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RESUMEN

El género Capsicum es una hortaliza de importancia econdmica a nivel mundial, en México
genera grandes aportaciones econdmicas en el sector agricola, por ello la importancia del cultivo
de variedades que permitan abrir nuevas dreas de oportunidad comercial tanto a nivel nacional
como internacional. Una de estas variedades es el chile piquin (Capsicum annuum var.
glabriusculum) cuyo aprovechamiento se reduce tnicamente a poblaciones silvestres, ya que se
han hecho varios intentos de cultivarla de manera intensiva teniendo como resultado bajo
porcentaje de germinacién debido a que la semilla presenta dormancia fisioldgica no profunda,
rasgo caracteristico de especies que aun no han sido domesticadas. Sin embargo, a pesar de las
investigaciones realizadas en esta especie, no se ha podido aprovecharla a gran escala, por ello
en este estudio se propuso estudiar el efecto de la temperatura (4°C y 24°C) y edad de
almacenamiento (0, 3, 6, 9 y 12 meses) en la germinacion de semillas de chile piquin tratadas
con 4cido giberélico comercial (Biogib). Asimismo, se evalué el contenido de hormonas
vegetales como giberelinas, auxinas y citocininas presentes en la semilla y que intervienen en el
proceso de germinacién, asi como su efecto en el proceso de division celular, ello para
corroborar la relacién fisiologica de estas con los procesos de divisién celular que intervienen
durante el proceso de germinacién, para asi identificar la edad ideal de cultivo de semilla
almacenada tanto a 4°C como a 24°C. Para evaluar el contenido de hormonas vegetales se utilizé
la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC) y para analizar el ciclo de
divisién celular se utilizé el Citémetro de Flujo. Los resultados obtenidos de los 3 tipos de
ensayos realizados (germinacion, contenido de hormonas vegetales y ciclo celular) indican que
es a los 9 meses de almacenamiento de la semilla cuando se obtiene mayor porcentaje de
germinacion. Este resultado se pudo corroborar con los datos obtenidos con el HPLC pues es a
esta edad cuando se observé que hubo mayor contenido de giberelinas, auxinas y citocininas y el
analisis de citometria de flujo mostré que a los 9 meses de edad de la semilla habia mayor
porcentaje de division celular. Estos resultados permiten concluir que a los 9 meses de edad la
semilla ha alcanzado madurez fisiolégica, reflejado en el alto contenido de hormonas que
promueven la germinacion y en el proceso de division celular que se encuentra muy activo a esta
edad, por lo tanto, se sugiere que los 9 meses de almacenamiento de la semilla es la edad ideal

en la que se puede obtener mayor porcentaje de germinacion.



ABSTRACT

The genus Capsicum is an economically important vegetable around the world, in
Mexico it produces great amount of money to the agricultural area, therefore it is
important the growth of varieties that let open new areas of opportunity in the national
and international commerce. One of these varieties is cayenne pepper (Capsicum
annuum var. glabriusculum) which exploitation is reduced to just wild populations since
there has been many attempts to cultivate it in an intensive way having as a result low
percentage of germination since the seed shows non-deep physiological dormancy, a
feature that has wild species. However, in spite of the research that has been done in this
species, it has not been exploited as it should, therefore in this study we propose to study
the effect of temperature (4°C and 24°C) and the age of storage of cayenne pepper seeds
(0, 3, 6, 9 and 12 months of age), soaked in comercial gibberellic acid (Biogib) on
germination, and the phytohormone content such as gibberellins, auxins and kinetin that
are in the seeds and that intervene in the process of germination, we also study the effect
of the cell division process, with the objective of corroborating the physiological
relationship of phytohormones with the cell division processes that take place during
germination, in order to identify the ideal age of seed crop storaged at 4°C and 24°C. To
evaluate the phytohormone content we used the High-Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and to analize the cell cycle division we used the flow
cytometer. The results we got through the use of 3 types of bioassays (germination,
phytohormone content and cell cycle) show that it is at 9 months of storage when the
seed performs better at germination, this result could be verified with the data gotten
with the use of HPLC because it was at this age when we observed a higher amount of
gibberellins, auxins and kinetine and the flow cytometer analysis showed that at 9
months of age the seed shows higher cell division, these results let us conclude that at 9
months of age the seed has reached physiological maturity, reflected on the high content
of phytohormones that promote germinationand the process of cell division that is very
active at this age, therefore we suggest that at 9 months of seed storage is the ideal age to

cultivate the seed and get higher percentage of germination.



1. INTRODUCCION

Debido a su ubicacién geogrifica, México ha sido centro de origen de especies y
variedades floristicas, entre ellas, especies de importancia econémica (Pickersgill 1997)
como es el caso del chile (Capsicum annuum). En el norte del pais la especie silvestre de
chile piquin (Capsicum annuum var. glabriusculum) ha tenido mucha demanda
comercial debido a su sabor, forma, tamafio y escasa irritacién al tracto intestinal que
causa al degustarlo (Pickersgill et al. 1979). Sin embargo, esta especie no se ha podido
aprovechar en cultivos intensivos debido a que presenta dificultad para su germinacidn,
ya que la semilla posee dormancia fisiol6gica no profunda (Baskin y Baskin 2001), la
cual es una condicion natural en especies vegetales que ain no han sido domesticadas
(Perry y Kent 2007). Debido a ello, esta especie se puede considerar como area de
oportunidad en el drea de investigacion y aprovechamiento como recurso natural a nivel
comercial, ya que actualmente se obtiene de manera silvestre, arrancdndose toda la
planta para extraer los frutos lo que ocasiona disminucion de las poblaciones naturales,
escasa recuperacion natural de las poblaciones y finalmente, puede conducir a la

extincion (Araiza-Lizarde et al. 2011).

