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REGENERACION DE PLANTAS DE CHILE HABANERO ( Capsicum chinense
Jaqc.) A PARTIR DE CULTIVOS HIDROPONICOS in vitro

Maria Josefina Jimarez Montiel M. C.

RESUMEN
Colegio de Posgraduados, 2014.

Una alternativa para mejorar la produccion de plantas de chile habanero es el cultivo de
tejidos; no obstante, las caracteristicas de esta técnica, incrementan
considerablemente el costo de las plantas regeneradas y limita su capacidad de
adaptacién a las condiciones de invernadero o campo. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de mezclas de Perlita-Vermiculita (PV), Vermiculita-Perlita (VP), Fibra
de coco-Tezontle (FT) y Perlita-Fibra de coco (PF), distintas concentraciones de los
componentes del medio de cultivo (sales basales Murashige y Skoog (MS) y la solucion
nutritiva de Arnon y Hoagland y sacarosa), en la regeneracion in vitro de plantas de
chile habanero a partir de explantes de embriones e hipocétilos. Los explantes de
embrién e hipocotilo no formaron brotes adventicios cuando se cultivaron en los medios
de induccién en presencia de sustratos, pero si lo hicieron, en agar como soporte. El
mayor porcentaje de explantes de embrion que formaron brotes se observé en los
medios constituidos por MS 25 y 100%, 7.5y 15 g L™ de sacarosa y agar, el nimero
mas alto de brotes por explante (6) en el medios MS 100% con 15 g de sacarosa en
VP. El andlisis nutrimental de los explantes mostr6 que los algunos nutrimentos,
estuvieron mas disponibles en sustratos. En el enraizamiento los valores mas altos se
obtuvieron en los tratamientos MS 50 y 100% en PT y VP. En cuanto al nimero de
raices la mejor respuesta (4.80 y 4.60) se obtuvo con la solucién H en los sustratos VP
y PT respectivamente. Las plantas provenientes de los medios H en agar, MS al 50 y
100% y en los sustratos VP y PT, mostraron los mejores resultados de supervivencia
(100%) y crecimiento, durante siete semanas en condiciones de invernadero. Es
factible utilizar soluciones diluidas y sustratos para regenerar in vitro plantas de chile
habanero. El costo de las vitroplantas obtenidas en medios con sustratos fue menor
gue el de las obtenidas en medios que contenian agar.

Palabras clave: soluciones nutritivas, sustratos, embrion, hipocétilo, costos.



PLANT REGENERATION OF HABANERO PEPPER ( Capsicum chinense Jacq.) BY
IN VITRO HYDROPONIC CULTURES

Maria Josefina Jimarez Montiel, M. C.

SUMMARY
Colegio de Posgraduados, 2014

An alternative to improve the production of habanero plants is tissue culture, however,
characteristic of this a technique can be greatly increases the cost of the regenerated
plants and limit their capacity for adaptation to the greenhouse or field conditions. The
objective of this study was to evaluate the effect of mixtures of Perlita-Vermiculite (PV),
Vermiculite-Perlita (VP), Coco-Fiber-Tezontle (FT) and Perlita- Coco Fiber (PF), different
concentrations of Murashige and Skoog (MS), the nutrient solution of Hoagland and
Arnon (H) and different sucrose concentrations on /n vitro habanero chilli pepper cv.
Naranja regeneration from embryos and hypocotyls. The embryo and hypocotyl
explants did not form adventitious shoots when they were cultured on induction media
and substrates, but they did when the media had agar as a support. The highest
percentage of embryo explants that formed shoots was obtained on MS media whit 25
and 100% plus 7.5 and 15 g L sucrose and agar, the highest number of shoots per
explant (6) was obtained whit MS 100% media, 15 g L of sucrose and VP. The
nutritional analysis of explants showed that some nutrients were more available in
substrates. The highest rooting values were obtained in the MS 50 and 100% whit PT
and VP treatments. Plants regenerated on H solution and agar, MS 50 and 100% media
and in the VP and PT substrates showed the best survival (100%) and growth plant
after seven weeks under greenhouse conditions.It is feasible to use dilute solutions and
substrates to /n vitro regeneration of habanero chili pepper plants. The cost of plants
regenerated with substrates and low salts and sucrose concentration was lower than
those obtained whit higher salts, sucrose levels and agar.

Keywords: nutrient solutions, substrates, explants, embryo, hypocotyl
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Figura 25. Curvas de retencion de agua de sustratos con proporcion 1:1 112
(A, B); 2.1 (C,D); 3:1(E, D); O cm de columna de agua
(Capacidad de campo), 10 cm (Agua facilmente disponible), 50
cm (Agua de reserva), 100 cm (Agua dificilmente disponible) de
columna de agua. Fibra de coco-Vermiculita (FV); Fibra de
coco-Tezontle (FT); Perlita-Tezontle (PF); Vermiculita-Perlita
(VP); Vermiculita-Tezontle (VT); Perlita-Tezontle (PT).
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INTRODUCCION

El chile habanero (Capsicum chinense Jaq.) es famoso por tener uno de los grados uno
de los grados mas pungentes de las especies del género Capsicum. Dicha
caracteristica es conferida por la produccion de los compuestos conocidos como
capsaicinoides los cuales se utilizan en la industria alimenticia (colorantes, saborizantes
salsas y dulces), farmacéutica (pomadas y pildoras antioxidantes) y cosmética

(champus, pastas y enjuagues bucales) (Nuez et al., 1996)

En México, el cultivo del chile habanero se lleva a cabo principalmente en el sureste. El
estado de Yucatan es el principal productor de chile habanero con una superficie
sembrada de 445 ha y 423 ha cosechadas, con un volumen de produccion de 5431
toneladas, seguido por los estados de Tabasco, Campeche y Quintana Roo (SIAP,
2013). La produccion actual no alcanza a cubrir la demanda interna y la que se tiene
por parte de los mercados externos, debido principalmente al bajo nivel de tecnologia

utilizada para su cultivo y a la falta de semilla de calidad (Borges, 2006).

El cultivo de tejidos es una herramienta Gtil en la multiplicacion masiva de genotipos
élite (vigorosos, alto rendimiento, libres de patégenos y enfermedades) ya que permite
potencializar su capacidad de propagacion (Robert et al., 2004).Utilizando la técnica de
cultivo de tejidos se han desarrollado protocolos para regenerar plantas de chile
habanero (Lopez-Puc et al., 2006; Zapata-Castillo et al., 2007; Santana-Buzzy et al.,
2005; Sanatombia y Sharma, 2008; Valadez-Bustos et al., 2009; Kehie et al., 2012). Sin
embargo la aplicacion de esta técnica presenta algunas limitantes técnicas y
econdmicas, entre las que se destaca el agente gelificante de los medios de cultivo, el
cual puede llegar a representar el 70% del costo de produccién (Fujiwara et al., 1993 a;
Ichimura y Oda, 1998).

Una opcion de soporte para la propagacion in vitro puede ser el uso de algunos
materiales como los sustratos empleados en hidroponia (vermiculita, perlita, tezontle,
fibra de coco, arena, turba y aserrin, entre otros). Al respecto Afreen-Zobayed et al.
(2000) evaluaron la vermiculita y la pulpa de papel para enraizar microplantas de papa

dulce (Ipomoea batatas L. (Lam.), cv. Beniazuma) obteniéndose altos porcentajes de



aclimataciéon y mayor acumulacion de peso seco comparado con las microplantas que

se enraizaron en agar.

Por otro lado, se ha observado que la concentracion de sales basales del medio
Murashiege y Skoog (MS) que se utiliza cominmente en cultivo de tejidos puede estar
por encima de los requerimientos de los tejidos de las algunas especies en estudio
(Gonzales et al., 2012; Raya-Montafio et al., 2011).

De la misma forma, la concentracion de sacarosa influye de manera sustancial en el
metabolismo general de la planta bajo condiciones in vitro por ejemplo: en algunas
especies (Platycerium coronarium, Chenopoduim rubrum y Solanum tuberosum,) la
presencia de azucar en el medio de cultivo afecto de manera negativa el crecimiento y
la fotosintesis de las plantulas (Conner y Thomas, 1982; Schaéfer et al., 1992; Kozai et
al.,, 1995; Kwan et al., 1995;). Asimismo microplantas cultivadas en bajas
concentraciones de sacarosa y con la solucion hidroponica Arnon y Hoagland
mostraron mejor enraizamiento y supervivencia en el invernadero (Barrales et al,
2009).

Con base en lo anterior los objetivos de la presente investigacion fueron:

OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la concentracion de los componentes del medio de cultivo
(sales basales y sacarosa), asi como de distintos sustratos como sustitutos del agar en
la regeneracion in vitro de plantas de chile habanero, su aclimatacion en el invernadero

y Su costo

2.1 Objetivos particulares

Evaluar distintas concentraciones de sales nutritivas (Murashige y Skoog y Arnon
Hoagland), concentraciones de sacarosa Yy sustratos (Perlita-Tezontle, Fibra de
coco-Tezontle, Fibra de coco-Perlita) en la formacion, desarrollo y enraizamiento in

vitro de brotes adventicios de chile habanero.



Determinar el comportamiento en condiciones de invernadero de las plantas

regeneradas en los diferentes medios.

Evaluar el costo de las plantas regeneradas con bajas concentraciones de los
componentes de medio (sales basales y sacarosa) y sustratos y de aquellas
obtenidas con la concentraciones convencionales de los componentes del medio

(Sales basales y sacarosa) y agar.

HIPOTESIS

Las bajas concentraciones de los componentes del medio de cultivo (sales basales y
sacarosa) y el uso de sustratos como soporte, permitirdn la formacién, desarrollo y
enraizamiento de brotes adventicios de chile habanero a bajo costo y favorecera la

aclimatacién de las plantas regeneradas en condiciones de invernadero.
3.1 Hipotesis especificas

Bajas concentraciones de los componentes del medio de cultivo (sales basales y
sacarosa) y el uso se sustratos como soporte, permitiran la formacion, desarrollo y

enraizamiento de brotes adventicios, su desarrollo y enraizamiento.

Las plantas regeneradas en bajas concentraciones de los componentes del medio de
cultivo (sales basales y sacarosa) y sustratos tendran un mejor comportamiento en
condiciones de invernadero que las plantas provenientes de los medios convencionales

en agar.

El costo de las plantas regeneradas con bajas concentraciones de sales sacarosa y
sustrato serd significativamente menor que el de aquellas obtenidas en las

concentraciones convencionales y agar.

10



REVISION DE LITERATURA
4.1 El género Capsicum.

El chile fue uno de los primeros cultivos domesticados en Mesoamérica y se ha
convertido en un ingrediente casi obligado en la comida mexicana (Barreiro, 1998).
México tiene la mayor variedad genética de Capsicum, esta riqueza genética se debe
en gran parte a la diversidad de climas y suelos, pero también a las practicas culturales

ancestrales (Latournerie-Moreno et al., 2002).

El chile pertenece a la familia de las Solanaceas dentro de la cual el género
Capsicum es un grupo muy representativo con alrededor de 200 variedades cultivadas,
con frutos que varian mucho en tamafo, forma, sabor y calor sensorial (Nuez et al.,
1996). ElI nombre cientifico del género deriva del griego; segun algunos autores del

Kapso (picar) o de Kapsakes (capsula) (Mufioz, 2000).

La taxonomia dentro del género Capsicum es compleja, debido a la gran variacién de
formas existentes en las especies cultivadas y a la diversidad de criterios utilizados en

la clasificacion (Nuez et al., 1996).

El género se caracteriza por poseer una composicion quimica muy diversa puesto que
el color intenso es dado por la presencia de diversos tipos de carotenoides, algunos
precursores de la vitamina A, los cuales también juegan un rol muy importante en la
salud humana puesto que muchos de estos tienen funcion antioxidante y reducen los
efectos de los radicales libres, previniendo algunos desordenes de tipo vascular, de la

vista y algunos tipos de cancer (Deepaa et al., 2007).

El chile es también fuente de acido ascérbico (vitamina C), asi como de los
compuestos llamados capsaicinoides que dan el sabor caracteristico del fruto, los
cuales son producidos en glandulas presentes en la placenta del fruto. En recientes
estudios se ha identificado alrededor de 136 compuestos de tipo isoprenos volatiles

gue son responsables del sabor (Pino et al., 2007).

Los capsaicinoides tienen un alto valor farmacéutico puesto que algunos de ellos han

sido utilizados para el tratamiento de ciertos desordenes reumaticos y neuralgias. Asi
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mismo se destaca su actividad anti-bacterial en ciertos grupos de bacterias (Brito-
Argéez et al., 2009; Deepaa et al., 2007), actividad antifungica de Capsicum chinense
sobre Candida albicans in vitro con células endoteliales de bovino (Anaya-Lopez et al.,
2006). De la misma manera, se ha demostrado que los capsaicinoides de C. annuum
tiene una capacidad potencial para regular la respuesta inmune via secrecion de
anticuerpos en células intestinales B inmunodependientes de intestino (Yamaguchia et
al., 2010)

El género Capsicum comprende cinco especies importantes econémicamente, de las
cuales en México se producen cuatro: Capsicum annuum, que comprende las
variedades NuMex, Chile Jalapefio y Bell entre otras, Capsicum frutescens variedad
Tabasco, Capsicum chinense, variedades Habanero y Scotch Bonnet y Capsicum

pubescens variedades Rocoto y Manzano (Pino et al., 2007).

4.2 Descripcién botanica de Capsicum chinense.

El habito de crecimiento de estas plantas es determinado y se comporta como semi-
perenne, su ramificacion es erecta, con tres o0 cinco ramas primarias y de nueve a trece
secundarias; sus hojas son grandes, verde obscuro de 10 a 15 cm de largo y ancho,
respectivamente (Navarrete et al., 2002). Tiene raiz pivotante y un sistema radical que
varia de 1 a 2 m de acuerdo al tipo de suelo. Sus frutos son bayas huecas con tres o
cuatro lébulos y las semillas se alojan en la placenta. Presentan en promedio seis
frutos por axila; estos tienen un tamafio entre 2 a 6 cm; son de color verde en estado

inmaduro y amarillos, anaranjados y rojos en estado maduro (Navarrete et al. 2002).

4.3 Taxonomia de Capsicum chinense Jacq.
Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Género: Capsicum

Especie: Capsicum chinense Jacg. (Plants database, 2011)
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4.4 Distribucion y origen

En México, Capsicum chinense, se cultiva principalmente en Yucatan, Quintana Roo,
Campeche y parte de Tabasco, es caracteristico por su sabor fuertemente picante
(Navarrete et al., 2002; Ayala, 2004).

El centro de origen de esta especie esta ubicada en la regién del Amazonas (Truijillo,
2005). Gonzales et al.,(2006) menciona que de las tierras bajas de la cuenca
Amazonica, se dispersé a Peru durante la época prehispanica, su distribucién también
se dirigio hacia la cuenca del Orinoco (ubicada actualmente en territorios de Colombia y
Venezuela) hacia Guyana Francesa y las Antillas del Caribe; estos mismos autores
sugieren que la introduccion prehispanica del chile habanero en el Caribe se debi6 a
migraciones indigenas de agricultores y alfareros procedentes de Sudamérica,
pertenecientes a grupos arahuacos (originarios de Puerto Rico) que viajaron por las
Antillas menores hasta llegar a Puerto Rico, La Espafiola (Republica Dominicana y

Haiti), Jamaica y Cuba entre los afios 250 y 1000 d.C.

Se cree que probablemente el C. chinense fue introducido a la peninsula de Yucatan
desde Cuba, ya que se tenia mayor comercio con la isla, lo que podria explicar su
nombre popular de habanero (Lépez, 2009; Long-Solis, 2004).

4.5 Importanciay produccion del cultivo

El chile habanero es considerado uno de los méas pungentes (200,000 a 500,000
unidades “Scoville”), por sus altos contenidos de capsaicina, lo que ha generado una
creciente demanda en Estados Unidos, Japon, China, Tailandia, Inglaterra, Canada,
Cuba y Panama. Sin embargo, los Unicos paises exportadores son Belice y México
(Ramirez et al., 2005).

La superficie de siembra de esta especie en México durante el 2004 fue de 955.59 ha,
con una produccion de 5,183.17 toneladas (Aceves et al., 2008), para el 2009, la
peninsula de Yucatan sumé 445 ha sembradas y 423 ha cosechadas con un total de
5,431 toneladas de produccién. También se produce en otros estados con mucho

menor superficie de siembra , como en Baja California Sur, Chihuahua, Coahuila,
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Colima, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan,
Morelos, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, Tabasco,

Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (SIAP, 2013).

El estado de Yucatan en el 2009 ocupo el 78.8% del total del &rea sembrada en la
peninsula de Yucatan, pero sus rendimientos fueron menores con respecto al estado
de Quintana Roo (71.78 t ha™), debido a la alta tecnologia de produccién en

invernadero con la que este estado cuenta actualmente (26 hectareas) (SIAP, 2013).

El 50% de los productores del estado de Yucatan producen con tecnologia baja, el 30%
con tecnologia media y solo el 20%, tiene tecnologia alta, lo que pone en desventaja el
rendimiento por hectarea. La tecnologia baja consiste en riegos eventuales de auxilio,
no hay control de malezas y no se aplican fertilizantes, su rendimiento promedio es de
5 t ha™; La tecnologia media consiste en con riegos parciales en periodos criticos,
fertilizacién y control de malezas, con un rendimiento de 5 a 15 t ha™ y la tecnologia
alta con riegos constantes, labores culturales, control de plagas y fertilizacion, con un
rendimiento de 15 a 40 t ha™(Rincones, 2009).

El 90% de la produccién se comercializa como fruto fresco y el 10% restante se dirige a
la elaboracién de salsas, pastas y deshidratados (SAGARPA, 2004). El principal
proveedor de este fruto, en la central de abastos de México D.F., es Yucatan, pero la
mayor comercializacion se realiza en el Mercado de Oxkutzcab del municipio que lleva
el mismo nombre en el estado de Yucatdn y en algunos casos es vendida a

comercializadores nacionales (Rincones, 2009).

Estados Unidos es el destino principal del chile procesado, el mercado esta dirigido
para consumo interno de grupos étnicos, industria de condimentos, especies, la
industria de alcaloides y extractos usados como base de pinturas de alta resistencia a

la corrosion (Rincones, 2009).

La produccion actual de chile habanero no cubre muchas veces la demanda local
necesaria para la producciéon de salsas y condimentos (Borges, 2006) y ante la

creciente demanda de este fruto resulta imperante establecer nuevas técnicas en la
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produccion de este fruto con el objetivo de mantener o mejorar sus caracteristicas

genéticas de importancia comercial.

El cultivo de tejidos es considerado una herramienta util en la multiplicacion masiva de
genotipos élite (vigorosos, alto rendimiento, libres de patdégenos y enfermedades, etc.),
de chile y otros cultivos (Robert et al., 2004). Esta técnica se basa en la capacidad que
tienen las células vegetales de reproducir nuevos individuos idénticos a la planta

madre.

4.6 Cultivo de tejidos vegetales

Se le llama cultivo de tejidos vegetales al conjunto de técnicas que permiten el
establecimiento, mantenimiento y desarrollo de cualquier parte de una planta, desde
una célula hasta un 6rgano completo (hoja, raiz, tallo, antera, fruto etc.) o fraccion del
mismo, bajo condiciones artificiales, asépticas y controladas, para regenerar plantas,

tejidos u 6rganos (Rojas et al., 2001; Abdelnour-Esquivel et al., 1994).

El objetivo de esta técnica es obtener plantas idénticas a la planta madre (clones) libres
de virus y enfermedades y la produccién masiva en espacios reducidos en corto tiempo
(Rojas et al., 2004).

