técnicas in Vitro pero es
dificil generalizar un protocolo de germinacion para todas las colectas probadas. En

este tipo de germinacion, es recomendable probar otros métodos de desinfeccion
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donde se logre obtener de un 85 a 95 % de germinacidn o aplicar concentraciones

bajas de AGs para obtener buenos resultados.

Las éareas absolutas de semilla y del embrion en corte mediano varian entre colectas.
Las semillas mas pequefias con embriones pequeiios fueron las colectas de
Badiraguato y Arizona M2, y las semillas mas grandes fueron de Babidcora,
Tomatlan y Tuxpan. En contraste, las mayores areas relativas del embrion (AE/AS)
las presentaron Babidcora, Badiraguato, y Tuxpan, siendo éste un mejor indicador
morfolégico. La curvatura del embriéon es un caracter taxondémico util en el
agrupamiento de semillas con embriones curvos de cactaceas, pero en chile piquin
este caracter no parece ser determinante, aunque los embriones con mayor curvatura
fueron de semillas con bajo nivel de germinacion. Las técnicas de microscopia
empleadas para la observacion de la estructura interna de las semillas fueron
complementarias, aunque la técnica de microscopia electronica de barrido produce
imagenes de mayor resolucion y de mas facil procesamiento, pero la técnica es mas

costosa.
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6. APENDICE

Cuadro 1 A. Compuestos inorganicos y organicos del medio de cultivo de Murashige y

Skoog (1962) (MS).

Componentes inorganicos Cantidad (mg L)
NH4NO3 1650.0
KNO:3 1900.0
MgSO4-7TH20 370.0
MnSO4-H20 22.3
ZnSO4-TH20 8.6
CuSO04-5H20 0.025
CaCl2-2H20 440.0
CoCl2-6H20 0.025
KH2PO4 170.0
H3BO3 6.2
FeSO4-7H20 27.8
Na:EDTA 37.3
Componentes organicos

Tiamina - HCI 0.1
Acido nicotinico 0.5
Piridoxina - HCl 0.5
Glicina 2.0
Mio — inositol 100.0
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