Algunos investigadores mencionan que la dormancia puede ser condicionada tanto por
caracteristicas fisicas como fisiologicas en la semilla (Nikolaeva 1967). Existe una
clasificacion de los diferentes tipos de dormancia y metodologias para superarlas
propuestas por Baskin y Baskin (2004). La dormancia fisiolégica se divide en tres
niveles: profunda, intermedia y no profunda. Cabe mencionar que los factores
fisiolégicos que intervienen en el proceso de germinacion son de caricter bioquimico
como es el caso de las hormonas vegetales que intervienen durante todo el ciclo

bioldgico de la planta, tanto en su crecimiento como en su desarrollo.

Muchos estudios se han realizado respecto a la germinacion de chile piquin, obteniendo
porcentajes de germinacion muy bajos, el INIFAP (2004) reporté que usando el

producto comercial Biogib se estimula la germinacion.



Asimismo, existe una relacion intrinseca entre la biosintesis de proteinas y la divisién
celular, pues conforme la célula vegetal se estd dividiendo, se van sintetizando
fitohormonas que posteriormente tendrdn una funcién en el crecimiento y desarrollo de

la célula (Leszek 1997).

Por todo ello, en este proyecto se estudid la dormancia del chile piquin a nivel
fisiol6gico, midiendo el éxito de germinacién de semillas provenientes de frutos
maduros de 0, 3, 6, 9 y 12 meses de almacenamiento, tanto a 4°C como a 25°C.
Correlacionando los resultados con los niveles hormonales mediante cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC) con el crecimiento y desarrollo celular detectados
mediante citometria de flujo (CF) de embriones de chile piquin. Ello, con la finalidad de
empatar los resultados provenientes de germinacion, HPLC y CF e identificar la relacion
a nivel fisiologico de la interaccion de las hormonas vegetales en diferentes edades de

maduracién de la semilla y su expresion en la germinacion.



2. ANTECEDENTES
2.1 Distribucion Geografica, Origen y Diversidad

La zona del Amazonas entre Brasil, Bolivia y Argentina es considerada como sitio de
origen y diversidad del género Capsicum (McLeod et al. 1982) y segtin Esbaugh (1993)
la regiéon de Mesoamérica y Centroamérica son centros de diversidad para este género
(Figura 1). De acuerdo a Pickersgill (1971), Capsicum annuum var. glabriusculum es
considerado el ancestro silvestre de las especies cultivadas. Respecto a esta especie, su
distribucidon abarca desde el suroeste de los Estados Unidos, México, Centroamérica,
hasta el noroeste de Sudamérica (Pickersgill 1971; D'Arcy y Esbaugh 1974), en altitudes
bajas de Perd. Se le puede encontrar tanto en dreas desérticas como semidesérticas, por
ejemplo, en matorrales xeréfitos; tropicales y subtropicales como selva baja caducifolia.
Se distribuye en todo el territorio mexicano, en el pacifico se le puede encontrar desde la
costa de Sonora hasta Chiapas y por el Golfo de México, se distribuye desde Tamaulipas
hasta Quintana Roo (Tewksbury et al. 1999). Sin embargo, se le puede encontrar en
areas fragmentadas, registrando su existencia como vegetacion secundaria en la orilla de
los caminos, huertos y potreros. Usualmente, se encuentra asociado a plantas nodrizas
como leguminosas, cactaceas, opuntias y a terrenos profundos con pendientes menores a
8%, buen drenaje y alto contenido de materia orgdnica, en suelos tipo vertisol y
rendzinas, de textura migajon-arcillosa (Bafuelos et al. 2008). Las plantas de chile
piquin crecen en hdbitats con precipitaciones anuales de mas de 500 mm y temperatura
media anual entre 21 y 24°C, donde las heladas son escasas. Segtin Nabhan et al. (1990)
a esta especie se le puede encontrar en la orilla de arroyos y cerca de cafiones.
Altitudinalmente, se ha reportado desde elevaciones bajas hasta los 1,000 m de altura
(D'Arcy y Eshbaugh 1974); sin embargo, en los estados de Querétaro y Coahuila se ha
encontrado a 1,100 m y 1,300 m de altura, respectivamente y en Oaxaca. Lopez y Castro
(2006) lo reportan a 1,800 msnm. Segun Villalén et al. (2013), la temperatura minima
para su crecimiento es 15°C y la temperatura méaxima 30°C, creciendo mejor bajo

condiciones de humedad relativa de 75 a 100%.
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Figura 1. Mapa del Continente Americano. Se muestran los lugares de origen y
domesticacion del género Capsicum (Ayala 2004, Long 1998 y Mc Leod et al. 1982 en
Martinez Torres 2007).



2.2 Taxonomia

El género Capsicum pertenece a la familia Solanaceae, se caracteriza porque sus
semillas tienen forma de disco, planas y comprimidas y el embrién es curvo (Figura 2).
Asimismo, pertenece a la subfamilia Solanoideae y a la tribu Solaneae, la cual abarca 18

géneros y 1250 especies (D’Arcy et al. 1991).

El chile piquin es una planta herbdcea o trepadora, que puede encontrarse de manera
arbustiva, llegando a alcanzar los 4 m de altura y 1.5 m de didmetro, perenne o de vida
corta, glabra o raramente pubescente; presenta una flor por nudo, raramente 2-3;
pedicelos delgados y alargados; céliz con dientes ausentes o rudimentarios; corola de
color blanco, raramente verdosa; anteras de color violeta a azul, filamentos cortos; frutos
verdes con coloraciones purpura oscuro a negro cuando estdn inmaduros, y rojos cuando
maduros, erectos, deciduos, pequefios, globosos u ovoides, de 5-10 mm de didmetro,
raramente excediendo 15 mm en longitud; semillas de color crema a amarillo (D'Arcy y

Eshbaugh 1974; Hernandez-Verdugo et al. 1999), de 2.5 a 3 mm (Coronado et al. 2013).