Entre los componentes principales de esta técnica se pueden mencionar los siguientes
(Rojas et al., 2004):

e El explante es el tejido, érgano o embridén vegetal provenientes de una
planta madre con caracteristicas deseables (Rojas et al., 2004).

e Morfogénesis es la ruta que sigue el explante bajo estimulos quimicos
(reguladores de crecimiento) y fisicos (luz y temperatura) para dar lugar a
una o mas plantas. Existen dos rutas para que ocurra la morfogénesis: la
organogénesis Yy la embriogénesis somatica. La organogénesis se
refiere a la generacién de 6rganos (vastagos o raices) directa del explante
(organogénesis directa); Embriogénesis somatica consiste en la
generacion de embriones a partir de células de organos (embriones

diploides) o gametos (embriones haploides) directamente del explante
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(embriogénesis directa) o con la formacion previa de callo (embriogénesis
indirecta) (Rojas et al., 2004).

e Medio de cultivo es el conjunto de elementos nutritivos (macro y
micronutrimentos), fuente de carbono (sacarosa, glucosa, fructosa, etc.),
de consistencia sélida a liquida (agentes gelificantes), vitaminas,
aminoacidos, antioxidantes, reguladores de crecimiento (Rojas et al.,
2004).

e Condiciones fisicas: de luz y temperatura (22 a 28 °C) en las cuales se
cultivan las células, tejidos u 6érganos, para su optimo desarrollo (Rojas et
al., 2004).

4.7 Regeneracion in vitro de Capsium chinense.

Utilizando la técnica de cultivo in vitro conocida como micropropagacion, se han
logrado desarrollar distintos protocolos para la obtencién de plantas de Capsicum

chinense.

Santana-Buzzy et al. (2005) utilizaron como explantes, nudos y segmentos nodales
para evaluar el efecto de la edad del explante (25-30 dias de edad), dos
concentraciones de sales basales (100 y 50%), tres concentraciones de bencil amino
purina (BAP) (0.35, 0.43 y 0.69 mg L™), cinetina (0.34, 19.89 y 31.78 mg L *y
thidiazurén (TDZ) (0, 0.024, 0.050, 0.070, y 0.099 mg L™, en la formacién de brotes
adventicios. Ellos encontraron que la mayor formacion de brotes se obtuvo con los
nudos de plantulas de 25 dias de edad (7-8 brotes por explante) con 3.4uM de TDZ, las
plantas obtenidas en este tratamiento fueron mas vigorosas y presentaron una

morfologia normal.

Por otro lado, Sanatombi y Sharma (2007) emplearon explantes de hojas, cotiledones
e hipocdtilos de las variedades Umorok y Chienpgi de Capsicum chinense para evaluar
el efecto de seis diferentes concentraciones de bencil aminopurina (BAP) y acido indol
acético (AlA), en la formacion de brotes, en la fase de enraizamiento se evaluaron dos
concentraciones de &cido naftalacético (ANA), acido indolbutirico (AIB) y éacido
indolacético AIA , sobre la longitud y el nUmero de raices de las plantulas obtenidas. El
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explante de hoja de la variedad Umorok, tuvo la mejor respuesta en el tratamiento (10.7
+ 1.92 brotes por explante) con las concentraciones de 1.9 mg L™ de BAP y 0.19 mg L™
de AIA. En cuanto al enraizamiento el mejor tratamiento en la variedad Umorok fue
0.09 mg L™ de ANA en nimero de raiz (73.0 + 1.45 raices por planta) y en longitud la
concentracion fue 0.04 mg L™ de IBA (7.1 + 0.44 cm).

Los mismos autores desarrollaron un protocolo para C. chinense cv. Umorok evaluando
diferente concentraciones de BAP (0.5 - 2 mg L™), cinetina (0.4 — 1.9 mg L™) y zeatina
(Z) (0.8 — 3.2 mg L™ en combinacién con 0.09 mg L-1 de AIA, se utilizaron como
explantes meristemos apicales. Se obtuvieron alrededor de 15 plantas por planta
madre, en el medio enriquecido con 91.2 uM de Z 0 0.7 mg L™ de BAP con 0.1 mg L’
'de cinetina (Sanatombi y Sharma ,2008)

Del mismo modo Valadez-Bustos et al. (2009) observé la mejor respuesta en cuanto a
la formacion de brotes en los explantes de hipocatilo (14.6 brotes por explante) en un
medio MS adicionado con 0.02 mg L™* de AIA y 0.5 mg L de BAP. Las plantas

obtenidas tuvieron un 95% de supervivencia en la etapa de aclimatacion.

De igual forma Kehie et al. (2012) desarrollaron una metodologia a partir de segmentos
nodales utilizando diferentes concentraciones de TDZ (0.04 a 0.7 mg L™) y BAP (0.1 a
1.6 mg L-Y). Ellos observaron la mayor formacién de brotes (13 + 0.70 brotes por
explante) a una concentracién de 0.4 mg L™ de TDZ, seguido del tratamiento con BAP
a 0.8 mg L y ((10 = 0.37 brotes). También se evaluaron el enraizamiento de las
plantulas a diferentes concentraciones de AIA (0.03 a 0.1 mg L™), la mayor formacion y
elongacioén de raices (0.53 a 4.29 cm), se observé a la concentracién de 0.1 mg L™ de
ANA.

Aunque los protocolos antes mencionados son eficientes en cuanto a la regeneracion
de plantas, la técnica de propagacion in vitro presenta algunas limitantes econémicas y

técnicas.
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4.8 Limitantes del cultivo de tejidos

Las limitantes de esta técnica se reflejan en el costo y la calidad de las plantas
regeneradas. Por ejemplo el agar que se utiliza como soporte en los medios de cultivo,
tiene inconvenientes econdmicos (alto costo) y técnicos (reduce la concentracién de
oxigeno e inhabilita la difusion de los nutrimentos del medio), que afecta la
diferenciacion y el desarrollo de los tejidos, ademas de reducir la sobrevivencia en la

fase de aclimatacion. (Fujiwara et al., 1993; Ichimura y Oda, 1998).

Por otro lado, las altas concentraciones de sacarosa y sales basales en los medios de
cultivo y la baja concentracién de CO, en el ambiente dentro del recipiente de cultivo
son algunos de los factores que limitan la fotosintesis de las plantas cultivadas in vitro
(Fujiwara y Kozai, 1995; Jeong et al., 1995).

Algunas de las alteraciones que se han encontrado en las plantulas obtenidas in vitro
son, estomas siempre abiertos, tasas altas de transpiracion (Zobayed et al., 1999;
Rodriguez et al., 2003), diferentes perfiles (sintesis y depositacion) de cera epicuticular
(Correll y Weathers, 2001), actividad diferencial de enzimas relacionadas con la
fotosintesis, aumento en la relacion C/N (Premkumar et al., 2001; Aragon et al., 2005),
células epidérmicas irregulares, abundantes espacios intercelulares, cambium
colapsado, raices sin ramificacion y sin pelos radicales (Paz, 2004). Asimismo, en
especies C4 no se observa la tipica anatomia Krantz en las hojas (Rodriguez et al.,

2003). Dichas diferencias pueden variar dependiendo de la especie cultivada.

Para hacer mas eficiente esta técnica se han desarrollado algunas modificaciones tal
es el caso de los sistemas autotroficos o mixotréficos en los que se va eliminando o
reduciendo las concentraciones de sacarosa y al mismo tiempo incrementando la
concentracion de CO; en los envases, se han obtenido excelentes resultados en
cuanto a la actividad fotosintética reflejada en la acumulacion de peso seco,
alargamiento de brotes y aclimatacion de plantas bajo condiciones de invernadero

(Fujiwara y Kozai,1995).
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Por otro lado algunos componentes (soluciones nutritivas y sustratos) de la hidroponia
resultan ser una alternativa para hacer mas eficiente la propagacion. Dado que se ha
observado que los requerimientos nutricionales para cada especie son diferentes, las
soluciones nutritivas se pueden ajustar a dichos requerimientos asi como los sustratos

pueden proporcionar un adecuado balance oxigeno-agua.

4.9 Hidroponia

La hidroponia se define como la ciencia del cultivo de plantas sin uso de suelo, en un
medio inerte (sustrato), al que se le agrega una solucion nutritiva que contiene todos
los elementos esenciales requeridos por la planta para su crecimiento normal (Bordado,
2005).

4.9.1 Soluciones nutritivas

En los cultivos hidropénicos todos los elementos esenciales se suministran a las
plantas disolviendo las sales fertilizantes en agua. La eleccion de las sales dependera
de proporcion relativa de iones que se deben afiadir y el grado de solubilidad de las
sales (Resh, 200).

La seleccion de la concentracion de una solucién nutritiva debe ser tal que el agua y los
iones totales sean absorbidos por la planta en la misma proporcion en la cual estan

presentes en la solucién (Juéarez et al., 2006).

La solucion de Steiner es una de las soluciones mas utilizadas en los cultivos
hidroponicos y que se distingue por sus relaciones mutuas entre aniones y cationes,
expresadas en por ciento del total de mM-L™. Las relaciones mutuas entre los iones en
la Solucién Nutritiva Universal de Steiner en porcentaje del total de mM-L™* es de
60:5:35 para NOs-: HoPO,-: SO4- y 35:45:20 para K*: Ca®" Mg®* (Juarez, et al., 2006).

Hoagland y Arnon (1950) formularon dos soluciones nutritivas las cuales han sido
ampliamente utilizadas y el término "Solucion de Hoagland", modificada por Jhonson et

al. (1957), contiene iones amonio como también de nitrato dando como resultado una
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mejor solucién buffer. Plantas de muchas especies han sido exitosamente

desarrolladas en esta solucion de Hoagland modificada (Juarez et al., 2006).
4.9.2 Soluciones hidroponicas in vitro

Barrales (2009), evaluo el efecto de la solucion Arnon & Hoagland en conjunto con
bajas concentraciones de sacarosa (1.5%) en el enraizamiento de brotes adventicios
de chile habanero y observo que las plantulas tuvieron valores mas altos en cuanto a
tamafo de planta, numero de hojas, numero de raices y acumulacién de peso seco, en
comparacién con la plantulas enraizadas en el medio de Murashige y Skoog con 3% de

sacarosa.

En Laelia anceps se evaluo el uso de medios liquidos (Medio de Murashige y Skoog
(MS) y solucion de Steiner) con ayuda de soportes fisicos (fibra de coco y Promix) en la
reproduccion in vitro. Los tratamientos que incluyeron fibra de coco y Promix,
permitieron que las plantas duraran la totalidad del periodo experimental (60 dias) con
una contaminacion de 35%, ambos medios fueron igualmente eficientes en la
promocion del crecimiento de plantulas. Por otra parte la acumulacién nutrimental en el

follaje de los explantes fue mayor en el medio contenido Promix (Sanchez, 2009).

4.9.2. Sustratos

Sustrato se considera a todo material solido distinto al suelo in situ, natural, de sintesis
o residual, mineral u organico, que, colocado en un contenedor, en forma pura o en
mezcla, permite el anclaje del sistema radicular, dando soporte para la planta. De
acuerdo a sus propiedades se pueden clasificar en: quimicamente inertes (arena
granitica o silicea, grava, perlita, lana de roca entre otros); quimicamente activos

(turbas, corteza de pino, vermiculita, fibra de coco, entre otros) (Bordado, 2005).

La importancia de un sustrato radica en sus propiedades e indicadores ya que debe ser
suficientemente denso y firme para sostener en su sitio las plantas, retener la humedad
para el buen aprovechamiento del agua, poroso para facilitar el drene del agua en

exceso Y la entrada de oxigeno a las raices. Las caracteristicas idoneas de un sustrato
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dependeran de las necesidades de cada especie con respecto a condiciones

climaticas, sistema y programas de riego y fertilizacién (Urrestarazu, 2004).

4.9.3 Propiedades fisicas

Entre las propiedades fisicas mas importantes son: porosidad, la granulometria,
retencion de agua y aireacion, y la densidad aparente.

La porosidad es el volumen total del medio que no esta ocupado por particulas sélidas,
por lo tanto, lo estar4 por aire o agua en cierta proporcion (Bordado, 2005). La
porosidad del sustrato y particularmente su distribucion entre la porosidad del aire y
retencion de humedad son las propiedades que mas influyen en el crecimiento y

desarrollo de los cultivos (Cabrera, 1999).

La densidad aparente nos permite conocer la cantidad de sustrato contenido al
comparar un volumen determinado. También puede servir como indicador del grado de
compactacion, ya que la densidad aparente aumenta con la compresion (Ansorena,
1994). Los valores de densidad aparente se prefieren bajos (0.7-0.1 g cm™) para

garantizar un mayor porcentaje de porosidad total.

La granulometria, se refiere al tamafio de particula, es un factor importante puesto que,
el tamafio de los granulos o fibras condicionan el comportamiento del sustrato, debido a
gue varian su densidad aparente y su comportamiento hidrico a causa de su porosidad
(Bordado, 2005).

4.9.3 Propiedades quimicas

Las propiedades quimicas de los sustratos caracterizan las transferencias de material
entre el sustrato y la solucion del sustrato: reacciones de disolucion e hidrélisis de los
constituyentes minerales (quimica), reacciones de intercambio de iones (fisico-quimica)

y reacciones de biodegradacion de la materia organica (bioquimica).

La capacidad de intercambio de cationes es una de las propiedades quimicas de los
sustratos y se define como la suma de cationes que pueden ser adsorbidos por unidad

de peso (o volumen) del sustrato. Dichos cationes pueden ser retenidos frente al efecto
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lixiviante del agua y disponibles para la planta (Urrestarazu, 2004). Esta propiedad la
proporcionan algunas particulas inorganicas y organicas cargadas negativamente en su
superficie. Las cargas negativas generan fuerza de atraccion hacia los elementos
cargados positivamente, sin reaccionar quimicamente (Bunt, 1998; Anicua, 2008). El
valor optimo de la capacidad de intercambio cationico de los sustratos depende

estrechamente de la frecuencia del riego (Urrestarazu, 2004).

Entre otras caracteristicas que se deben considerar de un sustrato es la buena
estabilidad quimica que evite cualquier liberacion de elementos que puede generar
problemas de salinidad o fitotoxicidad o inducir precipitados indeseables en la solucion
(Castilla, 2004).

Entre los sustratos mas utilizados en la hidroponia se encuentran la fibra de coco, el
tezontle, la vermiculita y la perlita en forma pura o en mezclas para mejorar sus

caracteristicas fisicoquimicas (Abad et al., 2003).

4.9.4 Fibra de coco

La fibra de coco es un residuo organico industrial, se genera después de que el
mesocarpo fibroso del fruto del coco (Cocus nucifera) ha sido procesado para extraer
las fibras mas largas. Es un material ligero y presenta una porosidad total muy elevada
por encima del 93% (volumen), retiene cantidades aceptables de agua, tiene buena
aireacion y esta relacionada con el tamafio de la particula, se contrae muy poco cuando
pierde agua, su pH oscila entre 4.6 y 6.25. La conductividad eléctrica dependiendo del
origen varia entre 0.39 dS m™ y 6.77 dS m™. La capacidad de intercambio catiénico se
encuentra entre 31 meq 100 g™ y 97 meq 100 g™ (Abad et al., 2003).

4.9.5 Vermiculita

La vermiculita es una arcilla o una roca compuesta (mineral) por filosilicatos hidratados.
Su capacidad de intercambio de iones positivos es de 90 a 150 meq 100 g*, lo que
también le proporciona una excelente cualidad para la agricultura por su gran
intercambio cationico, puede adsorber 5 veces su peso en agua y tiene una elevada

aireacion. Es un material estérii como consecuencia a su rapido secado tras la
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incineracion en un horno a 800 °C. EL pH es neutro y puede llegar a presentar

reacciones alcalinas (Abad et al., 2003).

Muchas vermiculitas contienen del 5 al 8% de potasio y del 9 al 12% de magnesio
asimilable. No absorben CI', SO4 # ni NO3, pero puede llegar a absorber cantidades
importantes de PO, * (Abad et al., 2003).

4.9.6 Perlita

Es material siliceo de origen volcanico extraido de rios de lava, es estéril, absorbe tres
0 cuatro veces su peso en agua, siendo esencialmente neutra con un pH de 6.0 a 8.0,
aunque sin capacidad tampdn. No tiene capacidad de intercambio i6nico y no contiene
nutrmentos minerales. Es mas util para incrementar la aireacién de las mezclas (Resh,
2001).

4.9 7Tezontle

El tezontle es una roca de origen volcénico, proveniente de lava que al ser expelida y
enfriarse de golpe, forma fragmentos porosos, redondeados o irregulares, esta
constituida principalmente, por silicatos de aluminio (Bures, 1997), se considera un
material relativamente pesado (densidad aparente > 0.4 g cm®) como sustrato, tiene
elevada capacidad de aireacion y poca capacidad de retencion de agua facilmente
disponible, por lo que en muchas ocasiones se utiliza en conjunto con materiales

organicos o materiales con una elevada retencion de agua (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Caracteristicas fisicas de particulas de tezontle de diferentes diametros de la

region de Texcoco estado de México (Ordaz, 2010)

Tamarfo de Da Ch Pt Pai Para
particula (g cm?) Carga (%) (%) (%)
(mm@o) constante
(cm min™)
Sin cribas 1.04 1.6 55 34 21
>6.8 0.84 2.9 55 34 21
6.8-4.8 0.82 1.4 59 45 14
4.8-3.4 0.82 3.3 59 45 14
3.4-2.0 0.83 15 59 39 20
2.0-1.0 0.85 1.7 59 23 36
1.0-0.5 0.96 15 59 7 52
0.5-0.25 1.11 1.3 59 7 53
<0.25 1.54 0.1 45 2 43

Densidad aparente (Da); Conductividad hidraulica (Ch); Porosidad total (Pt);Porosidad
de aireacion (Pai);: porosidad de retencién de agua (Para)

0:50,30:70,10:90) en el enraizamiento en brotes de papa dulce (Ipomoea batatas). Se
observé en los brotes enraizados en la mezcla de vermiculita con pulpa de papel en
una proporcién 30:70, que el peso fresco de la parte aérea y las raices de los brotes
enraizados fue 2.7 veces mayor que el tratamiento control (agar), en cuanto al peso
seco de las hojas, el tallo y la raiz fue al menos dos veces mayor comparado con el
control, lo que se reflej6 en la tasa fotosintética neta que fue de 15.3 pmol CO, H*
comparada con 9.8 umol CO, h™* de las plantulas en el tratamiento control. En la fase
de aclimataciéon no se observaron mayores diferencias en cuanto a la sobrevivencia a
la aclimatacion entre los tratamientos (90-100%) con excepcion del tratamiento control
(73%).
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MATERIALES Y METODOS

5.1 Caracterizacion fisica de sustratos

Se evaluaron las propiedades fisicas y quimicas de 18 sustratos elaborados a partir de
mezclas de: perlita-fibra de coco (PF), fibra de coco-vermiculita (FV), vermiculita-perlita
(VP), perlita-tezontle (PT), fibra de coco-tezontle (FT), vermiculita-tezontle (VT) en

proporciones 1:1, 1:2y 1:3.

El tamafio de particula de la perlita, el tezontle y la fibra de coco fue de 0.5 a 1 mm de
didmetro, para obtener la granulometria requerida se utilizé una criba con las
dimensiones respectivas. En el caso de la vermiculita se utiliz6 la denominada

comercialmente grado uno.

5.1.1 Densidad aparente (Da)

La Da se determin6 aplicando la férmula masa sobre volumen. Para determinar esta
caracteristica se utilizaron permeametros con perforaciones en la parte inferior. En
primer lugar se determiné el volumen de los permeametros, para ello, se peso el
recipiente con la cinta adhesiva que cubria las perforaciones, posteriormente, se llen6
con agua y se pesO nuevamente, al peso obtenido se le resto el peso del permeametro
sin agua y el valor obtenido se tomé como el volumen del permeametro. La masa se
determind saturando los sustratos con agua en recipientes de 1000 mL, una vez
saturadas los sustratos se colocaron en los permeametros hasta llenarlos y se dejé
drenar el agua retirando la cinta adhesiva de las perforaciones. Una vez drenadas por
completo, las muestras se pusieron en charolas de aluminio dentro de una estufa a una
temperatura constante de 70 °C por aproximadamente 24 h y se pesé nuevamente. El
peso se obtuvo restando el peso de la charola y la diferencia se tomé como la masa del

sustrato. El valor de la densidad aparente se obtuvo utilizando la siguiente formula.