La denominacién de la variedad de la forma silvestre ha presentado muchas
discrepancias entre los investigadores a lo largo de los tiempos, por ejemplo, Shinners
(1956) present6 el nombre de C. annuum var. minus, mientras que Smith y Heiser (1957)
la denominaron C. annuum var. baccatum, Heiser (1964) propuso el nombre de C.
annuum var. minimum, en 1973 (D'Arcy y Eshbaugh) la nombraron C. annuum var.
aviculare y finalmente en 1975 (Heiser y Pickersgill) le denominaron C. annuum var.
glabriusculum, siendo este dltimo nombre el mds comun en la actualidad, sin embargo,

algunos investigadores se refieren a esta especie como C. annuum var. aviculare.

Cabe mencionar que el Sistema Integrado de Informaciéon Taxondmica de la Comision
Nacional de Biodiversidad (CONABIO 2006) y la Red de Informacién de Recursos de
Germoplasma (GRIN 1997) definen que Capsicum annuum var. glabriusculum otorgado

por (Dunal) Heiser y Pickersgill es el nombre taxondmico aceptado para esta especie.

El nombre comun del chile piquin recibe diferentes denominaciones, en relacién con su
area de su distribucion geogréfica, asi, se le puede encontrar con los titulos de piquin,

chiltepin (Laborde y Pozo 1982), quipin, de monte y silvestre, pdjaro pequefio, chile



mosquito, diente de tlacuache (Long 1998). Esta variedad presenta ecotipos muy
distintos, los cuales se pueden observar en la morfologia de los frutos y en su expresion
genética (Laborde y Pozo 1982). Long et al. (1999), mencionan que existen dos
ecotipos, aquellos que se encuentran en el norte del pais llamados chiltepines de
morfologia redondeada u ovalada; y los que se encuentran en el centro y sur del pais

llamados piquines y de forma alargada.

Figura 2. Capsicum annuum var. annuum. a, rama con hojas, flores y frutos; b, hojas; c,
flor; d, corola abierta mostrando los estambres; e, pistilo sobre el pedicelo; f, anteras; g,
fruto; h, corte trasnversal del fruto; i, semilla. Ilustracién por Edmundo Saavedra, basada
en los ejemplares Dorantes 3179 y Calzada 3238.



2.3 Importancia Econémica y Social

El chile es una hortaliza que ha formado parte de la dieta mexicana desde tiempos
ancestrales siendo Capsicum annuum la variedad mds importante y de mayor diversidad
en nuestro pais (Long-Solis 1986). Los chiles son una especie horticola de importancia
econdmica a nivel mundial, ya que se consumen como condimentos, vegetales o se usan
en el 4rea farmacéutica en la elaboracion de medicamentos (Yamamoto y Nawata 2005).
Segin la CONAPROCH (2005) México es el segundo productor a nivel mundial de

chile.

El chile piquin se aprovecha de manera temporal por los lugarefios que habitan en zonas
cercanas donde crece de manera natural o silvestre, los pobladores lo colectan para
autoconsumo o para venta, ya sea fresco, estando el fruto verde (inmaduro) o rojo
(maduro), seco o para curtirlo. Representando una fuente temporal de ingresos durante
su cosecha y colecta. Asi se tiene que en el estado de Tamaulipas puede llegar a
significar el 46% del total del ingreso familiar. De igual forma, el 15% de la poblacion

de esta misma region llega a considerarlo como empleo temporal (mujeres y nifios).

Pedraza-Robles y Gomez (2008) mencionan que debido a su sabor y pungencia el chile
piquin llega a tener mayor demanda que otras variedades de chile, encontrdndolo en el
mercado desde $40 hasta $800 por kg. Sin embargo, en el noroeste del pais, los 250 g
llegan a alcanzar un valor comercial de $100. En los mercados se llega a encontrar a $5

o0 $10 la medida que puede contener 46 g aproximadamente.

Segin Medina-Martinez et al. (2006), en época de sequia, el precio del fruto seco puede
variar de $400 a $450 por kg. Por cada kilogramo de fruto fresco maduro (rojo) se
pueden obtener de 80 a 120 g (gramos) de semilla y cada gramo contiene de 200 a 300

semillas.

En el estado de Sonora, Robles (2009) entrevisté a pobladores que se dedican a la pisca
de chile piquin y encontré que obtuvieron ganancias de hasta $18,2000,000.00 con una
produccion de 70,000 kg a $260 por kg. Por lo que este recurso forestal no maderable es
de importancia econdmica para esta region del pais en época de colecta. Segin Morales-

Cuén (1986) el fruto tiene demanda en presentacion seca, verde, encurtido y en salsas.



Montoya-Ballesteros (2009) menciona que las principales caracteristicas que se deben
considerar para el aprovechamiento de esta especie es el grado de pungencia, color y pH
para elaborar salsas de buena calidad. Este mismo autor junto con Robles (2009)
sugieren que para mejorar la calidad del fruto es conveniente tener un manejo apropiado

del fruto en el momento de la colecta y proceso de deshidratacion.

Las diversas especies y variedades del género Capsicum se encuentran en el mercado en
diferentes presentaciones fresco, deshidratado, especia, en conserva, y en la industria se
le encuentra como fuente de vitamina C, proteina, fibra, minerales (Krishna De 2003),
de colorante natural o 4cido ascérbico, o como producto farmacéutico o cosmético,
(Meléndez 1998). Los carotenoides y capsaicinoides son sustancias quimicas que
distinguen a los chiles de otras hortalizas pues los carotenoides son pigmentos de gran
valor nutricional y dan el color rojo, mientras que los capsaicinoides dan la pungencia
(Pérez-Gadlvez et al. 2003). De acuerdo a la opinién de los consumidores, el consumo de
chile piquin no irrita el estbmago en comparacion con el chile serrano y jalapefio que

causan acidez estomacal (Montes et al. 20006).
2.4 Importancia Ecolégica

Aunado a formar parte de la vegetacion tipica del matorral espinoso, la funcién
ecoldgica de la planta de chile piquin es fungir como fuente de alimento ya que, debido a
su color verde o rojo brillante, forma ovalada y tamafio pequefio resulta ser atractiva
para las aves silvestres como el huitlacoche (Toxostoma -curvirostre), cardenal
(Cardinalis cardinalis) y cenzontle (Mimus polyglottos), que son los principales
dispersores de la semilla de esta especie (Figuras 3, 4 y 5). De esta manera forma parte
de la cadena alimenticia entre estas aves y la vibora de cascabel (Crotalus atrox) y la
vibora negra (Drymarchon corais). Se ha reportado que, al pasar la semilla por el tracto
digestivo del ave, la semilla es escarificada, promoviendo de esta manera su
germinacion (Bafuelos et al. 2008). Un ejemplo del vinculo etnoecoldgico se observa en
el estado de Tabasco, donde los indigenas chontales cuidan al ave denominada pistoqué
(Pitangus suphuratus), la cual se alimenta de frutos de chile piquin, facilitando de esta
forma la dispersion de la semilla, ayudando a aumentar las poblaciones naturales y por

ende los frutos, los cuales son aprovechados por los chontales (Vasquez 1996).



Figura 3. Ave frugivora de chile piquin
Toxostoma curvirostre
Huitlacoche

Figura 4. Ave frugivora de chile piquin
Cardinalis cardinalis
Cardenal

Figura S. Ave frugivora de chile piquin
Mimus polyglottos
Cenzontle




Besnier (1989), menciona que las tasas bajas de germinacién tienen un fundamento

ecoldgico pues de esta manera las semillas pueden perpetuar la especie.

2.5 Germinacion

2.5.1 Semilla y anatomia

Las semillas dentro del ciclo de vida de las plantas son la unidad de dispersién y
perpetuacion de la especie. En especies de reproduccién sexual, la semilla se forma a
partir de la fecundacién de los gametos masculinos y femeninos. Las semillas constan de
tres estructuras principales, el embrion que dard origen a una planta, el endospermo que
contiene nutrientes para las primeras etapas de desarrollo del embrion y la testa que sirve

de proteccion a la semilla (Blasiak et al. 2006; Figura 6).

it Emtrin

Endospermo

0.5 mm

Figura 6. Anatomia de la semilla de chile piquin en donde se observan las estructuras
que forman a la semilla, el embridn, endospermo y testa.

El embrion estd formado por la radicula o raiz, el hipocétilo o tallo y la plumula o yema.
En las especies dicotiledéneas como es el caso del chile, hay dos cotiledones o primeras
hojas insertadas en la parte superior del hipocétilo, mientras que en las

monocotiledoneas hay un solo cotiledén terminal y se encuentra en las gramineas.

Sustancias de reserva o endospermo, estd constituido por carbohidratos, lipidos y
proteinas en diversas proporciones. Se pueden almacenar en un tejido especializado

llamado endospermo (gramineas y lilifloras), en la nucela que forma el perismerma
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(carofildceas y piperdceas), en los cotiledones que se engruesan y llenan toda la semilla

(leguminosas).

Respecto a la cubierta seminal o testa, se deriva de los tegumentos, envuelve y proteje al
embriéon y endospermo. Puede estar cubierta por una cuticula. La testa es delgada y

membranosa y sus paredes celulares gruesas y endurecidas.
2.5.2 Desarrollo de la semilla

La formacién de la semilla incluye tres etapas: 1) histodiferenciacién, 2) produccién de
reservas y 3) tolerancia a la desecacién (Taiz y Zeiger 2010). La histodiferenciacion
ocurre después de la polinizacién cuando el 6vulo se activa para iniciar el desarrollo de
la semilla: embrién, endospermo y testa. De acuerdo a Bradford (2004) el crecimiento de
la semilla se da por la division y alargamiento celular. En semillas de chile, el 6vulo
tiene un embridn campilotropo es decir que tiene forma curva, el eje embrionario tiene
dos cotiledones unidos al hipocotilo, la radicula esta dirigida hacia la regién del hilio y
la plimula o epicétilo, de donde se forman las primeras hojas. Las semillas tienen forma
hemidiscoidal, de superficie lisa (Nuez et al. 2003). Posteriormente, se acumulan
compuestos de reserva en tejidos de almacenamiento, por lo que el contenido hidrico de
la semilla disminuye (Bradford 2004). No existe relacién simpléstica entre la cubierta
seminal, el embrion y el endosmeprmo, por lo que los tejidos embrionarios reciben todos
los nutrientes via apoplastica (Patrick y Offler 2001). Los compuestos de reserva en la
semilla son carbohidratos, proteinas y lipidos (Taiz y Zeiger 2010). El mds abundante de
estos compuestos en las semillas son los carbohidratos los cuales se encuentran en forma
de almiddn, sin embargo, hay semillas que acumulan otro tipo de carbohidratos como
hemicelulosa en las paredes celulares, en semillas maduras se encuentran sacarosa,
rafinosa, estaquiosa, fructosa y glucosas. Estos carbohidratos se utilizan durante la
respiracion, seguida de la imbibicion, participando durante el proceso de desecacién y
mantenimiento de la longevidad durante el almacenamiento (Peterbauer y Richter 2001).
Respecto a los lipidos estos se almacenan en forma de triacilglicéridos que se encuentran
en forma de oleosomas o cuerpos lipidicos dentro de la célula (Bradford 2004). Las
proteinas se almacenan dentro de cuerpos proteicos y son sintetizados durante la etapa

de acumulacién de reservas, la cual es controlada por varios genes que participan en la
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sintesis de proteinas (Bewley y Black 2000). Las proteinas de almacenamiento también
se encuentran en la radicula de la plantula y en el tallo (Tiedemann et al. 2000). La
movilizacién de las proteinas de almacenamiento no tiene lugar al mismo tiempo en
diferentes partes de la semilla. Las otras enzimas, que son activadas durante la
movilizacion de proteinas son carboxipeptidasa y aminopeptidasa. Entre los pardmetros
mds importantes que controlan el proceso de dormancia en la semilla son cambios a
nivel molecular, incluyendo alteraciones hormonales y protéicas y el balance entra ABA

y GA (Graeber et al. 2010).