DA= peso seco de la muestra/volumen del permeametro
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5.1.2 Porosidad total (Pt), porosidad de aireacion (Pai) y retencion de humedad
(Rh)

Se siguié el mismo procedimiento que para la determinacion de la Da con respecto a
los permedmetros. En este caso se tomoO el peso de los sustratos saturados y
drenados. Con las diferencias de estos datos se obtuvo el volumen de aire y con la

diferencia del peso saturado y el peso del sustrato seco se calculo el volumen de poros.
Para obtener los porcentajes de Pt, Pai y Rh, se aplicaron las siguientes ecuaciones:
Porosidad total (%) = % Pt = (volumen total de poros / Vp) * 100

Porosidad de aireacion (%) = % Pai = (Vai / Vp) *100

Porosidad de aireacion (%) = % Pai = (Vai/ Vp) * 100

Retencion de humedad (%) = % Rh = % Pt - % Pai

5.1.3 Curva de retencién de agua

Para determinar esta caracteristica se utilizé6 el método propuesto por De Boodt et al.
(1974) y Ansorena (1994), que se basa en aplicar tensiones de 0 a 100 cm a los
sustratos saturados los cuales se colocaron en embudos. En las curvas de retencion de

humedad se consideraron los siguientes parametros (Burés, 1997):

Agua dificilmente disponible (ADD): Es el agua, en tanto por ciento en volumen, que

gueda retenida en el sustrato tras aplicar una tension de 100 cm de columna de agua.

Agua de reserva (AR): es el porcentaje en volumen de agua que se libera entre 50 y

100 cm de columna de agua de tensién sobre el sustrato.

Agua facilmente disponible (AFD): Es el porcentaje en volumen de agua que se libera

entre 10 y 50 cm de tensién en columna de agua sobre el sustrato.

Agua no disponible (AND) es el porcentaje en volumen de agua que se libera al

aplicar una tension de 0-10 cm de columna de agua.
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5.2 Regeneracion de plantas de distintos explantes.

En esta seccidn se describe la metodologia seguida en tres ensayos (embriones,

hipocétilos y embriones obtenidos a partir de dos tipos de remojo), de los cuales se

generd informacion para establecer un experimento con explantes de embrion (Figura

1).

DESINFESTACION IMBIBICION INDUCCION DESARROLLO

5 dias 4 semanas 4 semanas

S— e,
— >
Semillas de chile habanero
(Capsicum chinense )
A ELONGACION
ENRAIZAMIENTO SEPARACION DE BROTES
3 semanas DE BROTES 4 semanas
4 semanas
T
-

EVALUACION ACLIMATACION
2 semanas
\L EVALUACION
DE PLANTAS

SUPERVIVIENTES
7 semanas

IN VITRO

INVERNADERO

Figura 1. Protocolo para la regeneracion in vitro de plantulas de chile habanero var.

Naranja (Capsicum chinense)

Las concentraciones de los reguladores de crecimiento en las etapas de induccion,

desarrollo y enraizamiento in vitro estdn basadas en el protocolo establecido por

Valadez-Bustos et al. (2009) para chile habanero.
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5.2.1. Ensayo |. Explantes de embridn en sustratos bajo condiciones in vitro

5.2.1.1. Desinfestacién e imbibicién de las semillas

Semillas de chile habanero, var. Naranja se desinfestaron con una solucion de
fungicida Daconil (Clorotaloniltetracloroisotalonitrilo al 75%) a una concentracion de 1 g
L™ durante 5 min; posteriormente se les agregé una de hipoclorito de sodio al 1.8 % de
cloro activo y 1.0 mL L™ de jabon liquido durante 20 min, después se efectuaron cuatro

enjuagues con agua destilada estéril en condiciones de asepsia (Figura 1).

Las semillas desinfestadas se colocaron en frascos de vidrio de 150 mL con 30 mL de
cada sustrato (esterilizado en autoclave durante 40 min): Fibra de coco-Tezontle (FT),
Perlita-Fibra de coco (PF), Perlita-Tezontle (PT) y Vermiculita-Perlita (VP) en
proporcién 3:1 por presentar mejor balance en sus caracteristicas fisicas. Los sustratos
se saturaron con 30 = 5 mL del medio Murashige y Skoog, (1962) (MS) al 50 % mas 10
g L de sacarosa (Cuadro 2). Los recipientes con los medios y sustratos fueron
esterilizados a 121°C en autoclave durante 20 min. Las semillas permanecieron en los
medios anteriores durante cuatro dias, para reblandecer la testa y facilitar el manejo

posterior (Figura 1).
5.2.1.2 Medios de cultivo.

Para las diferentes fases de la regeneracion de plantas (induccion, desarrollo y
enraizamiento) se elaboraron los medios a diferentes concentraciones de las sales
basales Murashiege y Skoog (MS) y la solucion nutritiva Arnon y Hoagland (1940) (H)
(Cuadro 2) suplementados con distintas concentraciones de sales, sacarosa Yy

reguladores de crecimiento (Cuadro 3).
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Cuadro 2. Componentes del medio de cultivo Murashige y Skoog (1962) (MS), y la
solucion de Arnon y Hoagland (1940) (H).

Componentes Concentracion (mg L™
Sales minerales | MS | H
KNO3 1900 1010
NH4 NO3 1650 --
CaCl,-2H,0 440 --
MgSO, -7 H,O 370 490
KH,PO4 170 --
Fe SO4-7 H,O 27.8 3
MnSO4-4 H,O 17 --
ZnS04-7 H,0 8.6 0.22
H3BO; 6.3 2.86
KI 0.83 --
NaMoO4-2H,0 0.25 0.09
CoCl,-6H,0 0.025 --
CuS04-5 H,0 0.025 0.08
Na,EDTA-2H,0 37.3 --
NH4H>PO4 -- 230
Ca(N03)2-4H20 -- 706
MnCI2-4 H,O -- 1.81
Vitaminas

Glicina 2 --
Mio-inositol 100.0 --
Acido nicotinico 0.5 --
Piridoxina 0.5 --
Tiamina 1.0
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Cuadro 3. Medios de cultivo utilizados en las diferentes etapas de la propagacion in

vitro de chile habanero.

Medio Sales Sacarosa Induccion Desarrollo Enraizamiento

gL? mg L™ mg L™ mg L™

1 MS 100% 30

2 MS 100% 15

3 MS 50% 15

4 MS 50% 7.5 4.0 BAP 1.0 AG3 1.0 AIB

0.3 AIA 4.0 AgNO3 2.0 AgNO3

5 MS25% 7.5 2.0 AgNO3

6 MS25% 3.7

7 H 30

8 H 15

MS Murashige y Skoog, (1962), H Arnon y Hoagland, BAP Ng.bencil aminopurina, (AIA)

acido indolacético, AgNO3 nitrato de plata, acido giberélico AGs.
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Cuadro 4. Denominacion de tratamientos con sustratos y medios de cultivo

Denominacion Sustrato Medio de cultivo Concentracion de
de tratamiento y concentracién sacarosa (g L™)
Al MS 100% 30
A2 MS 100% 15
A3 MS 50% 15
A4 Agar MS 50% 7.5
A5 MS 25% 7.5
A6 MS 25% 3.7
A7 H 30
A8 H 15
PT1 MS 100% 30
PT2 MS 100% 15
PT3 PT MS 50% 15
PT4 (perlita-tezontle) MS 50% 7.5
PT5 MS 25% 7.5
PT6 MS 25% 3.7
PT7 H 30
PT8 H 15
FT1 MS 100% 30
FT2 MS 100% 15
FT3 FT MS 50% 15
FT4 (fibra de coco- MS 50% 7.5
FT5 tezontle) MS 25% 7.5
FT6 MS 25% 3.7
FT7 H 30
FT8 H 15
PF1 MS 100% 30
PF2 MS 100% 15
PF3 PF MS 50% 15
PF4 (perlita-fibra de MS 50% 1.5
PF5 coco) MS 25% 7.5
PF6 MS 25% 3.7
PF7 H 30
PF8 H 15

(MS) Murashige y Skoog, (1962), (H) Arnon & Hoagland (1940); Agar (A); Perlita-
Tezontle (PF); Perlita-Fibra de coco (PF).

5.2.1.3 Induccidn de brotes a partir de embridén en sustratos in vitro

Para inducir la formacion de brotes adventicios, las semillas previamente embebidas,
fueron seccionadas en dos partes. Las fracciones se colocaron en cuatro sustratos

saturados (FT, PF PT y agar) con 30 £ 5 mL de los medios de cultivo para induccién ,
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integrados por sales basales MS (25, 50 y 100%) y la solucién Arnon y Hoagland
adicionados con BAP, AIA y AgNO3; cada uno con dos niveles de sacarosa (Cuadro 3y
4). La duracion de esta etapa fue de cuatro semanas aproximadamente al cabo de las
cuales se contabilizd el porcentaje supervivencia de los explantes y el porcentaje de

explantes que formaron brotes (Figura 1).

En la evaluacion de supervivencia, se consider6 explante vivo al que presento
coloracion verde y turgencia. Para evaluar la variable porcentaje de explantes que
formaron brotes, se consideré la formacién de primordios de brotes (protuberancias) en

el explante como sintoma temprano de la organogénesis.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con treinta y dos tratamientos
resultado de la combinacién factorial de tres factores: ocho medios de cultivo (MS al 25,
50 y 100 % y Arnon y Hoagland con dos niveles de sacarosa) y cuatro sustratos (PT,
FC VP y agar). Cada tratamiento estuvo conformado de 5 repeticiones y la unidad

experimental consistio en un frasco con 5 semillas divididas en dos.

5.2.4 Desarrollo de brotes de explantes de embrion en sustratos

Solo los explantes que formaron brotes en los distintos tratamientos con agar se
transfirieron a los medios de cultivo de desarrollo descritos en el Cuadro 3, ya que los
explantes inducidos en los sustratos tuvieron escasa 0 nula respuesta Los explantes
fueron seccionados y subcultivados a medio de desarrollo fresco, cada cuatro

semanas, para favorecer la elongacion de los brotes (Figura 1).

5.2.5 Enraizamiento in vitro

Los brotes de aproximadamente que alcanzaron un longitud de 2 cm, fueron disectados
del explante y colocados en tres sustratos PT, VP y agar (dada la poca respuesta en
los sustratos FT y PF en la etapa de induccion) saturados con los medios MS (25, 50 y
100%) y la solucion Arnon y Hoagland adicionados con acido indolbutirico (AIB), nitrato
de planta (Ag NO3) y 15 g L™ de sacarosa para inducir el sistema radical (Cuadro 3).
Después de tres semanas, se evaluo el porcentaje de brotes enraizados en cada

tratamiento (Figura 1).
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Se utilizé un disefio factorial completamente al azar con dos factores: ocho medios de
cultivo (MS 25, 50 y 100% y Arnon y Hoagland con dos niveles de sacarosa) y
sustratos (VP, PT y agar). Cada tratamiento consté de 3 repeticiones y la unidad

experimental fue un frasco con dos brotes.

En todas las etapas, los cultivos fueron incubados en un cAmara de crecimiento a 25 +
2 °C y 16 h de luz proporcionada por lamparas de luz blanca fria fluorescente

(intensidad luminica = 25 pmol m?s-1).
5.2.6 Aclimatacion

Las plantas regeneradas (brotes enraizados) fueron transferidas al invernadero una vez
gue se observo la formacion de al menos tres raices. Las raices de las microplantas se
lavaron con agua corriente para eliminar los residuos del sustrato o agar; enseguida, se
sumergieron en una solucién de fungicida (Daconil 1 g L) y se transfirieron a
recipientes de poliestireno de 250 ml que contenian peatmoss previamente saturado a
capacidad de campo. Se coloc6 una bolsa de polietileno sobre los recipientes, la cual
se retird 15 dias después. En esta etapa, se evalué el porcentaje de supervivencia de
las plantas regeneradas, provenientes de los distintos tratamientos, después de 30 dias

se retird la bolsa de polietileno (Figural).

5.3 Ensayo 2. Regeneracion de plantas de chile habanero a partir de explantes de

hipocétilo en sustratos in vitro

5.3.1. Desinfestacion y germinacion de semillas de chile habanero en sustratos in

vitro

Las semillas desinfestadas y embebidas fueron colocadas en sustratos en sustratos PT
y VP como se describié en la seccion 5.2.1. En esta etapa se calculo el porcentaje de

germinacion de las semillas en cada sustrato.
5.3.2. Induccidn de brotes a partir de explantes de hipocotilo en sustratos in vitro

Las plantulas de 10 de dias de edad fueron disectadas en la zona cercana a los

cotiledones (hipocotilo), se obtuvieron fragmentos de 2 cm aproximadamente.
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Posteriormente, éstos se colocaron de forma invertida a su posicion original en la
planta dentro de recipientes que contenian los distintos sustratos (PT, VP y agar)
saturados con los medios de induccién (Cuadros 3 y 4). Durante las cuatro semanas
posteriores al establecimiento de los explantes se contabiliz6 el porcentaje de
supervivencia de los explantes y el porcentaje de explantes que formaron primordios de

brote.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con 24 tratamientos resultado
de la combinacion de dos factores de estudio; ocho medios de cultivo (25, 50 y 100%
MS y Arnon y Hoagland con dos niveles de sacarosa cada uno) y sustratos (PT, VP y
agar). Cada tratamiento consté de cinco repeticiones considerando como unidad

experimental un frasco con cinco explantes de hipocétilo.

5.3.3 Desarrollo de brotes a partir de explantes de hipocétilo en sustratos

Los explantes de hipocétilo fueron transferidos a frascos que contenian, tres sustratos
(PT, VP y agar) saturados con los ocho medios de desarrollo (Cuadro 3). Los explantes
se colocaron en la posicion que originalmente tenian en la planta de tal forma que la
zona en la que se formaron primordios de brote o brotes adventicios quedo alejada del
medio de cultivo. La duracién de esta etapa fue de nueve semanas, durante las cuales
se contabiliz6 el porcentaje de supervivencia de los explantes y el porcentaje de
explantes que formaron primordios de brotes o brotes.

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con 24 tratamientos resultado
de la combinacion factorial de dos factores; ocho medios de cultivo (25, 50 y 100% MS
y Arnon y Hoagland con diferentes con dos niveles de sacarosa) y sustratos (PT, VP y
agar). Cada tratamiento consto de tres repeticiones y la unidad experimental consistio

de un frasco con cinco explantes.
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5.4 Experimento
5.4.1 induccidén de brotes a partir de embriones en agar

Derivado de los resultados obtenidos en los ensayos anteriores se seleccion6 a los
embriones como explantes y se determind llevar a cabo la fase de induccién en agar,
mientras que la fase de desarrollo de los brotes y enraizamiento en sustratos (Figura
2).

Se evalud la supervivencia de los explantes, asi como la formacion de primordios de
brotes Del mismo modo que en los explantes de semilla se consider6 al explante vivo
aquel que tuviera las caracteristicas de color verde y turgencia y nuevamente se
consideré la formacion de primordios de brote (protuberancias) como sefal de
desdiferenciacion celular. La evaluacion de esta variable se llevo a cabo a los 30 dias
de que los explantes permanecieron en medio de induccion y durante el cambio a

medio de desarrollo.
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Enraizamiento de brotes en sustratos y agar con
cuatro medios de enraizamiento (MS 25, 50 y 100%
yHcon15g L" de sacarosa, adicionados
con1mgL"deAIBy2mgL"de AgNO3)

Plantas regeneradas colocadas en sustrato y Crecimiento de plantas
cubiertas con bolsa de polietileno bajo condiciones
por 15 dias. de invernadero (7 semanas).

Figura 2. Protocolo para la regeneracion de plantas in vitro con sustratos de chile

habanero var Naranja (Capsicum chinense)

Las semillas fueron desinfestadas y embebidas por siete dias de acuerdo al
procedimiento descrito en el punto 5.2.1. Posteriormente las semillas fueron

fraccionadas en dos partes y colocadas en los medios de induccion con agar, durante 4
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semanas aproximadamente (Figura 2).Después de 30 dias de cultivados los explantes
en los medios de induccion gelificados con agar. Se evalué porcentaje de

sobrevivencia, de explantes con primodios de brote y de explantes con vitrificados.

Para el andlisis estadistico de las variables, supervivencia y explantes con brotes, se
utilizé un disefio experimental completamente al azar: se consideraron tratamientos a
los ocho medios de cultivo (MS 25, 50, 100 % y Arnold y Hoagland con dos niveles de
sacarosa). La unidad experimental fue un frasco con cinco explantes (semilla

fraccionada en dos) y 5 repeticiones.

5.4.2 Desarrollo de brotes adventicios

Los explantes fueron transferidos a medios de desarrollo con agar en los que
permanecieron por cuatro semanas, después fueron transferidos a los sustratos (PT y
VP) saturados con los diferentes medios de desarrollo (Cuadro 3). Los explantes se
subcultivaron por tres ocasiones (cada cuatro semanas) a los medios de desarrollo. En
cada cambio de medio se evalud el tamafio de los explantes, peso seco y numero de
brotes (Figura 2).

Para las variables tamafio de explante, peso seco y niamero de brotes, se utilizd6 un
disefio experimental completamente al azar con 24 tratamientos resultado de la
combinacion de dos factores; soluciones nutritivas (MS 25, 50 y 100% y Arnon y
Hoagland con dos niveles de sacarosa) y sustratos (PT, VP y agar). La unidad

experimental fue un frasco con dos explantes y con un minimo de cinco repeticiones.

5.4.2.1 Andlisis nutrimental del tejido de explantes

Los explantes de los diferentes tratamientos se colocaron en una estufa a 70°C durante
24 hrs, luego estos fueron triturados en mortero para poder determinar las
concentraciones de macro y micro nutrimentos (P, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn y B,

siguiendo el procedimiento descrito por Alcantar y Sandoval (1999).
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5.4.3 Enraizamiento in vitro

Los brotes de 1.5 a 2.0 cm de longitud fueron separados del explante y colocados en
los sustratos saturados con los medios que contenian los medios de cultivo con sales
basales de MS (25, 50 y 100%) y Arnon y Hoagland adicionados con 1 mg L™ AIB, 2
mg L'de Ag NOs;y 15 g L™ de sacarosa para inducir el sistema radical, durante tres
semanas aproximadamente (Cuadro 3 y Figura 2).En esta etapa se evalud el

porcentaje de brotes que formaron raices de cada tratamiento.
5.4.4 Aclimatacion

Las plantas regeneradas, que lograron formar raices fueron aclimatadas siguiendo la
metodologia descrita en la seccién 5.2.6. Antes de colocarlas en los recipientes se
evalué: el numero de hojas y raices, la longitud de las raices y del tallo. Las plantas se
regaron con agua corriente periodicamente y se fertilizaron con fertilizante soluble
“Miracle-Gro™ cada dos semanas, al 50 % de la concentracién recomendada por el

fabricante.

Después de haber retirado la bolsa de polietileno que cubria las plantas se evalué
la longitud de planta, numero de hojas y didmetro de tallo. También se determiné el
porcentaje de supervivencia de las plantas regeneradas a los 90 dias de ser

transferidas a condiciones de invernadero (Figura 2).

Para las variables de crecimiento, se utilizd6 un disefio experimental
completamente al azar con 12 tratamientos; plantulas provenientes de los tratamientos
con soluciones nutritivas (MS 25, 50 y 100% y Arnon y Hoagland) y sustratos (PT, VP y
agar). Se consideraron como unidades experimentales las plantas provenientes de

cada tratamiento con cinco repeticiones.
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RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracterizacion fisica de los sustratos y curvas de liberacién de agua

De la combinacién de cuatro materiales (fibora de coco, vermiculita, perlita y

tezontle), en tres proporciones (1:1. 2:1 y 3:1) se obtuvieron 18 sustratos.