En la semilla de chile se puede observar que el endospermo rodea al embrién y es la
principal fuente de alimento. El endospermo contiene carbohidratos y proteinas que son
posteriormente catalizados para liberar energia metabdlica que se utiliza para la

emergencia del embrion durante la germinacién (Cochrane 2000).

Respecto a la tolerancia a la desecacion, permite la dispersion de la semilla y su
sobrevivencia durante largos periodos (Bradford 2004). Esta caracteristica esta dada por
proteinas y carbohidratos especificos que son sintetizados en la primera fase de
desarrollo, cuando el contenido de ABA es elevado, se acumula durante la
deshidratacion, alcanzando el maximo en la madurez, por lo que se conocen como
proteinas abundantes en embriogénesis tardia (proteinas LEA). Estas proteinas se
componen de aminoécidos hidrofilicos que las hacen solubles en agua y resistentes a la
desnaturalizacién causadas por altas temperaturas (Bewley y Black 2000). Vidigal et al.
(2009), observaron que en semillas de chile dulce se producen gran cantidad de
proteinas LEA a los 60 y 70 dda, después que el fruto ha madurado y se asocia a la

madurez fisioldgica de la semilla cuando esta empieza a ser tolerante a la deshidratacién.

Por otra parte, el carbohidrato trealosa tiene un papel importante en el mantenimiento de
la desecacion ya que interviene durante el estrés hidrico, ya que le permite remplazar el
agua en la membrana celular y asi mantener su estructura. También mantiene la
estructura de las proteinas durante la deshidratacién evitando asi que la proteina pierda

su naturaleza y funcién (Buitink et al. 2002).

A medida que la semilla se desarrolla aumenta su tamafio y peso seco hasta un maximo,

que es cuando presenta todas las estructuras caracteristicas y ha alcanzado la capacidad
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de germinar. Este punto se conoce como madurez fisioldgica de la semilla y ya no habra
mds cambios morfolégicos después de este punto. Cuando se alcanza la madurez
fisoldgica, el contenido de humedad es entre 35 y 55%. Aunque la mayoria de las
semillas no estdn listas para ser cosechadas a la madurez fisioldgica, este es el momento

de su maxima calidad (CIAT 1983).

Es importante que la semilla pase por un periodo de desecacién durante el desarrollo
fisiolégico, esto permite que las reservas de nutrientes sean condensadas, de esta manera
las semillas de algunas especies pueden ser diseminadas por el viento. Por otra parte, las
actividades del embrién disminuyen, lo que permite a la semilla seguir viva por afos sin
disminuir su viabilidad (McCarty 1995). Cuando la deshidratacion oscila de 85% hasta
4.5 a 10% se activan mecanismos para proteger a las semillas contra la deshidratacion,

ya que la pérdida de agua puede ser mortal para los tejidos.
2.5.3 Dormancia

Las semillas pasan por un periodo de latencia, es decir, no pueden germinar aun cuando
las condiciones ambientales sean favorables. Durante la evolucion, las semillas se
tuvieron que adaptar a las condiciones naturales de su hébitat, desarrollindose asi
semillas con latencia (toleran deshidratacion fuerte) y semillas recalcitrantes (no toleran
deshidratacion excesiva) que germinan poco después de caer de la planta madre
(Pennington, 2005). Respecto a la latencia, en habitats de escasa precipitacion, el
periodo de desarrollo y dormancia es ajustado al ciclo anual del clima, de tal forma que
la época de dormancia coincide con la de sequia o invierno, cuando las temperaturas son
bajas (Romberger 1963). Bosland y Votava (2000), mencionan que las especies de chile
que aun no han sido domesticadas presentan dormancia y aseguran que se puede obtener
mayor porcentaje de germinacion cuando la semilla alcanza la madurez fisioldgica en el

fruto.

Por su parte Champagnat (1989) menciona que la dormancia se debe a factores
morfogenéticos en el cual las hormonas estdn involucradas. Lewak y Rychter (1975)
estudiaron las semillas de manzano y sugieren que la dormancia es un fenémeno

dindmico y complejo ya que hay mucha actividad enzimdtica, muchas reacciones de
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anabolismo y catabolismo y las hormonas vegetales son sintetizadas en bajas

concentraciones durante etapas de desarrollo muy especificas en la dormancia.

De acuerdo con Faust (1989) se debe considerar los siguientes factores en la fisiologia
de la dormancia: balance hormonal, hidratacién de células, estado de las membranas
celulares, potencial anabdlico de las yemas y el reloj biolégico que cuenta el tiempo
necesario para el preenfriamiento. En semillas de manzano la concentracién de

giberelinas aumenta en los inicios de la endolatencia, posteriormente decrece.

Leszek (1997) menciona que se han hecho estudios en donde se sabe que los cambios
hormonales durante la endolatencia son complejos y dindmicos, activindose en
diferentes etapas de este fendmeno que se presenta en semillas, sin embargo, el
comportamiento de la endolatencia puede variar segun la especie asi como variacién en
la concentracion de hormonas, asi pues, se tiene el ejemplo de que la adicién de
giberelinas exdgenas en ciertas especies de plantas disminuye el periodo de latencia pero

en Dioscorea cayenensis al agregar GA3 aumenta el periodo de latencia.

Durante el desarrollo de la semilla se diferencian tres periodos: temprano, medio y tardio
(Rock y Quatrano 1995). El periodo temprano se distingue por que inicia la
embriogénesis, aumenta su masa, el contenido de agua es alto y abundan las giberelinas,
citocininas y auxinas y se almacenan los nutrientes en los cotiledones o en el
endospermo (Figura 7). En especifico, las citocininas son mds abundantes cuando el
endospermo estd acuoso, esta hormona es importante porque interviene en la division
celular, mientras que el embrién es provisto de giberelinas (Sponsel 1983). Cabe
mencionar, que en el inicio del desarrollo de la semilla el contenido de ABA es minimo
(Rock y Zeevaart 1993). Durante el periodo medio, el contenido de auxinas, giberelinas
y citocininas son abundantes, sin embargo, el contenido de ABA comienza a aumentar y
se empiezan a acumular las reservas. En el periodo tardio el nivel de todas las hormonas
baja gradualmente, incluso los de ABA. Leszek (1997) menciona que, en el periodo
medio, es cuando la semilla entra en la maduracién, hay mayor cantidad de nutrientes,
alto contenido de agua es entonces cuando se inician las actividades metabdlicas que no
permiten la germinacion antes de tiempo, finalmente en el periodo tardio la semilla se

deshidrata y la semilla entra en latencia (Figura 7).