En el Cuadro 5 se reportan los valores de Da, Pt, Pai y Prh, y en el Cuadro 6 se
muestra el comportamiento de los sustratos en la retencion de agua, en estos se puede
observar que los valores para las distintitas variable evaluadas difieren de acuerdo al
tipo de material y a la proporcion que guardan en la mezcla. Este comportamiento esta
relacionado con el tipo de poros inter e intra particulas y con la superficie especifica
gue aumenta o disminuye las fuerzas de adhesién. Las particulas de mayor tamafio
tienen menor superficie y menor porosidad entre si mismas, en contraste con las
particulas pequefias que tienen mayor superficie especifica con menor porosidad
dentro de la misma (Bures, 1997; Handreck y Blanck 1994; Bunt, 1998).

6.1.1 Densidad aparente (Da) y Porosidad

Todos los sustratos tuvieron valores de Da menores a 0.7 g cm™ (Cuadro 5),
valor éptimo segun de acuerdo a Abad et al. (1993), lo que significa que los sustratos
obtenidos son ligeros y tienen un menor grado de compactacion, lo que favorece el
desarrollo del sistema radical, ya que aumenta el horizonte de exploracion de las raices

en plantas completas (Ansorena, 1994; Hillel, 2004).

Los valores mas bajos de Da se presentaron en sustratos sin tezontle, como es
el caso PF en proporcién 1:1 y FV en las proporciones 1:1y 2:1 con un valor de 0.11 g
cm™ seguidos de los sustratos VP en las proporciones 1:1 y 2:1 con valores de 0.13 y
0.12 g cm™, los valores del resto de los sustratos se encontré en un intervalo de 0.2 a
0.58 g cm™ (Cuadro 5).

La disposicion de oxigeno en el sistema radical de plantas completas, es
necesaria puesto que las raices son capaces de absorber mas selectivamente los iones
de la solucién. La condiciones de anegaciéon (inundacion) dificultan la absorcion activa

de los nutrimentos minerales, presentando deficiencias de macro y micronutrimentos
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en los tejidos vegetales (Pardos, 2004). Un ejemplo es el calcio el cual es absorbido
por los apices radiculares, si las zonas apicales que estan en incremento sufren una
deficiencia de oxigeno, una escases de calcio aparece en los brotes. Debido a que el
calcio no se mueve rpidamente desde las partes mas viejas a las mas jovenes, lo que

produce desordenes como quemadura de puntas y pudricion apical (falta referencia).

Las condiciones de anoxia por efecto de inundacion, ocasionan un aumento en
la concentracion de etileno en las plantas, lo que da lugar a sintomas morfolégicos y

fisioldgicos caracteristicos de situaciones de estrés (Lafitte, 2001).

De tal forma que, en los sustratos el balance entre el agua y el oxigeno se
determina por la porosidad total, considerada la porcién no solida del volumen del
sustrato. La capacidad de retencion de agua de un medio es el volumen de agua que
se retiene después del riego y el drenaje. La cantidad de agua retenida por el medio
particular es dependiente de la distribucion y el tamafio de particula y la altura del
recipiente. El volumen del medio ocupado por aire a este nivel de humedad es la

denominada capacidad de aireacion (Baixaulis et al., 2002)

Los sustratos que presentaron un mayor porcentaje de porosidad total fueron
aquellos con fibra de coco, PF y FV en la proporcion 2:1 con 95 y 89 % de poros
respectivamente, seguido de VT en la proporcién 3:1 con 87 % de poros valores

ubicados dentro del intervalo optimo (> 85 %) segun Abad et al., (1993) (Cuadro 5)

La proporcion de los materiales determiné el porcentaje de aireacion en el caso
de los sustratos PF, FV, FT PT y VP, puesto que las proporciones 1:1 y 3:1 (Cuadro 5)
estuvieron, dentro del intervalo optimo (10-30%) sugerido por Abad et al., (1993) no asi
en el sustrato VT donde la proporcion 1:1 fue la Unica que se ubic6 dentro del intervalo

optimo (Cuadro 5).

La Porosidad de retencién de humedad en los sustratos FV, FT, PTy VP en la
proporcion 3:1, fue la que presento valores considerados 6ptimos dentro del intervalo
(56.98, 57.55, 56.20 y 55.75) (Abad et al., 1993) (Cuadro 5).
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Los sustratos complementados con perlita (PF y VP) tuvieron valores similares
en Da a los reportados por Anicua et al (2009) de 0.22 y 0.15 g cm-3 en perlita sin
mezclar en la granulometria de 0.5 y 1 mm. En Pt de los sustratos obtenidos se
encontrd dentro del intervalo de 69- 95 % que comparados con los obtenidos por
Anicua et al. (2009) de 83-85%, son relativamente mas bajos para el mismo diametro
de particula. Bures (1997) reporté un Pt de 95.47% en perlita, sin embargo en la Prh los
valores aumentaron de 31 a 62.4% en comparacion con lo reportado por Anicua et al.
(2009). El mismo autor menciona que este comportamiento esta en funcion del tamafo,

forma y arreglo de las particulas individuales de la perlita.

En el caso de los sustratos compuestos por tezontle (PT, FT y VT) los valores de
Da fueron los mas altos de 0.11 a 0.49 g cm-3 (Cuadro 4 y 14) dentro del intervalo
optimo sugerido por Abad et al. (1993) pero por debajo de los obtenidos por Ordaz
(2010) (0.96 g cm-3) en tezontle a la misma granulometria (0.5-1 mm). En Pt el
intervalo que presentaron los sustratos PT, FT Y VT fue de 70 a 87 %, los valores Pai
fueron de 13 a 47 % y la Prh de 21 a 57%, que comparados con los obtenidos por
Ordaz (2010) (Pt de 56%, Pai de 7% y Prh de 52%), resultaron ser mas altos como

resultado de la mezcla con otros materiales.

Los sustratos compuestos con fibra de coco (PF, FV y FT) tuvieron valores mas
altos de Da de 0.11 a 0.55 g cm3 que los valores obtenidos por Quesada et al. (2005)
de (0.053 g cm3). Por otro lado la Pt de los sustratos (PF, FV y FT) presentaron valores
de 69 a 95% menores comparados con 84.44% de fibra de coco sin mezclar .Los
valores de Pai de los sustratos estuvieron en el intervalo de 19.83 a 59.48% por debajo
de lo observado (84.42 %); asi mismo los valores de Prh estuvieron en 21 a 57 %

menor que los valores inferiores a los de fibra de coco sin mezclar 61 % (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Valores de densidad aparente (Da), porcentaje total de poros (Pt), porosidad

de aireacion (Pai), porosidad de retencion de humedad (Prh).

Sustratos  Proporcion Dagcm? Pt % Pai % Prh%
Valores <07 >85 10-30 55-70
optimos
11 0.11 80 27.36 52.02
PF 2:1 0.21 95 59.48 52.86
3:1 0.21 73 19.83 35.35
11 0.11 80 22.72 56.90
FV 2:1 0.11 89 55.44 32.86
3:1 0.20 78 21.04 56.98
11 0.55 76 26.09 49.65
FT 2:1 0.42 69 47.90 21.22
3:1 0.44 82 23.96 57.55
11 0.49 68 23.75 43.68
PT 2:1 0.43 69 44.43 23.77
3:1 0.47 70 13.71 56.20
11 0.58 74 18.95 54.81
vt 2:1 0.54 81 44.24 36.32
3:1 0.48 287 39.31 39.31
11 0.13 86 23.35 62.41
VP 2:1 0.12 82 50.10 31.20
3:1 0.20 69 13.31 55.75

% Valores 6ptimos reportados por Abad et al. (1993); (PF) perlita-fibra de coco; (FV)
fibora de coco-vermiculita; (FT) fibra de coco-tezontle; (PT) perlita-tezontle; (VT)

vermiculita-tezontle; (VP) vermiculita-perlita.

6.1.2 Curvas de retencion de agua

Para la seleccion de sustratos se consider6 solo la propiedad AFD (agua
facilmente disponible) dado que las condiciones en las que estarian los cultivos serian
a saturacion constante, debido a las caracteristicas del cultivo in vitro, el drenaje no es
factible de tal forma que los sustratos con capacidad de retencion de agua muy
elevados no fueron considerados por la poca disposicion de oxigeno en el

microambiente que conforman el sustrato en conjunto con el medio de cultivo.
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Los valores de las curvas de liberacion de agua, para ADF (Cuadro6 y Figura
54), fueron irregulares. Los valores de PF en las tres proporciones (1:1, 2:1 y 3:1)
estuvieron en el intervalo de 21 a 42.1 % donde la proporcion 2:1 fue la que tuvo el
porcentaje mas alto saliéndose del intervalo 6ptimo sugerido por Ansorena et al.
(1994), sin embargo, la proporcion 3:1 se encontré dentro de los valores éptimos, asi
como PT y VP en la misma proporcion (24.4 y 25.5%). Estos datos son similares a los

obtenidos por Anicua et al. (1993) para perlita del mismo tamafo de particula.

Por otro lado en cuanto a AFD los sustratos FT PT en las proporciones 3:1y VP
en sus tres proporciones los valores (Anexo-Figura 54 y Cuadro 6) se encontraron
dentro del intervalo optimo sugerido por Ansorena et al. (1994) y similares a los que
reporta Ordaz (2010) de 24.6% de AFD para la granulometria de 0.25 a 0.5 mm.

Los sustratos con valores dentro del intervalo éptimo para AFD fueron PF 1.1y
2:1 (21 y 24.6 %), FT y FV en la proporcién 3:1 (22.8 y 21.0 %) y mayores a los
reportados por Castorena (2010) para fibra de coco sola a una granulometria 0.5 a 1
mm (3.5 a 11.6.) (Cuadro 6y Figura 54).

Se seleccionaron solo los sustratos PF, FT, PT y VP en la proporcion 3:1 dado
gue presentaban los valores mas altos de Prh % y los valores de AFD (24.6, 22.8, 24.4
y 25.2 %) dentro de los valores 6ptimos sugeridos por Ansorena et al. (1994) los cuales

permitirian una mayor disposicién de medio nutritivo y oxigeno para los tejidos.
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Cuadro 6.Valores de las curvas de retencion de humedad para los diferentes sustratos.

Sustrato Proporcion AND (%) AFD (%) AR (%) ADD (%)

\/alores
Optimos ° 20-30 4-10 20
11 157 21.0 10.6 326
PF 2:1 35 42.1 10.9 385
31 18.0 24.6 9.9 205
11 30.7 15.6 5.6 28.1
= 21 46.6 116 7.9 22.9
31 222 228 76 254
11 375 118 45 222
FV 21 226 147 46 271
31 337 21.0 0.4 26.9
11 34.7 117 44 17.3
PT 21 51.2 6.7 28 8.3
31 18.8 24.4 22 245
11 24.1 24.2 5.4 20.2
VT 2:1 335 223 0.6 24.6
31 227 278 42 32.4
11 46.7 73 32 28.7
VP 21 352 115 23 33.0
31 25.9 255 06 40.0

aValores éptimos reportados por Ansorena et al. (1994); (AND) agua no disponible;
(AFD) Agua facilmente disponible; (AR) agua de reserva; (ADD) agua dificilmente
disponible; (PF) perlita-fibra de coco; (FV) fibra de coco-vermiculita; (FT) fibra de coco-
tezontle; (PT) perlita-tezontle; (VT) vermiculita-tezontle; (VP) vermiculita-perlita.

Ensayo |. Regeneracion de plantas de chile habanero a partir explantes de

embrion en sustratos in vitro
6.2.1 Induccidén de brotes a partir de embriones en sustratos in vitro
6.2.1.1. Supervivencia y formacion de primordios de brote

De acuerdo al analisis estadistico el factor sustrato tuvo efecto significativo tanto en
la supervivencia como en la formacion de primordios de brote. Los mejores sustratos
para la supervivencia fueron el agar y PT (85.8 y 80.0% respectivamente) mientras que

para la formacion de brotes el mejor sustrato fue el agar (45.8%)(Cuadro 7).
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Cuadro 7. Efecto de los sustratos en el porcentaje de supervivencia y formacion de
primordios de brotes de los explantes de semilla.

Sustrato % Supervivencia %Explantes que formaron

primordios de brotes

A 85.832 45.83a
PT 80.832 9.16b
PF 61.66b 1.66¢
FT 61.66b 3.33bc

A: Agar; PT: Perlita-Tezontle; PF: Perlita-Fibra de coco; FT: Fibra de coco-Tezontle.
Promedios con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey a=0.05).

Por otro lado, los explantes que permanecieron en los tratamientos con FT
presentaron diferentes grados de oxidacion como consecuencia de la liberacién de
compuestos oxidativos (polifenoles) resultado de la descomposicion de lignina,
celulosa, y pectina que constituyen a la fibra de coco (Mwaikambo et al., 2002) (Figura
3).

Figura 3 . Oxidacion de los explantes en los tratamientos en fibra de coco tezontle con,
MS 50% y 30 (FT5) y 15 g L™ de sacarosa (FT4), despues de los 30 dias de cultivo.

La lignina libre de su union con la celulosa durante la descomposicion de los residuos
esta sujeta a una hidrolisis (desdoblamiento) oxidativo con la formacion de unidades
estructurales primarias. Posteriormente las cadenas de las unidades constituidas de
lignina son oxidadas, ocurriendo una dimetilacién y los resultantes polifenoles son
convertidos en quinonas que parecen reaccionar con compuestos que contienen

nitrogeno para formar polimeros coloreados (oscuros) (Stevenson, 1982).
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Los medios afectaron de forma significativa la supervivencia y la formacion de
primordios de brotes de los explantes de embriébn, el mayor porcentaje de
supervivencia se observé en los medios MS al 50% con 15 g L™ de sacarosa (77.50 %)
seguido del medio MS al 100% y Arnon y Hoagland con 15 g L™ de sacarosa (75%).
Los explantes que tuvieron mayor porcentaje de formacion de primordios de brote
estuvieron en los medios MS al 50% y MS al 25% con 15 g L™ de sacarosa (21.66%)
seguidos de los medios MS al 100 % con 15 g L™ de sacarosa y Arnon y Hoagland con

30 g L™ de sacarosa (Cuadro 8).

Cuadro 8. Efecto de los medios en el porcentaje de supervivencia (SPRVV) y formacion
de primordios de brotes (PBRTS) de los explantes de semilla.
Medio % Supervivencia % Explantes con

primordios de brote

1 71.66ab 11.66ab
2 75.00ab 16.66 ab
3 77.502 21.66 a
4 67.50ab 5.00b

5 74.16ab 15.00 ab
6 74.16ab 21.66 a
7 67.50b 16.66 ab
8 75.00ab 11.66 ab

MS 100 % con 30 g L™ de sacarosa (1); MS 100 % con 15 g L™ de sacarosa (2); MS 50
% con 15 g L™ de sacarosa (3); MS 50 % con 7.5 L™g de sacarosa (4); MS 25 % con
7.5 g L™ de sacarosa (5); MS 25% con 3.7 g L™ de sacarosa (6); Arnon y Hoagland con
30 g L™ de sacarosa (7); Arnon y Hoagland con 15 g L™ de sacarosa (8). Medias con la
misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales (Tukey a=0.05).

Las bajas concentraciones de los componentes de los medios (sales basales y
sacarosa) en el medio MS y la solucién nutritiva Arnon y Hoagland, pueden mantener
vivos los tejidos de chile habanero al menos durante 30 dias. Un efecto similar se
observo en brotes apicales de platano cv Dwarf Cavendish, donde el medio MS al 50%
permitio el crecimiento y la conservacion en éptimas condiciones de los tejidos durante
ocho meses (Tokoporo et al., 2013). Del mismo modo, las baja concentracion de

sacarosa, en lilis (Lilium longiflorum Thunb), mostro una mayor acumulacion de peso
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seco Yy tasa de supervivencia (100 y 90%) en lo protocormos desarrollados a partir de
las planta regeneradas en medios suplementados con 20 g L™ de sacarosa (Nhut et al.,
2002).

En la formacion de primordios es factible utilizar concentraciones intermedias y
bajas (50 y 25%) de los componentes (sales y sacarosa) de los medios MS y la

solucion nutritiva de Arnon y Hoagland, no asi para para su desarrollo

La combinacion de sustratos y medios, tuvo un efecto significativo en el
porcentaje de supervivencia y formacion de primordios de brote de explantes de
embrién. Los tratamientos en agar, con el medio MS al 100% con 15 g L™ de sacarosa
presento el mayor porcentaje de supervivencia (100%) seguido de MS al 25% con 7.5 g

L™ de sacarosa y Arnon y Hoagland con 30 g L™ de sacarosa (90%) (Cuadro 9).

Del mismo modo los tratamientos conformados con agar tuvieron una mejor
respuesta en el porcentaje de explantes que formaron primordios de brote. El mayor
porcentaje de explantes con primordios de brote se presenté en medio Arnon y
Hoagland con 30 g L™ de sacarosa seguido en agar seguido de MS al 25% con 7.5 g L’
! de sacarosa.
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Cuadro 9. Efecto de los medio de induccion y los sustratos en la supervivencia
(SBRVV) y formacién de primordios en explantes de embrion (EFPB) a los 30 dias bajo
condiciones in vitro.

Medios
Sustratos 1 2 3 4 5 6 7 8
SPRVV % 80.00abc 100.00a 76.66abcd 83.33ab 90.00ab 83.33ab 90.00ab 83.33ab
A
EFPB% 40.00bcd 46.66ab 40.00bcd 20.00edf 60.00ab 46.66abc 66.66a 46.66abc
SPRVV% 86.66ab 86.66ab 86.66ab 80.00abc 86.66ab 80.00abc 70.00bcd 70.00bcd
PT
EFPB% 0 0 33.33cde 0 0 40.00bcd 0 0

SPRVV% 53.33cde 63.33bcde 63.33bcde 53.33cde 70.00bcde 70.00bcde 53.33cde 66.66bcde
FT

EFPB 6.66f 6.66f 0 0 0 0 0 0

SPRWW%  66.66bcde  50.00de 83.33ab 50.00de  80.00abc ~ 63.33bcde  46.66e 80.00abc
PF

EFPB% 0 13.33ef 13.33ef 0 0 0 0 0

Agar (A); Perlita-Tezontle (PT), Perlita-Fibra de coco (PF); Fibra de coco-Tezontle (FT);
MS 100 % con 30 g L™ de sacarosa (1); MS 100 % con 15 g L™ de sacarosa (2); MS 50
% con 15 g L™ de sacarosa (3); MS 50 % con 7.5 g L™ de sacarosa (4); MS 25 % con
7.5 g L™ de sacarosa (5); MS 25% con 3.3 g L™ de sacarosa (6); Arnon y Hoagland con
30 g L™ de sacarosa (7); Arnon y Hoagland con 15 g L™ de sacarosa (8). Medias con la
misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales (Tukey a=0.05).

Los explantes que formaron primordios de brotes en el tratamiento A5 (MS 25%
con 7.5 g L™ de sacarosa), desarrollaron en promedio uno a dos brotes acompafiados
de hojas que se consideraron como brotes en potencia, no obstante solo se
consideraron aquellos que lograron sobresalir al follaje. Al mismo tiempo, se observé
gue parte del follaje asi como algunos brotes presentaron vitrificacion (Figura 4-c y d),
gue se considera un desorden fisiologico y morfolégico que se presenta
ocasionalmente en las plantas cultivadas in vitro. Las caracteristicas de las plantas
vitrificadas son, tallos y hojas a menudo gruesas, rigidas y facilmente rompibles, asi
como la disminucion de la concentracion de clorofila (Phan y Letouze, 1983; Frank et
al., 2004). Las plantas vitrificadas tienen bajo contenido proteico, bajas concentraciones

de compuestos fendlicos (compuestos de pared celular) y un aumento en el contenido
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de agua, asi como una alteracién de la composicion idnica celular (Kevers y Gaspar,
1986; Bottcher et al., 1988; Perry et al, 1999). En muchos casos el tejido en empalizada
de las hojas vitrificadas tiene un mesofilo esponjoso y vacuolado con grandes espacios

intercelulares (Vieitez et al., 1985).