14



(' L2% T8 AT R A LTS | TV R b T 3 T St T R |
| Desarrollo temprano . Desarrollo medio | Desarrollo tardio |
5 IES TIPSR SO LS 1) TR v W — - — i

Embriogénesis | Maduracion Desecacion
* Induccion
N - de latencia
' ABA * Inhibicion de
\ . P
[/ | la movilizacion
L | dereservas
E
S
R H,O
£
L e
A [ * Induccion
T de proteinas LEA |
| y de reservas ‘
v * Inhibicion de j
Q la germinacién 1‘
5 precoz ‘

Figura 7. Evolucién del contenido hidrico y de ABA relativo durante las diferentes
fases del desarrollo de las semillas (adaptado de Quatrano, R.S., “The role of hormones
during seed development”. En: Plant Hormones and their role in plant growth and

development. P. J. Davies, ed., Kluwer, Dordrecht, pp. 494-514, 1997).

Para que la semilla salga de la latencia, es necesario que se mantenga en un ambiente
himedo y a bajas temperaturas, cuando se termina el periodo de latencia la semilla
empieza a absorber agua. El 6rgano de almacén pasa por cambios fisiologicos como
disminucién en el crecimiento, formacion de tejido parenquimadtico, almacenamiento de
almidon, aceite, proteinas, carbohidratos e induccién de dormancia y en estos cambios
las hormonas participan. Cuando se da la germinacion, la semilla comienza a imbibir
agua, se rompe la testa y emerge la radicula, la plantula en desarrollo utiliza las reservas
de nutrientes para su desarrollo (Rock y Quatrano 1995). Asimismo, cuando los tejidos
maduran y envejecen, las GA forman conjugados, estos conjugados en las semillas se

consideran material de reserva y son almacenados en altas concentraciones.
2.5.4 Fases de la germinacion

La germinacién comienza con la entrada de agua a la semilla, con lo cual se reactivan las

actividades metabolicas (respiracion, sintesis de proteinas) y termina con el crecimiento
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de la radicula que emerge al exterior. Para ello se utilizan los nutrientes de reserva y se
desarrollan sistemas enzimdticos graduales que le permitird sintetizar sus propios
alimentos. La rehidratacion de la semilla permite el aumento de volumen debido a los
coloides presentes en ella, e involucra los procesos de imbibicién y 6smosis. Uno de los
primeros procesos que se activan es la respiracion, destinada a entregar la energia
necesaria para la ruptura y movilizacién de reservas que serdn utilizadas en el eje

embrionario para crecer (Bewley y Black 1978).

La germinacién incluye tres fases (Figura 8): Fase I-Imbibiciéon. En esta etapa se
producen alteraciones estructurales importantes en la membrana. En la semilla seca los
compuestos fosfolipidicos se encuentran en la fase de gel lo que produce una salida
mayor de solutos y de metabolitos de bajo peso molecular hacia la solucién que rodea la
semilla. Sin embargo, al rehidratarse la membrana, los compuestos adquieren una forma
cristalina, evitando la salida de solutos. En esta etapa las enzimas y estructuras
deshidratadas se reactivan. Se requieren varias horas antes de que el metabolismo
alcance su rendimiento. En este periodo existe una degradacion o reemplazo de
estructuras dafiadas. Asimismo, se inicia la sintesis de ADN para reparar estructuras
dafiadas durante la etapa de maduracién, deshidrataciéon y la sintesis de ADN
mitocondrial (Bewley 1997). A la sintesis de nuevas proteinas, ocurre la degradacion de
otras, como las proteinas LEA, ya existentes en la semilla seca. El metabolismo cambia
de uno de reserva a uno de germinacién, en ese momento ocurre la transcripcion de
nuevo RNAm para la sintesis de proteinas necesarias para el almacenamiento del
metabolismo celular (Bewley 1997). Fase II-Activacion metabdlica. La semilla deja de
absorber agua y se reduce la respiracion. En esta fase ocurre la sintesis, a partir de las
reservas disponibles, de nuevas estructuras y compuestos necesarios para las fases
siguientes del desarrollo. Se activan los genes que intervienen en la elongacién y
division celular, asimismo se activan las acuaporinas que son proteinas de las
membranas implicadas en la absorcion de agua; xiloglucano endotransglicosilasa
endotransferasa que mediante la hidrélisis de los componentes de la pared celular afloja
su trama; expansinas que rompen los enlaces hidrégeno de las paredes celulares; y
pectina metilesterasa que modifica la pectina de las paredes celulares. Fase III-