Los brotes formados en el tratamiento A7 (Arnon y Hoagland con 30 g L™ de
sacarosa fueron escasos (1 a 2 b), sin formacién de follaje pero con mayor cantidad de
raiz, comparado con los explantes que se encontraban en los otros tratamientos en

agar (Figura4 gy h).
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Figura 4. Explantes de embrion a los 30 dias en agar con medio de desarrollo MS a
100 % con 30 (a) y 15 g L™ de sacarosa (b); MS 50% con 15 (c) y 7.5 g L™ de sacarosa
(d); MS a 25 % con 7.5 (e) y 3.3 g L™ de sacarosa (f); Arnon y Hoagland con 30 (g) y 15

g L de sacarosa (h).

La respuesta escasa en cuanto a la formacion de brotes en los sustratos, puede
atribuirse también a la posicién en la que fueron colocados los explantes ya que estos
estuvieron parcialmente sumergidos en el sustrato de tal forma que el tejido no tuvo

suficiente contacto con el medio.

Los explantes en los tratamientos PT6 (MS al 25% con 3.3 g L™ de sacarosa) y
PT3 (MS al 50% con 15 g L™ de sacarosa) formaron primordios de brote, pero estos no

se desarrollaron ni sobrevivieron al siguiente cambio de medio. Lo anterior se puede
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atribuir a la poca disposicion de medio por efecto del bajo porcentaje de poros de
retencion de humedad y AFD del sustrato PT ademas de que los tejidos colocados no
contaban con 6rganos, ni los mecanismos para poder disponer del medio incluido en
los poros del sustrato. Por otro lado el crecimiento de los explantes provocd su
alargamiento y la pérdida de contacto de los sustratos saturados con los medios de
induccion de brotes

Figura 5. Explantes de embrion a los 40 dias en medio de induccion MS 25% con 15 g
L™ de sacarosa (D1 y D2) y MS 50% con 30 g L™ de sacarosa (E1y E2) en sustrato PT
(Perlita-Tezontle).

Los explantes que permanecieron en el sustrato PF de todos los tratamientos se
observaron verdes, turgentes y con abundante raiz, pero sin indicios de formacion de
brotes, este efecto se puede atribuir de igual forma, que en el caso del sustraro PT, a

las caracteristicas fisicas de los sustratos (Figura 6).
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Figura 6. Explantes de embrion a los 40 dias en medio de induccion de brotes en los
tratamientos MS al 100% con 30 g L™ de sacarosa (A) y MS al 50 % con 15 g d L™e

sacarosa (B) en el sustrato PF.
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Los explantes cultivados en los sustratos FT no mostraron primordios de brote,
su crecimiento fue escaso y se observd la formacion de raices cortas y oxidadas
(Figura 7).

Figura 7. Explantes de embrion a los 40 dias en medio de induccién de brotes MS 50 %
con 15 g L™ de sacarosa y MS 50 % con 15 g L™ de sacarosa en sustrato FT.

6.2.3 Enraizamiento in vitro.

Dada la poca respuesta de los explantes en los sustratos, la etapa de
enraizamiento se llevd a cabo con los brotes formados en agar. En esta fase se
remplazaron los sustratos compuestos con fibra de coco (FT y PF) por el sustrato VP,
dado que este sustrato se ha sido utilizado con éxito para el enraizamiento in vitro de
brotes de nogal (Jay-Allemand et al., 1992), Haworthia (Dethier, 1993), Eucalyptus
calmaldulensis (Kirdmanee et al., 1995) y papa dulce (Ilpomoea batatas L.) (Afreen-
Zobayed et al., 2000).

Los sustratos y la combinacion de sustrato y los medios no tuvieron efecto
significativo en el enraizamiento de brotes provenientes de explantes de embrion. Los
mejores tratamientos fueron, A6, A8, PT2, PT6 y VP8 con 100% brotes enraizados
(Figura 8).
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El comportamiento de las plantas provenientes de los tratamientos que incluian
la solucién nutritiva Arnon y Hoagland coincide con lo observado por Barrales et al.
(2009) en el enraizamiento de brotes de chile habanero bajo condiciones in vitr quienes

utilizaron esta misma solucion en agar.
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Figura 8. Enraizamiento de los brotes de chile habanero provenientes de explantes de
embrion: Agar (A); Perlita-Tezontle (PT); Vermiculita-Perlita (VP); MS al 100 % (2); MS
al 50 % (4); MS al 25 % (6); Arnon y Hoagland (8), adicionados con 15 g L™ de

sacarosa. Barras con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey a=0.05).

6.2.4 Aclimatacion de plantas regeneradas in vitro.

Los brotes enraizados en sustrato tuvieron el mayor porcentaje de supervivencia
(95%), comparado con los brotes enraizados en agar (75%), bajo condiciones de
invernadero (Figura 9). Al mismo tiempo se observl que las plantas provenientes de
sustratos mostraron mayor desarrollo en hojas y altura de planta como se puede

observar en la Figura 10.
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Figura 9. Porcentaje de supervivencia de las plantas regeneradas bajo condiciones de

invernaderos de brotes enraizados en sustrato y agar.

Figura 10. Plantas regeneradas en invernadero provenientes de explantes de embrion
inducidos con diferentes tratamientos: MS 25% en agar (Al) y en sustratos PT (A2);
MS100% en agar (B1) y en sustrato VP (B2).
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6.3. Ensayo 2: Regeneracion de plantas de chile habanero a partir de hipocoétilos

en sustratos in vitro.

6.3.1. Germinaciéon de semillas de chile habanero en sustratos in vitro

Con base en los resultado obtenidos en el ensayo uno con embriones, en esta fase se
utilizaron explantes de hipocatilos, dado que este tejido tienen un alto potencial en la
formacion de brotes adventicios en chile habanero (Valadez et al. 2009,).

Para obtener los hipdcotilos, las semillas se pusieron a germinar en los distintos
sustratos en estudio y agar. El mayor porcentaje de germinacion in vitro de las semillas
se observo en el sustrato PT (70%), seguido de VP (67%) (Cuadro 10). Una respuesta
similar se observdé en la germinacion de semillas de Zinna spp., en el sustrato

compuesto por perlita tezontle en proporcion 1:1.

Cuadro 10. Porcentaje de germinacion in vitro de semillas de chile habanero en los

diferentes sustratos.

Sustrato %
De germinacion

PT 70

VT 67

A 43

Agar (A); Perlita-Tezontle (PT); Vermiculita-Perlita (VP).

Como se puede observar en la Figura 18 las plantulas germinadas en los sustratos
PT y VP desarrollaron raices cortas y gruesas, mientras que en el agar las raices

fueron largas y delgadas (Figura 11).
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Figura 11. Plantulas de chile habanero germinadas en sustratos y agar bajo
condiciones in vito: (1) plantulas en VP (b) Plantulas en PT (2). Desarrollo de las
plantulas germinadas en los diferentes sustratos; PT: Perlita-tezontle; VP: vermiculita-

perlita .
6.3.2. Induccién brotes a partir de hipocétilos
6.3.2.1. Supervivencia y formacion de primordios de brotes en sustratos.

De acuerdo al analisis estadistico los sustratos y el medio de cultivo, asi como la
combinacién de los dos factores no tuvieron efecto significativo en la supervivencia,
pero si en la formacién de primordios de brote en los explantes de hipocoétilo de chile
habanero.

Los sustratos (PT y VP) mostraron ser tan eficientes como el agar para mantener
los explantes vivos de hipocétilo y se puede suponer que estos le permitieron obtener

los nutrimentos necesarios (Cuadro 11). En tanto el sustrato VP se observé mayor
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porcentaje de explantes con primordios de brote. En el caso de los explantes crecidos
en agar la respuesta fue menor dado que, en algunos tratamientos (MS al 25% con 30
y 15 g L' de sacarosa) se observé solo formacion de raiz, del mismo modo los
explantes cultivados en los diferentes tratamientos que incluian al sustrato PT tuvieron

escasa o nula respuesta (Cuadro 11)

Cuadro 11. Efecto de los sustratos en el porcentaje de supervivencia (SPRVV) y

formacion de primordios de brotes (PBRTS) de los explantes de semilla.

Sustrato % SPRVV % PBRTS
A 99.50 a 39.16 b
PT 99.00 a 10.83 b
VP 98.50 a 67.50 a

Agar (A); Perlita-Tezontle (PT), Perlita-Fibra de coco (PF); Fibra de coco-Tezontle (FT).

Promedios con la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey a=0.05).

Los medios MS al 50 % con 15y 7.3 g L™ de sacarosa (64.44 y 55.55%) (Cuadro
12). Esto sefiala que las bajas concentraciones de los componentes del medio MS
(sales basales y sacarosa) y la solucion de Hoagland pueden ser utilizadas para inducir
primordios de brote en explantes de hipocoétilo. Sin embargo la concentracion de los
componentes del medio (sales y sacarosa) es insuficiente para que dichos primordios

contindien su desarrollo.

Los explantes que permanecieron en el medio Arnon y Hoagland con agar
mostraron pigmentacion marron y hojas cloréticas, lo que se puede considerar sintoma
de deficiencia nutrimental (Figura 12). En gramineas, la deficiencia de fosforo (P) se
manifiesta como una coloracién rojo purpura debido a la acumulacion de antocianinas
(Salinas y Sanz, 1981); mientras que, la clorosis puede ser un sintoma de deficiencia
de hierro (Snowball et al., 1991)
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Cuadro 12. Efecto de los diferentes medios en la supervivencia y formacion de

primordios de brote de los explantes de hipdcotilo de chile habanero.

Medio % SPRVV %PBRT
1 99.33 a 20.00d
2 98.66 a 2.61b
3 98.66 a 55.55ab
4 100.00 a 64.44a
5 98.66 a 35.55cd
6 98.66 a 37.77bcd
7 98.66 a 40.00bc
8 99.33 a 37.77bcd

MS 100 % con 30 g L™ de sacarosa (1); MS 100 % con 15 g L™ de sacarosa (2); MS 50
% con 15 g L™ de sacarosa (3); MS 50 % con 7.5 g L™ de sacarosa (4); MS 25 % con
7.5 g L™ de sacarosa (5); MS 25% con 3.7 g L™ de sacarosa (6); Arnon y Hoagland con
30 g L™ de sacarosa (7); Arnon y Hoagland con 15 g L™ de sacarosa (8). Medias con la

misma letra dentro de columnas son estadisticamente iguales (Tukey a=0.05).

Una respuesta similar se observé en la regeneracion de soya (Glycine max L.
Merr) a partir de explantes de hipocotilo donde la mitad de la concentracién de los
medio de cultivo adicionados con 1y 2 mg L™ de TDZ fue la que disparé la mayor

formacion de brotes (Kaneda et al., 1997.)
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Figura 12. Explantes de hipocétilo cultivados en medio Arnon y Hoagland: en agar (a),
en sustrato VP (b).

Los tratamientos (combinacién de sustrato y medio) no tuvieron efecto significativo
en la supervivencia de explantes de hipocotilo pero en la formacién de primordios de
brotes si. Los porcentajes de supervivencia de los explantes en los diferentes
tratamientos estuvieron en el intervalo de 98 a 100 %.Los mayores porcentajes en la
formacién de primordios de brote en los explantes de hipocétilo se observaron en el
sustrato VP con los medios, MS al 50% con 15y 7.5 g L™ de sacarosa, MS al 25% con
75y 3.3 gL' de sacarosa y los medios Arnon y Hoagland con 30 y 15 g L™ de
sacarosa en sustrato VP.(Cuadro 13y Figura 13- d, e y f).

Los explantes de hipocétilo que permanecieron en el tratamiento MS al 25 % con 3.3 g
L de sacarosa no formaron primordios de brote en su lugar formaron raices (Figura
13—c)
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Cuadro 13. Efecto de los sustratos y los medios en el porcentaje de supervivencia (SPRVV) y formacion de primordios de

brote (PBRT) de explantes de hipocdtilo a los 30 dias de cultivo.

Medios
Sustratos 1 2 3 4 5 6 7 8
A SPRVV 98.00a 98.00a 100.00a 100.00a 100.00a 100.00a 100.00a 100.00a
PBRT 60.00ab 60.00ab 60.00ab 80.00 a 0 20.00bc 13.33 ¢ 20.00bc
PT SPRVV 100.00a 98.00 a 100.00a 100.00a 98.00 a 98.00 a 98.00 a 100.00a
PBRT 0 0 20.00bc 26.67bc 20.00bc 0 0 20.00bc
VP SPRVV 100.00a 100.00a 96.00 a 100.00a 98.00 a 98.00 a 98.00 a 98.00 a
PBRT 0 6.67 C 93.33 a 86.67 a 86.67 a 93.00 a 86.67 a 93.33 a

Agar (A); Perlita-Tezontle (PT), Perlita-Fibra de coco (PF); Fibra de coco-Tezontle (FT); MS al 100 % con 30 g L™ de
sacarosa (1); MS al 100 % con 15 g L™ de sacarosa (2); MS al 50 % con 15 g L™ de sacarosa (3); MS al 50 % con 7.5 g
L™ de sacarosa (4); MS al 25 % con 7.5 g L™ de sacarosa (5); MS al 25 % con 3.3 g L™ de sacarosa (6); Hoagland con 30
g L™ de sacarosa (7); Hoagland con 15 g L™ de sacarosa (8). Porcentajes con la misma letra son estadisticamente
iguales (Tukey a=0.05)
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Figura 13. Formacion de primordios de brote en los explantes de hipocétilo cultivados
en los diferentes tratamientos: MS 50% con 7.5 g L™ de sacarosa en agar (a); MS al
100% con 30 g L™ de sacarosa en agar (b); MS al 25% con 7.5 g L™ de sacarosa en
agar (c); MS al 25 % con 3.7 g L™ de sacarosa en el sustrato VP (d); Arnon y Hoagland
con 15 g L™ de sacarosa en sustrato VP (e); MS al 50% con 7.5 g L™ de sacarosa en
VP (f).

6.3.3 Desarrollo de brotes de explantes de hipocotilo

EL desarrollo de los primordios de brote fue deficiente cuando los explantes se
cultivaron en los diferentes medios de desarrollo con sustratos. Los explantes
mostraron necrosis en la zona en donde se habian formado los primordios de brotes
(Figura 14). Lo anterior pudo deberse a que en la fase de induccion los explantes se
mantuvieron sumergidos en el sustrato y el contacto constante con el medio promovio
la formacion de primordios de brote, pero en la fase de desarrollo los explantes fueron
colocados de manera que la zona en la que se formaron los primordios de brote no
tuvo contacto suficiente con el medio, lo que ocasiono que estos, ya ho se

desarrollaran.
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Figura 14. Explantes de hipocétilo después de 30 dias en medio de desarrollo en
sustratos con: MS al 100 % y 15 g L™ de sacarosa en VP (a); MS al 100 % con 30 g L™
de sacarosa en VP (b); MS 50% con 7.5 g L™ de sacarosa en VP (c); MS 100% con 30
g L™ de sacarosa en PT (d) ;:MS 25% con 15 g L™ de sacarosa en PT (e) ; MS 50% con
15 g L™ de sacarosa en VP (f); Arnon y Hoagland con 30y (g) 15 g L™ de sacarosa en
VP (h).

6.4 Experimento: Regeneracion de plantas de chile habanero a partir de explantes
de embrion inducidos en agar in vitro

6.4.1 Induccién de brotes a partir de embriones en agar
6.4.1.1. Supervivencia y formacion de primordios de brote.

Derivado de los resultados de los ensayos anteriores, en este experimento la induccion
de brotes solo se hizo en presencia de agar. Los medios tuvieron efecto significativo en

la supervivencia y la formacion de primordios de brote de los explantes en agar. El

63



efecto de los medios en la supervivencia de los explantes fue muy similar tanto en los
ensayos como el experimento, de tal forma que se confirma que la supervivencia de los

explantes no se ve afectada por las bajas concentraciones de sales.

En la formacion de primordios los explantes en los medios conformados por las
sales basales MS mostraron porcentajes alto (71.80 a 81.81%), el mejor tratamiento fue
MS al 25 % con 7.5 g L™ de sacarosa, por otro lado los porcentajes mas bajos se
observaron en los medios conformados por la solucion nutritiva Arnon y Hoagland
(Figura 15). Puesto que los medios diluidos de sales de MS se comportaron de forma
similar en cuanto a la formacién de primordios de brote, se puede inferir que, esta no se
vio afectado considerablemente por las bajas concentraciones de los componentes de

los medios de cultivo (sales basales y sacarosa)

100 a a
a a
a a ab a ab
bc a a a
80 c ab
60
X b
40
20
0
1 2 3 4 5 6 7 8
H %SBRVV| 89.09 | 88.18 | 75.45 | 82.72 | 89.09 | 89.09 | 68.18 | 82.72
m %PBRT 75.54 80.9 73.63 | 71.81 | 81.81 | 73.63 | 39.09 | 68.18

Medios
Figura 15. Efecto de los medios en el porcentaje de sobrevivencia y porcentaje de
explantes que formaron primordios de brote después de 30 dias de cultivo in vitro en
agar; MS al 100% con 30 (1) y 15 g (2) L™ de sacarosa; MS al 50 %, con 30 (3) y 15 g
L™ de sacarosa(4); MS al 25 % con 30 (5) y 15 g (6) L™ de sacarosa; solucién de Arnon
y Hoagland con 30 (7) y 15 g (8) L™ de sacarosa. Barras con la misma letra son
estadisticamente iguales (Tukey a=0.05).
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Del mismo modo en Digitalis obscura se observd, que la formacion de brotes se
afectd con la reduccién de la concentracion de sales del medio MS (50 y 25%) vy
algunos macro nutrientes como el NH y el NO3, aunque el tamafio final de los brotes si.
Asimismo la reduccion a la mitad o una cuarta parte del nitrato de amonio, aumento la
capacidad de formacion de brotes y redujo la vitrificacion en el tejido (Lapefia et al.,
1992).

Por otro lado, a menor concentracion de sales basales MS y sacarosa, mayor
fue porcentaje de vitrificacion (100%); tal es el caso de los explantes cultivados en
medio MS al 25 % con 3.7 g L™ de sacaros (100 % de vitrificacién) seguido de los
explantes en MS al 50 % con 7. g L™ de sacarosa (71% de vitrificacion) y MS al 25%
con 7.5 g L™ de sacarosa (68% 5de vitrificacién) y el menor porcentaje se observé en
los medios MS al 100% con 30 g L™ de sacarosa (30%)(Figura 16).

HAl mA2 mA3 mA4 mA5 mA6

Figura 16. Porcentajes de vitrificacion de los explantes en los medios en agar(A): MS
100% con 30 g L™ de sacarosa (Al); MS 100% con 15 g L™ de sacarosa (A2);MS 50%
con 30 g L™ de sacarosa (A3);MS 50% con 15 g L™ de sacarosa (A4); MS 25% con 30
g L'de sacarosa(A5); MS 25 % con 15 g L™ (A6).

El fendmeno de la hiperhidricidad o Vvitrificacion se manifiesta como la
malformacion de hojas y tallos que presentan aspecto vitreo. Otras alteraciones son el
cierre estomatico dificultado, anormalidades en tejidos vasculares y epidérmicos,
afeccion de fotosintesis, lo que resulta en plantas que no se adaptan al trasplante ex
vitro (Ziv, 1991; Ziv, 2005). La hiperhidricidad se ha relacionado con la deficiencia de
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lignificacion, que reduce la sintesis de celulosa, cambiando la extensibilidad de la pared
celular (pared celular fragmentada) y afecta la turgencia, cambios en en el potencial
hidrico y un aumento en la disposicion de agua lo que da como resultado un tejido
hiperhidratado (Gaspar et al., 1987).

La alta o baja concentracion de algunos elementos del medio de cultivo como los
compuestos nitrogenados y el calcio se han relacionado con el fenomeno de
vitrificacion. El calcio participa en la polimerizacion de la tubulina en los microtabulos
asociada con la actividad de la -1,3-glucano sintasa que promueve la formacién de
calosa (Delmer, 1987; Dencso, 1987). Se ha observado en brotes de clavel (Dianthus
caryophyllus) hiperhidratados, que la adicion de calcio aumenta la actividad de las
peroxidasas de la pared celular, enzimas relacionadas con la lignificacion, causando la
desorientacion y la deposicion de la microfibrillas de calosa en el mesofilo, asi como en
las células de la epidermis y de células guarda (Kevers et al., 1986). Por tanto, la
hipolignificacién, la desorientacién y la deposicion de calosa en vez de celulosa pueden
contribuir a la hiperhidratacion de tejidos asi como inactividad estomatica y el fenémeno
de la vitrificacion. Sin embargo, en algunas especies como la cereza amarga (Prunus
avium), no se encontrd correlacion entre la acumulacion de calcio y hojas vitreas, con
una alta actividad de la enzima fosfatasa acida (Borkowska et al., 1987). Asimismo, en
especies lefiosas se ha probado que con altas concentraciones de calcio se reduce la

vitrificacion (Kreutmeier et al., 1984).

6.4.2 Desarrollo de explantes
6.4.2.1 Crecimiento de explantes en sustrato y peso seco acumulado.

Para determinar el efecto, de los medios y los sustratos sobre el crecimiento y el
desarrollo de los explantes, se evalu6 la acumulacién de peso seco de los explantes
como una medida de la actividad fotosintética y la productividad. En este sentido, la
intercepcion de la radiacion solar incidente, asegura las maximas tasas de crecimiento
del cultivo (Jarma et al., 2010). De tal forma que los tejidos que lograron crecer y
acumular un mayor peso seco en los tratamientos, pueden ser considerados eficientes

en la captacién de luz y su transformacion.
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En algunos tratamientos conformados con el sustrato PT y VP se observé una
reduccion del diametro de explante, este fenomeno se puede atribuir al proceso de
adaptacion de los explantes al sustrato, que dio como resultado, la defoliacién del
mismo. Los explantes de los tratamientos A4 y A6 también presentaron reduccion en el
didmetro de los mismos por efecto de la vitrificacion del tejido que ocasiono oxidacion y

redujo el tamafio del mismo (Cuadro 14).

Las acumulacion de pesos seco fue diversa para los explantes de los diferentes
tratamientos debido a las bajas concentraciones de los componentes del medio (sales

basales y sacarosa) asi como los sustratos (Figura 17).
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Figura 17. Acumulaciéon de peso seco de explantes de embrién de chile
habanero en medio de desarrollo, en los periodos de 0 a 15 dias, de 15 a 30 dias y de
30 a 45 dias (A), Perlita-Tenzontle (PT) y Vermiculita-Perlita (VP), saturados con los
medio MS al 100% con 30 g L-* de sacarosa (a), MS al 100% con 15 g L™ de sacarosa
(b), MS al 50% con 15 g L™ de sacarosa (c), MS al 50% con 7.5 g L™ de sacarosa (d),
MS al 25% con 7.5 g L™ de sacarosa, (e); MS al 25 % con 3.3 g L™ de sacarosa (f);
Arnon y Hoagland con 30 g L™ de sacarosa (g); Arnon y Hoagland con 15 g L™ de
sacarosa (h).
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El mayor valor de peso seco acumulado se observé en los explantes que se
mantuvieron en el tratamiento PT1 (MS100% con 30 g L™ de sacarosa en el sustrato
PT) por arriba de los tratamientos con Ay VP. En los explantes en PT1 también se
observé un mayor porcentaje de oxidacién (85%), mayor defoliacibn y una menor
competencia entre los brotes diferenciados, esta condicién les dio mayor oportunidad
de crecimiento y actividad fotosintética, lo que se reflej6 en mayor peso seco
acumulado y numero de brotes. Los explantes en los sustratos de VP y A tuvieron
valores muy similares en la acumulacién de peso seco .Los explantes de mayor
didmetro estuvieron en agar (3.79 cm), pero, la diferenciacion de los brotes fue mas

lenta (30 dias después que en sustrato). (Cuadro 14 y Figura 17-a).

Los explantes en el medio MS al 100% con 1.5 g L™ de sacarosa en agar,
presentaron una acumulacion de peso seco exponencial (Figura 17-b). Por el contrario
los explantes crecidos en ese mismo medio pero en los sustratos después del dia 14

mostraron una reduccion del mismo (Cuadro 14).

En el medios MS al 100% con 30 g L™ de sacarosa en el sustrato PT, se
observaron valores mas altos en cuanto a la acumulacion de peso seco de los
explantes donde hay una tendencia al aumento en la productividad. Un comportamiento
similar se observd en los explantes cultivados en VP, en la concentracion 7.5 g de
sacarosa L™ en agar se observa un crecimiento paulatino (Figura 17-c) (Figura 19 y
Cuadro 14). Los explantes en PT saturado con el medio MS al 50% con 7.5 g de
sacarosa L™, no acumularon peso seco , ni incrementaron su didmetro, pero si
mostraron mayor porcentaje de oxidacion (Cuadro 14, Figura 17 y 19), es decir estos

explantes no tuvieron la capacidad de adaptarse a las condiciones en sustrato.

Los valores mas bajos para la acumulacion de peso seco y didmetro de
explantes, asi como la formacion de brotes (Cuadro 8) se presentd en los explantes
mantenidos en los tratamiento A5,PT5 y ( Cuadro 14 y Figura 17-e y f).Los explantes
qgue estuvieron en los medios a base de la solucion nutritiva de Arnon y Hoagland
mostraron mayor acumulacién de peso seco en la concentracién 30 g de sacarosa L™
en el sustrato PT (58.55 mg) seguido de los explantes en sustrato VP (40.3 mg). Por el

contrario se observdé un decremento en el diametro de los explantes en PT. Los
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explantes en los sustratos con la solucion nutritiva Arnon y Hoagland 30 y 15 g de
sacarosa L™, mostraron un ligero aumento de peso seco comparado con los que se
mantuvieron en agar (Figura 38-h), (Cuadro 8).El mayor crecimiento de explantes se
observa mayor en los tratamientos A2 y A1 con un crecimiento total de 4 y 3.79 cm en
promedio. También se observé un ligero crecimiento en los explantes provenientes de
los tratamientos A8, PT8 y VP (Cuadro 14).

Cuadro 14. Peso seco acumulado y crecimiento total de los explantes en sustratos

Tratamiento Peso seco acumulado Crecimiento total
(mg) (cm)
Al 39.43 3.79
PT1 59.69 -1
VP1 34.84 1.81
A2 45.03 4
PT2 9.55 -0.52
VP2 0.44 -0.76
A3 24.15 1.43
PT3 37.4 -0.34
VP3 28.96 0.73
Ad 17.2 -3
PT4 1.13 -1.2
VP4 20.05 0.32
A5 8.8 0.02
PT5 3.51 -0.61
VP5 8.8 0
Ab6 -0.45 -0.2
PT6 13.12 -1.19
VP6 3.7 0.04
A7 12.9 -0.61
PT7 58.55 0.2
VP7 40.07 -0.59
A8 5.65 0.6
PT8 13.37 0.1
VP8 19.02 0.62

Agar (A); Perlita-Tezontle (PT), Perlita-Fibra de coco (PF); Fibra de coco-Tezontle (FT); MS al
100 % con 30 g L™ de sacarosa (1); MS al 100 % con 15 g L™ de sacarosa (2); MS al 50 % con
15 g L™ de sacarosa (3); MS al 50 % con 15 g L™ de sacarosa (4); MS al 25 % con 30g
L™ de sacarosa (5); MS al 25 % con 15 g L™ de sacarosa (6); Arnon y Hoagland con 30

g L™ de sacarosa (7); Arnon y Hoagland con 15 g L™ de sacarosa (8).
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EMVP2 mPT2 mVP1 mPT1 mPT3 mVP3 mPT4 mVP4 = PT5 mPT4

Figura 18. Porcentaje de oxidacién de explantes en sustratos. Perlita-tezontle (PT) y
Vermiculita-Perlita (VP); MS al 100 % con 30 g L™ de sacarosa (1); MS al 100 % con 15
g L™ de sacarosa (2); MS al 50 % con 15 g L™ de sacarosa (3); MS al 50 % con 7.5 g L~

! de sacarosa (4); MS al 25 % con 7.5 g L™ de sacarosa (5).

El fendbmeno de la oxidacién se observé particularmente en los explantes que
presentaron sintomas de hiperhidricidad o vitrificacién durante la etapa de induccion
(en agar) y que posteriormente fueron transferidos a medio de desarrollo en sustratos.
Este cambio generé cambios en el metabolismo de los tejidos y posiblemente estrés,
debido a que las disposicion de agua, nutrientes y oxigeno fue diferente en el agar, que

en sustratos.

La oxidacion u oscurecimiento de tejidos cultivados in vitro, se puede definir
como la oxidacién por radicales libres o también conocidos como especies de oxigeno
reactivo o intermediarios de oxigeno reactivo (ROS) como O,, H,O, y HO. el O, puede
reaccionar con el 6xido nitrico para formar su radical (NO") dioxido de nitrogeno (NOy),
peroxido nitrico (ONOQ), nitrosil cation (NO¥) de diferentes componentes celulares
(Turrens, 2003, Valderrama et al., 2007). En el caso particular de los tejidos cultivados
in vitro, los procesos de oxidacién son causados principalmente por el efecto abrasivo
de agente desinfectante aplicados durante la asepsia del explante, los cortes que sufre
el explante, la composicién del medio de cultivo (volumen y calidad de frasco).(George
1996; Tabiyeh et al., 2006; Van Staden et al.,. 2006; Abdelwahd et al., 2008) y en este
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caso las diferencia entre los sustratos y el agar. La oxidacion también se ha
relacionado con el desencadenamiento de desordenes fisioldégicos, morfolégicos
epigenéicos y genéticos que ocurren en los explantes cultivados, tales como la
recalcitrancia, hiperhidricidad, variacion somaclonal y habituacion (Cassells y Curry
2011; Van Staden et al. 2006).

Por otro lado los brotes formados en los explantes que se mantuvieron en los diferentes
sustratos (PT y VP) desarrollaron mas rapido (al dia 60 de cultivados), comparado con

los que se mantuvieron en agar (Figura 18)
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Figura 20. Explantes con brotes en los diferentes tratamientos :Agar (A); Perlita-
Tezontle (PT), Perlita-Fibra de coco (PF); Fibra de coco-Tezontle (FT); MS al 100 %
con 30 g L™ de sacarosa (1); MS al 100 % con 15 g L™ de sacarosa (2); MS al 50 %
con 15 g L™ de sacarosa (3); MS al 50 % con 7.5 g L™ de sacarosa (4); MS al 25 % con
7.5 g L™ de sacarosa (5); MS al 25 % con 3.7 g L™ de sacarosa (6); Arnon y Hoagland

con 30 g L™ de sacarosa (7); Arnon y Hoagland con 15 g L™ de sacarosa (8).

73



6.4.2.2 Andlisis de tejido de explantes de embridon en sustratos in vitro

El analisis de tejido de los explantes de embrién de chile habanero se efectué para
determinar si los diferentes tratamientos afectaron la concentracion de los macro y
micronutrimentos en los tejidos se vio afectada por los diferentes tratamientos. Para
comparar la concentracion de los nutrimentos se consideraron, los valores de
deficiencia, normal y alto, de cada elemento para Capsicum annumm determinados por
Weir et al., (1993) y Hanlon et al., (2000).

Para el calcio, los explantes del tratamiento PT7 se encuentran dentro del intervalo
normal y los tratamientos PT2, PT4, PV5 se ubican en el intervalo de deficiencia de
este nutriente. Para el potasio, los explantes de todos los tratamientos mostraron

deficiencia de este elemento (Cuadro 15).

La concentracion de magnesio, se ubicé dentro de los intervalos considerados
deficientes, en los explantes de los tratamientos Al, A2, A4, A5, A6, A8, PT1, PT3,
PT4, PT5, PT7 y PV6 (Cuadro 15), pero se observaron altas concentraciones de este
elemento en los tratamientos VP1, VP3, VP4 y VP8, este fendmeno se puede

relacionar con el contenido de magnesio de la vermiculita (9 a 12%)(Abad et al., 2003).

En cuanto al fosforo los explantes de la mayoria de los tratamientos se ubicaron dentro

del intervalo normal a excepcién de los tratamientos PT7, PT8 y VP8 con
concentraciones por arriba del intervalo alto, mientras que en el tratamiento PT se
observé deficiencia (Cuadro 15). A si mismo los explantes de la mayor parte de los
tratamientos mostraron concentraciones de azufre dentro del intervalo normal, no asi
para algunos tratamientos PT7, VP7 y A8 (Cuadro 15).En tanto que el sodio se
acumulé por arriba del intervalo normal en los explantes de todos los tratamientos
(Cuadro 15).
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Cuadro 15. Analisis de macronutrientes en los explantes de embridn de chile habanero
cv Naranja cultivados en los diferentes tratamientos

(%)
Ca K Mg P S Na
aDeficiente 0.9-1 2 0.25 0.25
aNormal 1.5-2.0 3.5-4.5 0.25-0.4 0.3-0.4 0.3-0.6 0.1
aAlto 5.0-6.0 45-5.5 0.4-0.6 0.4-0.6
Al 0.61 1.38 0.28 0.33 0.32 0.20
PT1 0.74 1.39 0.46 0.28 0.51 0.42
VP1 0.69 0.98 1.86 0.25 0.42 0.36
A2 0.67 1.53 0.49 0.65 0.50 0.27
PT2 0.92 1.04 0.62 0.33 0.49 0.51
VP2 0.81 0.95 2.08 0.44 0.45 0.58
A3 0.49 1.57 0.27 0.35 0.43 0.33
PT3 0.60 0.75 0.38 0.17 0.32 0.45
VP3 0.72 1.51 1.88 0.37 0.49 0.52
A4 0.67 1.65 0.43 0.61 0.59 0.31
PT4 0.94 1.51 0.44 0.30 0.50 1.05
VP4 0.64 1.21 1.59 0.41 0.44 0.52
A5 0.52 1.44 0.32 0.42 0.51 0.31
PT5 0.85 1.25 0.55 0.33 0.43 0.78
PV5 0.97 0.77 1.28 0.37 0.58 0.53
A6 0.52 1.22 0.24 0.42 0.53 0.35
PT6 0.85 0.86 1.56 0.28 0.52 0.60
PV6 0.46 1.33 0.31 0.31 0.33 0.35
A7 0.94 1.36 0.13 0.37 0.35 0.22
PT7 2.59 1.30 0.55 0.72 0.23 0.16
VP7 0.37 1.24 0.09 0.28 0.09 0.07
A8 0.45 0.65 0.26 0.23 0.17 0.24
PT8 0.83 1.26 1.26 0.61 0.56 0.50
VP8 - 0.83 1.48 1.41 0.53 0.40

a Intervalos de contenido de nutrientes tejido foliar de pimiento (Capsicum annum)
descrito por Weir et al. (1993) y Hanlon et al. (2000). Perlita-tezontle (PT); Vermiculita-
perlita(VP) y agar (A) MS al 100 al % con 30 g L™ de sacarosa (1); MS al 100 % con 15
g L™ de sacarosa (2); MS al 50 % con 15 g L™ de sacarosa (3); MS al 50 % con 7.5 g
L™ de sacarosa (4); MS 25 al % con 7.5 g L™ de sacarosa (5); MS al 25 % con 3.7 g L™
de sacarosa (6); Arnon y Hoagland con 30 g L™ de sacarosa (7); Arnon y Hoagland con
15 g L™ de sacarosa (8).
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En relacion al caso del boro y cobre las concentraciones tendieron a ser mas altas en
los explantes que se mantuvieron en sustrato, con excepcion de los tratamientos VP7 y
VP8 (Cuadro 16).

El fierro en la mayoria los tratamientos, se observa dentro de los intervalos, con una
tendencia a mayor contenido en los tejidos de algunos tratamientos conformados con
el sustrato PT (PT1, PT2, PT3, PT4, PT5y PT8) (Cuadro 16).

El manganeso estuvo dentro de los intervalos deficientes y normales en los explantes
provenientes de los tratamientos conformados con la solucion H por otro lado se
observa una tendencia a la alta concentracion en algunos explantes mantenidos en
agar y MS (Al, A2, A3, A3, A4, 45 y A7), sin embargo en estos mismos tratamientos
pero en sustratos, las concentraciones de este elemento se observan dentro de los
intervalos normal a alto (Cuadro 16). EI molibdeno solo se detecta en los tejidos de
explantes provenientes de los tratamientos PT1, VP1, A2, PT2, A4, A7, A8 y VP8, con

altas concentraciones de este elemento (Cuadro 16).

Los explantes en los tratamientos A6, A5 y A3 que presentaron mayor porcentaje de
vitrificacibn mostraron deficiencias en calcio, potasio, magnesio y cobre, pero también
se observaron concentraciones por arriba del intervalo 6ptimo como es el caso de

manganeso y el zinc.
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Cuadro 16. . Analisis de micronutrimentos en los explantes de embrion de chile

habanero cv Naranja cultivados en los diferentes tratamientos.

ppm
B Cu Fe Mn Mo Zn
aDeficiente 5-10 100-250 25 20
aNormal 40-60 15-20 200-300 80-120 0.4 40-50
aAlto 60-100 20-40 300-500 140-200 0.6 60-100
Al 78.13 2.69 149.861 249.72 Nd 104.31
PT1 155.35 15.93 177.532 127.70 6.285 56.66
VP1 149.46 43.21 142.15 161.58 8.109 70.78
A2 116.25 3.80 236.66 334.72 7.914 187.50
PT2 209.033 46.77 237.135 66.10 0.772 83.56
VP2 352.43 59.58 112.737 147.21 Nd 105.10
A3 132.047 5.51 218.741 218.49 Nd 122.65
PT3 146.63 46.21 298.041 46.53 Nd 50.27
VP3 143.626  49.98 177.492 205.52 Nd 67.38
Ad 130.903 3.46 254.967 321.52 2.519 192.45
PT4 805.48 27.48 257.305 88.68 Nd 219.89
VP4 158.314  59.22 1286.24 142.82 Nd 109.39
A5 103.13 3.21 191.568 238.02 Nd 146.67
PTS 402.123  30.31 266.361 87.31 Nd 118.18
PV5 294.83 68.63 109.07 129.07 Nd 91.61
A6 105.811 3.47 211.134 217.28 Nd 147.18
PT6 262.976 57.13 172.69 127.44 Nd 139.59
PV6 259.87 4.87 242.495 167.31 Nd 91.80
A7 134.77 13.34 758.39 69.04 6.35 87.53
PT7 195.066  13.59 288.24 77.97 Nd 63.16
VP7 99.48 11.97 145.69 13.51 Nd 38.18
A8 159.35 12.84 114.31 30.83 3.85 52.49
PT8 189.613 28.81 603.51 201.43 SE Nd 127.74
VP8 118.267  35.88 103.824 128.52 22.67 68.42

a Intervalos de contenido de nutrientes en analisis foliar de pimiento (Capsicum annum)
descrito por Weir et al. (1993) y Hanlon et al. (2000); no detectado (Nd); Perlita-tezontle
(PT); Vermiculita-perlita(VP) y agar (A) MS 100 % con 30 g L™ de sacarosa (1); MS 100
% con 15 g L™ de sacarosa (2); M 50 % con 15 g L™ de sacarosa (3); MS 50 % con 7.5
g L™ de sacarosa (4); MS 25 % con 7.5 g L™ de sacarosa (5); MS 25 % con 3.7 g L™ de
sacarosa (6); Arnon y Hoagland con 30 g L™ de sacarosa (7); Arnon y Hoagland con 15
g L™ de sacarosa (8).
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Los explantes de los tratamiento conformado con la solucidon de Arnon y
Hoagland con 30 y 15 g L™ de sacarosa en agar que presentaron brotes cloréticos asf
como pigmentacion marron en algunas areas, mostraron deficiencias de calcio, potasio,
magnesio. Por el contrario se observaron altas concentraciones de sodio, boro, fierro y
molibdeno, los elementos que se encontraron dentro de los intervalos 6ptimos fueron el
fésforo, el azufre el cobre y el manganeso (Cuadro 15y 16).