Crecimiento de la radicula. Para ello la radicula debe romper el endospermo y la testa de
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la semilla, con ello se marca el fin de la germinacién y se inicia el crecimiento de la
plantula, se debilitan las estructuras que rodean la punta de la raiz. En las semillas
imbibidas, el potencial de presién del embrién presenta valores relativamente negativos,
por lo que el potencial hidrico rara vez constituye un factor limitante en la germinacién
(Welbaum et al. 1998). En el chile dulce y tomate, es en el endospermo y no en el
embridn, el que determina la germinacién, ain bajo potenciales hidricos negativos. En
las horas previas a que la radicula emerja, la fuerza necesaria para penetrar los tejidos
que rodean la radicula disminuye rdpidamente. Este debilatamiento en las estrcuturas es
producido por la degradaciéon o separacion de las paredes celulares del endospermo,
compuesto principalmente por polimeros, los cuales son degradados por las enzimas
endo  mananasa, a-galactosidasa y B-manosidasa, producidas y secretadas por el mismo
endospermo. La actividad de estas tres enzimas aumenta durante la imbibicién, y en el
caso de la f-mananasa, existe una correlacion lineal entre el incremento de su actividad
y la disminucién de la resistencia del endospermo a la penetracién (Leubner-Metzer
2003). Las giberelinas tienen un papel importante en la activacion de las enzimas
hidrolasas que permiten la emergencia de la radicula. Durante esta fase, la expansion de
las células del embrién requiere de auxinas, el suministro de las formas activas de esta
hormona proviene de conjugados del acido indol acético (IAA) almacenados en la
semilla seca, los cuales son hidrolizados por amidohidrolasas cuya actividad estd
regulada por giberelinas. Otra fuente de auxinas seria la B-oxidacién del 4cido indol
butirico (AIB) contenido en los peroxisomas donde puede ser convertido en IAA

(Leubner-Metzer 2003).

2.6 Bancos de Germoplasma

Los bancos de germoplasma se disefiaron con la finalidad de conservar la diversidad de
especies silvestres y domésticas de semillas de diferentes especies vegetales vy
variedades para cubrir necesidades de conservacion y alimentacion en situaciones de
catastrofe ambiental (FAO 2010). Las semillas se clasifican en ortodoxas y recalcitrantes
y su mecanismo de conservacion depende del tipo de semilla que sea. Asi se tiene que,
en la especie Capsicum annuum las semillas son ortodoxas y se deben deshidratar a una
humedad relativa de entre 15-20% y almacenar a temperaturas inferiores a los -20°C.

Por su parte Copeland y McDonald (2001) reportan que para el género Capsicum el
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contenido de humedad llega a ser de 7.6%. Sin embargo, Nuez et al. (2003), mencionan
que las semillas del género Capsicum tienen una viabilidad de 5 a 8 afios y el contenido

de humedad puede variar de 4 a 6%, almacendndose a -10°C.

Para otros autores, la viabilidad de la semilla de esta especie comienza a declinar con el
tiempo, por lo que se debe monitorear cada 5 afios (Ewart 1908). Sin embargo, las
semillas con fines comerciales se deben almacenar entre 2 a 4 afos, pues debe
asegurarse la viabilidad de la semilla para su venta pues después de este tiempo la

germinacion puede variar de entre 74% a 16% (Priestley 1986).
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Figura 8. Fases de la germinacion. Fase [-Imbibicion, Fase II-Alta actividad metabdlica

y Fase III-Emergencia de la radicula.

2.6.1 Calidad de la semilla

Por otra parte, con la finalidad de asegurar el suministro de alimentos vegetales, es

importante establecer metodologias que permitan identificar la calidad de semilla, ya
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que ésta es importante en la produccion agricola. Respecto a ello, se deben considerar
caracteristicas fisicas, fisioldgicas, genéticas y sanitarias de las semillas, de lo contrario,
se obtendrdn poblaciones vegetales poco resistentes a plagas, fendmenos meteoroldgicos
adversos, suelos poco fértiles y con bajas probabilidades de sobrevivencia una vez
establecidas. En la evaluacion de la calidad de semillas se debe contemplar la
germinacion, calidad fisica y contenido de humedad. Para ello, se debe tener una

muestra representativa del total de semillas.

El anélisis de calidad de semillas debe llevarse a cabo segtn las normas internacionales
establecidas por la Asociacién Internacional de Anélisis de Semillas (ISTA), con la
finalidad de intervenir en la eleccion de compra, venta, beneficio, almacenamiento o
descarte de semilla. Dos factores que intervienen en la conservacion de las semillas son
la temperatura y humedad relativa a la cual son almacenadas las semillas, entre mds
bajos estos dos factores, mayor y mejor serd la calidad de las semillas. Para evaluar la
viabilidad de las semillas se emplea la prueba de tetrazolio (TZ) la cual ademéas de
proporcionar informacion acerca de la calidad de la semilla, puede arrojar informacion
de si la semilla estd en dormancia, motivo por el cual el porcentaje de germinacion
puede ser bajo sin razén de ser mala calidad la semilla. En la prueba de TZ los
embriones que son viables se tifien de rojo debido a que las semillas hidratadas activan

las enzimas deshidrogenasas, las semillas que no se tifien de rojo no son viables.

En 1981, Randle y Honma, coinciden en que, dependiendo de la especie y variedad de
chile, las semillas completan el proceso de maduracién fisiologica poco después que el

fruto es separado de la planta madre, de una semana a mes y medio.

Asi en 1987, Edwards y Sundstrom analizaron tres aspectos en la germinacion de
semillas en chile tabasco, encontrando que la madurez del fruto, tiempo de recoleccion
del fruto y poscosecha son factores que afectan la germinacion, obteniendo 81% de
germinacion de semillas procedentes de frutos maduros y 86% de germinacién de

semillas de 21 dias de almacenamiento a temperatura ambiente.

En 1991, Puente y Bustamante aseguraron que las semillas presentan mayor porcentaje
de germinacién al alcanzar cierta madurez fisioldgica. Ese mismo afio, Doijode (1991)

realiz6 un experimento en donde germinaron semillas de chile, ubicadas en la parte
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basal, dpice y medio del fruto, descubriendo que las semillas presentes en la base del
fruto presentan mayor porcentaje de germinacion que las semillas posicionadas en otra
parte del fruto. Sin embargo, en 1974, Cochran estudi6 el porcentaje de germinacién en
semillas de chile pimiento morrén, observando que las semillas cuya morfologia fuese
mayor, presentaba mayor porcentaje de germinacién expresando mejor vigor y

crecimiento homogéneo en comparacion con las semillas de tamafio menor.