Las deficiencias de algunos nutrientes en los explantes de tratamientos que
incluian sustratos (PT y VP) pueden ser atribuidas al pH de los mismos dado que para
ambos este se ubico por arriba de 7 (Cuadro 16) y en el que estos elementos se

encuentran poco disponibles para la planta (Cuadro 16)

6.4.2.3 Formacion de brotes de explantes de embrion en sustratos

De acuerdo al analisis estadistico, los sustratos, el medio, la combinacion de
sustrato con el medio tuvo efecto significativo en el nimero de brotes por explante. La

mejor respuesta en la formacion de brotes se observo en el sustrato VP (Cuadro 17).

Cuadro 17. Efecto de los sustratos en la formacién de brotes en explantes de embrién.

Sustrato Numero de brotes
A 2.70 ab
PT 2.04 Db
VP 3.16 a

Agar (A); Perlita-Tezontle (PT); Vermiculita-Perlita (VP)

El medio uno (MS al 100% con 30 g L™ de sacarosa) tuvo el mejor efecto en
desarrollo de brotes seguido de los medios MS al 100 y 50 % con 15 g L™ de sacarosa,
lo anterior sugiere que la concentracion de los componentes del medio (sales y

sacarosa), influyen en el desarrollo de los brotes (Cuadro 18).
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Cuadro 18. Efecto de los medios en la formacion de brotes en explantes de embridn

de chile habanero cv. Naranja.

Medio

Numero de brotes

1

N o O b~ WN

8

4.66 a
3.22 ab
3.66 ab
1.22c
144 c
2.55 bc
155¢c
2.78 bc

MS al 100 % con 30 g L™ de sacarosa (1); MS al 100 % con 15 g L™ de sacarosa (2);
MS al 50 % con 15 g L™ de sacarosa (3); MS al 50 % con 7.5 g L™ de sacarosa (4); MS
al 25 % con 7.5 g L™ de sacarosa (5); MS al 25 % con 3.7 g L™ de sacarosa (6); Arnon

y Hoagland con 30 g L™ de sacarosa (7); Arnon y Hoagland con 15 g L™ de sacarosa

(8).

El mayor nimero de brotes se obtuvo en el tratamiento VP2, seguido de Al. Dado que
no hubo diferencias en la formacion de brotes en VP con respecto al agar, es factible el

uso del sustrato VP, en la etapa de desarrollo de los explantes de embrion de chile

habanero (Cuadro 19).
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Cuadro 19. Namero de brotes por explantes de embridn de chile habanero en los
diferentes tratamientos

Medios
Sustratos 1 2 3 4 5 6 7 8
A 5.66ab  2.00dc 3.33abcd 1.33dc 1.00dc 3.33abcd 1.33dc 3.66 abc
PT 4.00abc 1.33dc  4.00abc 0 1.00dc 2.00dc 4.33 abc  2.66 bcd
VP 4.33 ab 6.33a 3.66abc  2.33bcd 2.33bcd  2.33bcd 1.33 dc 2.00 dc

Perlita-tezontle (PT); Vermiculita-perlita(VP) y agar (A); MS al 100 % con 30 g L™ de
sacarosa (1); MS al 100 % con 15 g L™ de sacarosa (2); MS al 50 % con 15 g L™ de
sacarosa (3); MS al 50 % con 7.5 g L™ de sacarosa (4); MS al 25 % con 7.5 g L™ de
sacarosa (5); MS al 25 % con 3.7 g L™ de sacarosa (6); Arnony Hoagland con 30 g L™
de sacarosa (7); Arnon y Hoagland con 15 g L™ de sacarosa (8).

El nimero de brotes formados por explante en los tratamientos con MS al 100% con 30
g L™ de sacarosa en agar fue inferior comparado con lo obtenido en el cultivar Naranja
de chile habanero por Valadez Bustos et al. (2009), posiblemente debido a que las
semillas de la variedad utilizada en el presente investigacion tenian una una baja

viabilidad (75%).
6.4.5 Enraizamiento de brotes en sustratos in vitro.

Las raices son los 6rganos involucrados en la absorcion de agua y mineral, sus
atributos morfol6gicos vy fisioldgicos permiten el buen desarrollo de la planta. Asimismo,
sefiales quimicas provenientes de la raiz, tanto de naturaleza hormonal como mineral,
regulan las relaciones hidricas y el metabolismo de las hojas y de los tallos (Vinicio,
2002).

La formacion de raices determind en la primera etapa de la aclimatacion de las
vitroplantas a condiciones ex-vitro. Los tratamientos en los que se observé 100% de
brotes enraizados, fueron PTi, PTii y VPi (Figura 20). Respuesta similar se observé en
el enraizamiento de brotes de Haworthia, (Dethier, 1993) Eucalyptus camaldulensis

(Kirdmanee et al., 1995) Ipomoea batatas (Afreen-Zobayed et al. 2000) y Laelia anceps
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(Sanchez, 2009) donde el mayor porcentaje de brotes enraizados se obtuvo en los

tratamientos con sustrato bajo condiciones in vitro.

100
90
80
70
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50
40
30
20

S AN 1

0 Ai Aii Aiii Aiv PTi PTii | PTiii PTi VPi VPii | VPiii | VPiv

| w73 78 21 61 100 100 50 67 100 80 25 84

% de brotes enraizados

Tratamientos

Figura 20. Porcentaje de brotes enraizados in vitro: MS al 100% (i); MS al 50% (ii); MS
al 25% (iii); Solucién Arnon y Hoagland (iv), adicionados con 15 g L. de sacarosa
Perlita-tezontle (PT); Vermiculita-Perlita (VP) y agar (A)

En esta fase del experimento, los brotes enraizados mostraron un comportamiento
heterogéneo tanto en la formacién de raices, longitud de las mismas, el nimero de
hojas y longitud de parte aérea, por efecto de los diferentes tratamientos. Los brotes
crecidos en sustratos lograron formar un mayor nimero de raices; sin embargo la
longitud de estas fue inferior comparada con los medios en agar. Del mismo modo el
numero de hojas fue ligeramente menor en los brotes enraizados en sustratos debido a
la defoliacion, por el contrario la longitud de la parte aérea se vio favorecida por los
sustratos (Cuadro 20, 21y 22) .

En Solanum tuberosum Nhut et al., (2006) utilizaron un sistema hidroponico para la
produccion de microtubérculos in vitro, que consistia en soportes de papel filtro o
algodon, las sales del medio MS a la mitad de su concentracién y 8 g L™ de sacarosa.
Ellos encontraron que el medio que contenia agar como material de soporte promovio
el mayor porcentaje de formacion de microtubérculos, pero el diametro, peso fresco y

uniformidad de estos fue mayor en el sistema hidroponico.
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De acuerdo con el analisis estadistico los sustratos tuvieron efecto significativo en la
formacion de hojas y la longitud de raiz. El agar favorecio la formacion de hojas y el
alargamiento de las raices de los brotes enraizados in vitro (Cuadro 20). El nUmero de
raices y la longitud de la parte aérea no mostro diferencias significativas entre los
diferentes sustratos y el agar, lo que podria indicar que VP y PT puede ser una

alternativa en la etapa de enraizamiento de brotes in vitro.

Cuadro 20. Efecto de los sustratos en las variables numero de raiz, nimero de hojas y

longitud de las plantas regeneradas in vito de chile habanero cv Naranja.

Longitud
Sustrato de parte aérea Longitud
Numero de raiz Numero de hojas (cm) de raiz (cm)
A 2.55a 7.202 1.93a 6.782
PT 2.758 4.00c 2.13a 1.06c
VP 3.402 5.30b 2.0la 2.88b

Valores con la misma letra dentro de la columna son estadisticamente iguales (Tukey
0a=0.05).

Los medios tuvieron efecto significativo en nimero de raiz, longitud de raiz y la longitud
de la parte aérea de las plantas regeneradas. El medio Arnon y Hoagland indujo el
namero mas alto de raices (Cuadro 21). Lo anterior se confirma lo observado por
Barrales (2009) en el enraizamiento de brotes de chile habanero cv Naranja al utilizarla

solucién de Arnon y Hoagland.
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Cuadro 21. Efecto de los medios de cultivo en el nimero y longitud de raiz, nGmero de

hojas y longitud de parte aérea de planta regenerada in vitro de chile habanero cv

Naranja.
Longitud de
_ Numero de Numero de parte aérea Longitud de
Medio Raiz Hojas (cm) raiz (cm)

MS al 100% 3.20b 6.202 2.80a 3.36ab

MS al 50% 1.46¢ 5.062 1.81bc 2.61b

MS al 25% 2.33bc 5.402 1.40c 4.23a
Arnon y Hoagland 4.602 5.462 2.03b 4.09a

Valores con la misma letra dentro de columna son estadisticamente iguales (Tukey
a=0.05).

La combinacion de medios y sustratos tuvo efecto significativo en todas las variables, la
solucion nutritiva Arnon y Hoagland en sustratos bajo condiciones in vitro tuvo un efecto
favorable en la formacion de raiz. El mayor nimero de raices se observo en los brotes
de los tratamientos VPiv (Arnon y Hoagland en Vermiculita-Perlita) con 4.8 raices y
PTiv (Arnon y Hoagland en Perlita-Vermiculita), estos brotes formaron 4.6 raices en
promedio, seguido de los brotes en los tratamientos Aiv (Arnon y Hoagland en agar),
PTi (MS100 % en perlita-tezontle) y VPi (MS 100% en vermiculita-perlita). El efecto en
conjunto de sustratos y medios tiene ventaja sobre los tratamietnos medios en agar,
esto se puede atribuir a las caracteristicas fisicas de los sustratos como es la densidad
aparente (Da) ya que al ser el sustrato ligero no representa una barrera para la

formacion de las raices (Cuadro 21).
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Cuadro 22. Efecto de los medio y sustratos en las variables nimero de raiz
(NR),longitud de raiz (LOGRZ) numero de hojas (NH) y longitud de parte aérea de las
plantas regeneradas(LOGPA).

Medios

sustratos variable i i iii iv

A NR 1.60 de 2.00 cde 2.20bcde 4.40 abc
LOGRZ 6.50 ab 6.90ab 7.35a 6.40ab
NH 7.20ab 6.80ab 8.00a 6.80ab
LOGPA (cm) 2.12bcd 1.58 cd 1.60 cd 2.42bc

PT NR 4.00abcd 0 2.40abcde 4.60 ab

248 cd 0 0.36d 1.40d

NH 5.40abc 3.00c 3.80bc 4.00bc
LOGPA (cm) 3.63a 1.53cd 1.24d 2.14bcd

VP NR 4.00abcd 2.40abcde 2.40 abcde 4.80a
LOGRZ 1.10d 0.94d 5.00 abc 4.48 bc
NH 6.00abc 5.40abc 4.40bc 5.60abc
LOG (cm) 2.80ab 2.34bc 1.48cd 1.53cd

MS al 100% (I); MS al 50% (ll); MS al 25% (Ill); Solucién Arnon y Hoagland (1V), con 15
g L™ de sacarosa.; Perlita-tezontle (PT); Vermiculita-Perlita (VP) y agar (A). Valores con

la misma letra son estadisticamente iguales (Tukey a=0.05).

Las plantas regeneradas que formaron las raices mas largas se observaron en los
tratamientos en agar con los medios MS al 25 % y MS al 50 % (7.35 y 6.9 cm) (Cuadro
21) Lo anterior posiblemente porque las raices deben aumentar su area de exploracion
para dispones de los nutrimentos fuertemente retenidos por el agar. Por otro lado, las
bajas concentraciones de los componentes del medio (sales basales y sacarosa)
favorecieron el alargamiento de las raices, lo que confirma la recomendacion de

Orellana (1998) utilizar medios de cultivo simples y de ser posible en estado liquido.

El nimero de hojas de los brotes enraizados fue mayor en los brotes provenientes de
agar en los medios MS al 25% con 8 hojas en promedio por planta regenerada seguido
del medio MS al 100% con 7.20 hojas en promedio. Los valores inferiores de numero
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de hojas en los tratamientos conformados con sustratos fue resultado de la defoliacion
de los brotes durante el proceso de adaptacion al sustrato en la fase de enraizamiento
in vitro (Cuadro 21).

La longitud de la parte area de las plantas regeneras fue mayor en los sustratos
(PT y VP) saturados con los medios MS al 100% y Arnon Hoagland con valores de 3.63
y 2.8 cm de longitud (Cuadro 21).

6.4.5 Aclimatacion de plantas regeneradas en sustratos en invernadero

Después de siete semanas de haber sido transferidas al invernadero. Se observo 100%
de sobrevivencia de las plantas provenientes de los tratamientos conformados por la
solucién nutritiva Arnon y Hoagland en agar, MS al 50% en los sustratos PT y VP, asi
como MS al 100% en el sustrato VP (Figura 21).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% de sobrevivencia

Ai Aii Aiii Aiv PTi | PTii | PTiii | PTiv | VPi | VPii | VPiii | VPiv
| 66 84 67 100 35 100 29 13 100 | 100 0 75

Tratamientos
Figura 21. Supervivencia de las plantas regeneradas en los diferentes tratamientos
después de 7 semanas de haber sido transferidas al invernadero Perlita-Tezontle (PT);
Vermiculita-Perlita (VP) y agar (A) MS al 100% (i); MS al 50 % (ii); MS al 25 % (iii);
solucién de Arnon y Hoagland (iv), con 15 g L™ sacarosa.

El porcentaje de supervivencia fue similar al obtenido por Valadez-Bustos et al. (2009)

guienes enraizaron en agar brotes de embrion de chile habanero cv Naranja. Esto
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significa que es posible utilizar PT y VP en conjunto con la solucién nutritiva de Arnon 'y

Hoagland para promover alta supervivencia de las plantas regeneradas in vitro.

Los altos porcentajes de supervivencia de las plantas regeneradas con el
protocolo desarrollado en la presente investigacion a las condiciones de invernadero
muestran una alternativa para la propagacion de plantas de chile habanero. Lo anterior
se explica por el hecho de que el proceso de aclimataciones es crucial para el éxito de
la micropropagacion al evitar una pérdida importante de material al momento de

transferirse las plantas al invernadero (Lamhanedi et al., 2003).

6.4.5.1 Crecimiento de plantas en invernadero

Una eficiente aclimatacion permite que las plantas regeneradas alcancen un
crecimiento autotrofico en ambientes de menor humedad relativa, con mayor intensidad
de luz y en sustratos (Lamhanedi et al.,, 2003). Las plantas provenientes de los
diferentes tratamientos in vitro mostraron diferencias significativas en su crecimiento
(Numero de hojas, longitud de tallo y diametro de tallo) durante las siete semanas que
permanecieron en condiciones de invernadero. Las plantas que lograron mayor longitud
de tallo fueron aquellas provenientes del tratamiento VPii seguido de los tratamientos
PTii, VPi y VPiv. EI mayor numero de hojas lo mostraron los tratamientos VPii, VP1 y
PTi. Las plantas que lograron engrosar en mayor proporcion el tallo, fueron las
provenientes del tratamiento VPii seguido de los tratamientos VPi y Aii (Cuadro 22). De
tal forma que el tratamiento VPii (MS al 50% en sustrato VP) generé plantas con mayor
longitud, numero de hojas y diametro de tallo durante las 7 semanas de evaluacion.
(Cuadro22).
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Cuadro 22. Longitud, nimero de hojas, diametro de tallo de plantas regeneradas in
vitro y aclimatadas en invernadero después de 7 semanas.

Longitud Numero Diametro
Tratamiento de tallo de hojas de tallo

Ali 240 f 7.85dc 1.53 abc
Ali 2.71e 7.28 dc 1.73ab
Aliii 1.40f 7.00d 0.79d
Aiv 4.60d 10.50 bc 1.28bc
PTi 5.75¢C 9.40 bc 1.05c
PTii 6.21b 15.00a 1.30bc

PTiii 5.00c 16.5a 1.57 abc
PTiv 3.00f 4.00e 0.91d
VPI 6.64e 13.14ab 1.75ab
VPii 6.98a 16.14 a 1.922
VPiv 6.15b 5.14d 1.01c

MS al 100% (I); MS al 50% (lI); MS al 25% (Ill); Solucién Arnon y Hoagland (1V), con 15
g de sacarosa L™.; Perlita-tezontle (PT); Vermiculita-Perlita (VP) y agar (A). Porcentajes
con la misma letra dentro de las columnas son estadisticamente iguales (Tukey

0a=0.05).

Las plantas regeneradas provenientes de los medio MS al 100, 50% y la solucién
nutritiva Arnon y Hoagland en los sustratos VP y PT, crecieron (longitud) a mayor
velocidad que las plantas provenientes de agar (Figura 22). En tanto que aquellas
provenientes del medio MS 25% y cualquiera de los tres sustratos por el contrario con
las provenientes del medio MS al 25% y en cualquiera de los tres sustratos (agar, PT y

VP) tuvieron un comportamiento muy similar entre si.
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Figura 22. Longitud de plantas regeneradas in vitro en los diferentes tratamientos
crecidas en el invernadero durante 7 semanas: plantulas provenientes de agar (A),
Perlita-Tezontle (PT), Vermiculita-Tezontle (VP); MS al100% (a), MS al 50% (b), MS al
25% (c), Arnon y Hoagland (d) con 15 g L™ de sacarosa.

La formacion de hojas con respecto al tiempo en algunos tratamientos se
observo constante tal es el caso de las plantas obtenidas de los tratamientos MS al
100% en los tres sustratos (A, VP y PT) y MS 50% aunque en la semana 6 se observa
un decremento en las hojas pero se recupera en la semana siete (Figura 23-b). Por otro

lado, en las plantas provenientes del medio MS 25% en sustrato VP, se observa un

88



efecto negativo en la formacion de hojas entre la semana dos y tres con un ligero

aumento en las siguientes semanas(Figura 23-c).
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Figura 23. Numero de hojas de las plantas obtenidas de in vitro con los diferentes
tratamientos y aclimatadas en invernadero: agar (A), perlita-tezontle (PT), vermiculita-
tezontle (VP); medio MS al 100% (a), MS al 50% (b), MS al 25% (c), solucion de Arnon
y Hoagland (d), con 15 g L™ de sacarosa.

El diametro de tallo esta relacionado con las funciones de soporte, conduccién de agua,

nutrimentos y la translocacion de los productos de la fotosintesis hacia toda la planta,
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de tal forma que el buen desarrollo de los tallo favorecera el establecimiento de las
vitroplantas. El aumento en el diametro del tallo fue similar en las plantas provenientes
de los tratamientos con sales basales MS al 100 % en los tres sustratos (A, PT y VP)
(Figura 24-a). Algo similar se observo en las plantas provenientes de la solucién
nutritiva de Arnon y Hoagland en los tres sustratos (A, PT y VP), aunque estas plantas

mostraron diametros menores (Figura 24-d).
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Figura 24. Diametro de tallo de las plantas regeneradas in vitro en los diferentes
tratamientos, aclimatadas en el invernadero durante siete semanas: sustratos, agar (A),
Perlita-Tezontle (PT), Vermiculita-Tezontle (VP); medio MS al 100% (a), MS al 50% (b),
MS al 25% (c), solucion de Arnon y Hoagland (d).
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6.5 Costos de los medios de cultivo y las plantas regeneradas

En este apartado se presenta los costos de las plantas regeneradas siguiendo el

protocolo desarrollado en la presente investigacion.

Cabe sefialar que para muchas de las variables evaluadas en el presente
protocolo de regeneracion in vitro de plantas de chile habanero cv. Naranja (nUmero de
brotes por explante, supervivencia, longitud de planta, nimero de hojas por planta y
didmetro de tallo) la combinacién de medio MS al 100% con la concentracion de 15 g L
! de sacarosa en VP mostro el mejor resultado en cuanto a nimero de brotes por
explante y MS al 100 y 50 % con 15 g L™ de sacarosa en PT y VP tuvieron los mejores
porcentaje de enraizamiento. Para el nimero de raiz la solucién nutritiva con 15 g L™
de sacarosa y el sustrato VP mostraron los mejores resultados, mientras que para
longitud de raiz MS al 50% con 15 g L™ de sacarosa en VP tubos buenos resultados en
el nimero de raices. Asi los costos se calcularon considerando los medios y los

sustratos mencionados.

La diferencia en cuanto a costos entre usar el medio MS en agar contra el medio Arnon
y Hoagland es de alrededor de 34%. El agar representa 70% del costo del medio de
cultivo a diferencia de los sustratos los sustratos los cuales constituyen del 13 al 17%

del mismo (Cuadro 23).

En los cuadros 24 y 25 se muestra el costo de los diferentes medios con sustratos y
agar que tuvieron mejor respuesta en las fases de desarrollo y enraizamiento durante la

regeneracion.

Por otro lado el medio de desarrollo MS al 100% con 30 g L™ de sacarosa en agar
comprado con sustratos muestra un ahorro de 82 %. Del mismo modo la comparacion
con el medio MS al 50% con 15 g L™'de sacarosa con sustratos representa 90% de
ahorro. El uso del medio Arnon y Hoagland con 15 g L™ de sacarosa muestra un ahorro
de 30% en agar y con sustratos de 80% (Cuadro 24)
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Para el medio de enraizamiento el medio MS al 50% el ahorro es de 66% con agar y de
84% con sustratos.Por otro lado con el medio Arnon y Hoagland en agar el costo se

reduce en 77.71 % pero con sustratos es de 90 % (Cuadro 25).
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Cuadro 24. Cuadro de costos en pesos de medio Murashige y Skoog (1962) (MS) y
Arnon y Hoagland (H) (1940)

Sales minerales mg L-1 mg L-1 de Costo porg  Costo por L Costo por L
de medio medio H (pesos) (pesos) (pesos)
MS MS H
KNO; 1900 1010 4.9 9.31 4.94
NH4 NO; 1650 -- 1.57 2.60 --
CaCl, 2H,0 440 -= 1.79 0.79 -
MgSO, 7 H,O 370 490 2.54 0.94 1.24
KH,PO, 170 -- 2.17 0.37 --
Fe SO, 7 H,O 27.8 3.0 1.79 0.05 0.00537
MnSQO, 4 H,0 17 -- 4.1 0.07 --
ZnS0O, 7 H,O 8.6 0.22 2.21 0.019 0.000486
H3BO; 6.3 2.86 1.26 0.008 0.0036
Kl 0.83 -- 12.04 0.01 --
NaMoO, 2H,0 0.25 0.09 8.0 0.002 0.00072
CoCl, 6H20 0.025 -- 80.0 0.002 --
CuS0, 5 H,O 0.025 0.08 24.0 0.0006 0.00192
Na,EDTA 2H,0 37.3 -- 5.09 0.19 --
NH4H,PO, 230 2.038 -- 0.468
Ca(NO3), 4H,0 706 1.06 - 0.7486
MnCl, 4 H,O 1.81 1.12 -- 0.002072
Glicina 2.0 - 5.05 0.010
Mio-inositol 100.0 - 7.57 0.757
Acido nicotinico 0.5 - 38.0 0.019
Piridoxina 0.5 - 22.0 0.011
Tiamina 1.0 - 13.0 0.013
Sacarosa 30000 - 0.02 0.6 0.6
Agar 7000 - 4.21 69.44 69.44
Total 85.21 77.45
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Cuadro 24. Costo en pesos por litro del medio de desarrollo con las sales MS y la
solucion nutritiva Arnon y Hoagland, con agar y sustratos.

Component M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
MS a(lasi.OO% 16.0 - 16.0 - 16.0
MS al 50% - 8.0 - 8.0 - 8.0
H - - - - - 8.0 8.0 8.0
A 69.44 69.44 - - - - 69.44
PT - - 3.51 3.51 - - - 3.51
VP - - - - 3.02 3.02 - - 3.02
AG; 0.926 0.926 0.926 0.926 0.926 0.926 0.926 0.926 0.926

AgNo; 0.291 0.291 0.291 0.291 0.291 0.291 0.291 0.291 0.291

Total 86.65 78.65 20.72 12.72 22.37 12.23 78.65 12.72 12.23

MS al 100% con agar (M1); MS al 50% con agar (M2); MS al 100% con PT (M3); MS al
50% con PT (M4); MS al 100% con VP (M5); MS al 50% con VP (M6); Arnon y
Hoagland con agar (M7);Arnon y Hoagland con agar (M8); Arnon y Hoagland con agar
(M9); nitrato de plata (AgNO3); 4cido giberélico (AG3) con 15 g L™ de sacarosa.
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Cuadro 26. Costo en pesos por litro del medio de enraizamientos en agar y sustratos.

Componentes M1 M 2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9
MS 16.0 - 16.0 - 16.0 - - - -
MS al 50% - 8.0 - 8.0 - 8.0 - - -
H - - - - - - 8.0 8.0 8.0
A 69.44 69.44 - - - - 69.44 - -
PT - - 351 351 - - - 3.51 -
VP - - - - 3.02 3.02 - - 3.02
AlB 0.261 0.261 0.261 0.261 0.261 0.261 0.261 0.261 0.261
AgNO; 0.145 0.145 0.145 0.145 0.145 0.145 0.145 0.145 0.145
Total en pesos 8484 7784 1991 1191 1942 1142 7784 1191 11.42

MS al 100% con agar (M1); MS al 50% con agar (M2); MS al 100% con PT (M3); MS al
50% con PT (M4); MS al 100% con VP (M5); MS al 50% con VP (M6); Arnon y
Hoagland con agar (M7);Arnon y Hoagland con agar (M8); Arnon y Hoagland con agar
(M9); acido indolbutirico (AIB); nitrato de plata (AgNO3).

Considerando los resultados de este trabajo es posible proponer el siguiente
protocolo para la regeneracién in vitro a bajo costo de plantas de chile habanero cv
Naranja. Para la etapa de induccién de brotes se podria utilizar el medio MS 100% con
30 g L™ de sacarosa con agar, los medios MS 100 %, MS 50% o Arnon y Hoagland con
15 g L™ de sacarosa con los sustratos VP o PT para las etapas de desarrollo y
enraizamiento La proyeccion del costo por planta regenerada usando el protocolo antes

descrito se muestra en el (Cuadro 26).

El uso de sustratos reduce significativamente el costo de las plantas
regeneradas (a mas de la mitad) comparado con el agar. Asimismo, utilizar la mitad de
la concentracién de sales del medio MS y de sacarosa (15 g L™) podria contribuir a la

reduccion del costo.
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Cuadro 27. Costo en pesos aproximado por plantas de chile habanero c.v. Naranja,

regeneradas in vitro.

Sustratos  Medio Medio Total NUm. Costo
y medios desarrollo enraizamiento de unitario
(90 ml) (30 ml) brotes por planta
. MSA 2.59 2.54 7.7 6 1.28
Medio
. . MSPT 0.62 0.59 3.78 6 0.63
induccién
MSVP 0.67 0.58 3.82 6 0.63
30ml
HA 2.35 2.33 7.25 6 1.20
(MS
HPT 0.38 0.35 3.30 6 0.55
en agar)
HVP 0.36 0.34 3.27 6 0.54
costo
$257

(MS) Sales Basales MS; (H) solucion nutritiva Arnon y Hoagland: (A) agar: (PT) Perlita-

Tezontle; (VP) Vermiculita-Perlita.
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CONCLUSIONES
-La sustitucion del agar por los sustratos en los medios de induccién, no permitié la
formacion de brotes adventicios a partir de explantes de hipocotilo de chile Habanero
del cv. Naranja.

-El uso de las sales de Murashige y Skoog al 50 y 100% con 15 g de sacarosa L™
permitié obtener los valores mas altos en cuanto al porcentaje de explantes de embrion

gue formaron brotes y el nimero de brotes por explante, respectivamente.

-El desarrollo de los brotes adventicios se vio afectado positivamente por las sales de

MS al 50%, la solucion de Hoagland y el uso de sustratos.

-La mayor de frecuencia de enraizamiento de los brotes adventicios y del nUmero de
raices ocurrio al cultivarlos en soluciones diluidas (MS 50% y Arnon y Hoagland con 15
g de sacarosa L™) y sustrato (VP).

-Las vitroplantas provenientes de los tratamientos en los que se utilizaron sustratos
como soporte, mostraron los valores mas altos de supervivencia, longitud y nimero de

hojas cuando se crecieron en invernadero.

-Es factible utilizar soluciones diluidas y sustratos para regenerar in vitro plantas de

chile Habanero.

-El costo de las vitroplantas obtenidas en medios con sustratos fue significativamente

menor que el de las obtenidas en medios que contenian agar.
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Cuadro 28. Analisis de nutrimentos solubles de sustratos de los diferentes sustratos.

ANEXOS

Ppm
C.E. Nt

pH ds/m % B Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn
P 0.3
F 55 0.25 1 1.77 116.87 0.15 1.27 98.07 87.78 0.27 27405 6.95 0.231
F 0.5 100.7
T 6.19 0.39 4 1.38 134.95 0.02 4.49 6 151.09 1.24 147.82 5.83 0.141
P 0.1
T 771 0.10 8 0.27 31.89 0.04 3.33 0.92 18.07 0.12 51.49 0.03 ND
vV 771 0.1
P 5 0.22 1 0.76 78.91 0.16 24.20 5.84 86.89 0.69 18455 0.31

Perlita Fibra de coco (PF), fibra de coco-tezontle (FT), perlita-tezontle (PT), vermiculita-perlita

(VP).
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Figura 25. Curvas de retencion de agua de sustratos con proporcion 1:1 (A, B); 2:1
(C,D); 3:1(E, D); 0 cm de columna de agua (Capacidad de campo), 10 cm (Agua
facilmente disponible), 50 cm (Agua de reserva), 100 cm (Agua dificilmente disponible)
de columna de agua.Fibra de coco-vermiculita (FV); fibra de coco-tezontle (FT); perlita-
tezontle (PF); vermiculita-perlita (VP); vermiculita-tezontle (VT); perlita-tezontle (PT).
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Cuadro 29. Analisis de Varianza procedimiento GL para porcentaje de supervivencia
de explantes de embridn inducidos en sustratos.

FV  GL SC CM FV Pr>F SIG
S 3 11566.66  3855.55 52.88 <.001 *
M 7 1500.00 214.28 294  0.0099 *

S*M 21 6066.66 288.88 3.96 <.001 *

Sustrato (S), medio (M), combinacién S*Mc (sustrato* medio), M*Sc (medio*sacarosa);
significativo (*), no significativo (NS).

Cuadro 30. Analisis de Varianza procedimiento GL para porcentaje de respuesta
(formacién de primordios de brote) de explantes de embrién de chile habanero,
inducidos en sustratos
FV GL SC CM FV Pr>F SIG

S 3 31166.66 10388.88 166.22 <.001 *

M 7 2600.00 371.42 5.94 <.001 *

S*M 21  8633.33 411.11 6.58 <.001 *

Sustrato (S), medio (M), combinacion S*Mc (sustrato* medio); significativo (*), no
significativo (NS).

Cuadro 31. Analisis de varianza del porcentaje enraizamiento de brotes provenientes
de explantes de embrién en sustratos.

FV GL SC CM FC SIG
S 2 0.125 0.065 0.45 NS
M 3 2.833 0.944 6.80 *

M*S 6 1.041 0.173 1.25 NS

Sustrato (S), medio (M), combinacién S*M (sustrato* medio); significativo (*), no
significativo (NS).
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Cuadro 32. Analisis de varianza para porcentaje de supervivencia de explantes de
hipocotilo de chile habanero, cultivados en medio de induccion en sustratos.

FV GL SC CM FV Pr>F SIG
S 2 20.00 10.00 1.10 0.33 NS
M 3 6.66 2.22 0.24 0.86 NS
S*M 6 73.33 12.22 1.35 0.24 NS

Sustrato (S), medio (M), combinacién S*M (sustrato* medio); significativo (*), no

significativo (NS).

Cuadro 33. Analisis de varianza procedimiento GL para porcentaje de explantes de
hipocotilo que formaron primordios de brote en sustratos.

FV  GL SC CM FV Pr>F  SIG
S 2 38533.33 19266.66 115.60 0.001 *
M 7 14216.66 2030.95 12.19 0.017 *

S*M 14  39600.00 2828.57 16.97 0.001 *

Sustrato (S), medio (M), combinacion S*Mc (sustrato* medio); significativo (*), no
significativo (NS).

Cuadro 34. Analisis estadistico de porcentaje de supervivencia (SBRVV) y formacién
de primordios de brotes (FPBRT) de explantes de embrién inducidos en agar.
FV GL SC CM FV Pr>F SIG

SBRVV 7 63.12 9.01 18.20 0.001 *

FPBRT 7 4562.50 651.78 1269 0.001 *

Medio (M); Significativo (*), no significativo (NS).
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Cuadro 35. Andlisis estadistico de numero de brotes por explante de embrién
cultivados en sustratos.

FV GL SC CM FV Pr>F SIG
S 2 15.36 7.68 6.83 0.002 *
M 7 91.27 13.03 11.59 0.001 *
S*M 14 53.97 3.85 3.43 0.007 *

Sustrato (S), medio (M), combinacién S*Mc (sustrato* medio); significativo (*), no

significativo (NS)

Cuadro 36. Andlisis estadistico de nUmero de raiz de los brotes enraizados in vitro en
sustrato.

FV GL SC CM FV Pr>F SIG
S 2 7.90 3.95 3.02 0.0582 Ns
M 3 80.33 26.77 20.47 0.001 *
S*M 6 28.36 4.72 3.61 0.004 *

Medio (M), sustrato (S), combinacion sustrato y sacarosa (S*M); significativo (*), no
significativo (NS).

Cuadro 37. Analisis estadistico de longitud de raiz de los brotes enraizados in vitro en
sustrato

FV GL SC CM FV Pr>F SIG
S 2 342.36 171.18 119.00 0.001 *
M 3 25.14 8.38 5.87 0.017 *
S*M 6 66.43 11.07 7.75 0.001 *

Medio (M), sustrato (S), combinacion sustrato y sacarosa (S*M); significativo (*), no
significativo (NS).
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Cuadro 38. Analisis estadistico de numero de hojas de los brotes enraizados in vitro
en sustrato

FV GL SC CM FV Pr>F SIG
S 2 100.23 50.11 18.50 0.001 *
M 3 10.26 3.42 1.26 0.2974 Ns
S*M 6 16.43 2.73 1.01 0.4292 Ns

Medio (M), sustrato (S), combinacion sustrato y sacarosa (S*M); significativo (*), no

significativo (NS).

Cuadro 39. Analisis estadistico de longitud de parte aérea de los brotes enraizados in
vitro en sustrato.

FV GL SC CM FV Pr>F SIG
S 2 0.424 0.21 0.92 0.4069 Ns
M 3 16.00 5.33 23.01 0.001 *
S*M 6 9.76 1.62 7.02 0.001 *

Medio (M), sustrato (S), combinacion sustrato y sacarosa (S*M); significativo (*), no
significativo (NS)

Cuadro 40. Analisis estadistico de la longitud (LOG), didmetro de tallo (DMTR), numero
de hojas (NHJS), de plantas aclimatadas en invernadero enraizadas in vitro en sustrato.

FV GL SC CM FC SIG
LOG 7 5.589 0.798 6.40 *
DMTR 8 242.13 30.26 639.63 *
NHJS 7 743.91 106.27 19.81 *

Tratamientos in vitro de los cuales provienen las plantas aclimatadas en invernadero
(T); significativo (*), no significativo (NS).

116



	PORTADA
	HOJA DE FIRMAS
	RESUMEN
	ABSTRACT
	AGRADECIMIENTOS
	DEDICATORIAS
	CONTENIDO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE CUADROS
	INTRODUCCIÓN
	OBJETIVOS
	2.1 Objetivo general
	2.1 Objetivos particulares

	HIPÓTESIS
	REVISIÓN DE LITERATURA
	4.1 El género Capsicum.
	4.2 Descripción botánica de Capsicum chinense.
	4.3 Taxonomía de Capsicum chinense Jacq.
	4.4 Distribución y origen
	4.5 Importancia y producción del cultivo
	4.6 Cultivo de tejidos vegetales
	4.7 Regeneración in vitro de Capsium chinense.
	4.8 Limitantes del cultivo de tejidos
	4.9 Hidroponía
	4.9.1 Soluciones nutritivas
	4.9.2 Soluciones hidropónicas in vitro
	4.9.2. Sustratos
	4.9.3 Propiedades físicas
	4.9.3 Propiedades químicas
	4.9.4 Fibra de coco
	4.9.5 Vermiculita
	4.9.6 Perlita
	4.9.7Tezontle


	MATERIALES Y MÉTODOS
	5.1 Caracterización física de sustratos
	5.1.1 Densidad aparente (Da)
	5.1.2 Porosidad total (Pt), porosidad de aireación (Pai) y retención de humedad (Rh)
	5.1.3 Curva de retención de agua

	5.2 Regeneración de plantas de distintos explantes.
	5.2.1. Ensayo I. Explantes de embrión en sustratos bajo condiciones in vitro
	5.2.1.1. Desinfestación e imbibición de las semillas
	5.2.1.2 Medios de cultivo.
	5.2.1.3 Inducción de brotes a partir de embrión en sustratos in vitro
	5.2.4 Desarrollo de brotes de explantes de embrion en sustratos
	5.2.5 Enraizamiento in vitro
	5.2.6 Aclimatación


	5.3 Ensayo 2. Regeneración de plantas de chile habanero a partir de explantes de hipocótilo en sustratos in vitro
	5.3.1. Desinfestación y germinación de semillas de chile habanero en sustratos in vitro
	5.3.2. Inducción de brotes a partir de explantes de hipocótilo en sustratos in vitro
	5.3.3 Desarrollo de brotes a partir de explantes de hipocótilo en sustratos

	5.4 Experimento
	5.4.1 inducción de brotes a partir de embriones en agar
	5.4.2 Desarrollo de brotes adventicios
	5.4.2.1 Análisis nutrimental del tejido de explantes

	5.4.3 Enraizamiento in vitro
	5.4.4 Aclimatación


	RESULTADOS Y DISCUSIÓN
	6.1. Caracterización física de los sustratos y curvas de liberación de agua
	6.1.1 Densidad aparente (Da) y Porosidad
	6.1.2 Curvas de retención de agua

	6.2.1 Inducción de brotes a partir de embriones en sustratos in vitro
	6.2.1.1. Supervivencia y formación de primordios de brote

	6.2.3 Enraizamiento in vitro.
	6.2.4 Aclimatación de plantas regeneradas in vitro.
	6.3. Ensayo 2: Regeneración de plantas de chile habanero a partir de hipocótilos en sustratos in vitro.
	6.3.1. Germinación de semillas de chile habanero en sustratos in vitro
	6.3.2. Inducción brotes a partir de hipocótilos
	6.3.2.1. Supervivencia y formación de primordios de brotes en sustratos.

	6.3.3 Desarrollo de brotes de explantes de hipocotilo

	6.4 Experimento: Regeneración de plantas de chile habanero a partir de explantes de embrión inducidos en agar in vitro
	6.4.1 Inducción de brotes a partir de embriones en agar
	6.4.1.1. Supervivencia y formación de primordios de brote.

	6.4.2 Desarrollo de explantes
	6.4.2.1 Crecimiento de explantes en sustrato y peso seco acumulado.
	6.4.2.2 Análisis de tejido de explantes de embrión en sustratos in vitro
	6.4.2.3 Formación de brotes de explantes de embrión en sustratos

	6.4.5 Enraizamiento de brotes en sustratos in vitro.
	6.4.5 Aclimatación de plantas regeneradas en sustratos en invernadero
	6.4.5.1 Crecimiento de plantas  en invernadero


	6.5 Costos de los medios de cultivo y las plantas regeneradas

	CONCLUSIONES
	LITERATURA CITADA
	ANEXOS