En 1996, Moreno determina que las semillas deben cumplir con ciertas condiciones
fisicas para ser consideradas de calidad como el contenido de humedad, peso por
volumen, color, tamafio de semilla, peso de mil semillas, dafios por hongos e insectos y

pureza.

Algunos autores como Puente y Bustamante (1991), Randle y Honma (1981) y Edwards
y Sundstrom (1987), coinciden que visualmente se puede identificar si los frutos han
llegado a su madurez fisiolégica al tornarse de color rojo y el tiempo poscosecha, sin
embargo se deben considerar factores genéticos como pureza y origen de la semilla,
factores ambientales como altitud, temperatura, precipitacion, disposicién de nutrientes,
tipo de suelo en el que se desarrollé la planta madre y técnicas en el manejo de las
semillas como tiempo de cosecha, tiempo de deshidratacion, seleccion de semillas,
tiempo de almacenamiento de la semilla y condiciones sanitarias de almacenamiento son
factores que influyen en la calidad de la semilla. En algunas especies de chile hay una
relacion estrecha entre la calidad fisica de la semilla y su fisiologia pues se expresa en

semillas mds viables, mayor porcentaje de germinacion y vigor en las plantulas.

Para Wall et al. (2002), las caracteristicas genéticas de la semilla de chile influyen en
caracteristicas fenotipicas como el vigor y germinacion de semillas que a su vez se ven
expresadas en la pungencia, tamafo, color y forma del fruto y a mayor variedad de
chiles mayor es la riqueza y pool genético de la especie (Hernandez 2011). Sayed y
Essam (1952), indican que las semillas maduran dentro del fruto maduro, Doijode
(2001) senala que para que las semillas de chile presenten mayor porcentaje de
germinacion es necesario que sean almacenadas cuando ya estin maduras. Por su parte
Sanhewe y Ellis (1996), mencionan que para mejorar la calidad deben pasar por un

periodo de deshidratacién ya que ello beneficia al vigor de la plantula. Respecto a la
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seleccion de frutos en el género Capsicum para determinar la calidad de éstos y de la
semilla, se deben considerar caracteristicas homogéneas en cuanto tamaifio, color y
forma, asi como el peso, longitud y didmetro, tanto de los frutos como de las semillas.
Lo ideal es elegir frutos que presentan madurez fisioldgica (color rojo). Es importante
seleccionar frutos que provengan de plantas madre que se encuentren en buen estado de
salud, libre de enfermedades y vigorosas, se deben escoger frutos y semillas que tengan
mayor tamafio y libres de enfermedades (Wall et al. 2003); de lo contrario, si se
seleccionan chiles que no estdn maduros (verdes), la calidad de la semilla se vera
afectada pues ain no han llegado a su madurez fisiolégica, por lo que el potencial
germinativo de la semilla serd baja y asi serd el de la cosecha. Segin las
recomendaciones de Luna (2010), los primeros frutos son los que producen semillas de
mayor calidad, pues presentan mayor viabilidad, buen desarrollo fisiol6gico, mayor
porcentaje de germinacidn y vigor, por lo contrario, la seleccion de frutos en mal estado
de salud, pequefios, malformaciones e inmaduros producen semillas de calidad no

deseable y bajo interés comercial.
2.6.2 Almacenamiento de la semilla

Fisher (1982), sugiere que para almacenar las semillas de chile se deben deshidratar
hasta alcanzar una humedad de 8 a 10%. Segin Steiner (2012), para disminuir la
susceptibilidad de semillas al ataque de plagas durante el almacenamiento, es preferible
colectar las semillas cuando el fruto esté fisiolégicamente rojo, para Latournerie et al.
(2009), un adecuado almacenamiento estd asociado a mayor germinacion. Harrington
(1972), por el contrario, opina que cuando las condiciones de almacenamiento no son las
indicadas la calidad de la semilla disminuye afectando la viabilidad, germinacién y vigor
de la plantula (Ferguson et al. 1991). Otros autores como Bonner et al. (1994),
mencionan que las semillas de interés comercial deben ser almacenadas en condiciones
que permitan prolongar sus caracteristicas germinativas considerando factores como la
humedad y temperatura de almacenamiento, asi se tiene que temperaturas altas y
humedad relativa alta dafian la capacidad germinativa de la semilla de acuerdo a las
observaciones de Gregg y van Gastel (2000). Para Agera y Dau (2012), los frutos se

deben colectar cuando hayan alcanzado su madurez fisioldgica, que se encuentren libre
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de enfermedades y en buenas condiciones fisicas. Para Tay (2004), las semillas se deben
almacenar cuando tengan 5% de humedad y segin Ellis y Hong (2006) el
almacenamiento de las semillas a 2% de humedad no afecta la calidad de la semilla. Los
factores ambientales de conservacién de las semillas como la temperatura deben ser
menor a 15°C (Sukprakarn et al. 2005). La viabilidad de la semilla se puede asegurar de
3 a 5 afios cuando el drea de almacenamiento de las semillas de chile presenta menos del
55% de humedad relativa con poca intensidad luminica, contenidos en frascos
herméticos (Berke 2001; Colley et al. 2010).

Reveles-Herndndez et al. (2013), mencionan que fisiolégicamente cuando la semilla
madura es deshidratada, la actividad del metabolismo disminuye, por lo que la
conversion de alimentos de reserva como azucares y lipidos a grasas mas estables y
almidones. De manera natural, la semilla entra en un estado de latencia ya que el
contenido de humedad ha disminuido, por lo que la semilla se puede almacenar por
largos periodos de tiempo. Para ampliar el tiempo de vida de las semillas, éstas deben
tener un contenido de humedad de 5 a 7% y almacenarlas desde -5 a -20°C, de lo

contrario la calidad de la semilla disminuye.
2.7 Germinacion en semillas de chile piquin

El chile piquin pertenece a la familia Solanaceae, cuyas especies se caracterizan por
presentar bajo porcentaje de germinacion, ello se debe a que las semillas presentan
dormancia fisiolégica no profunda, es decir, aunque las condiciones ambientales son
favorables para que la semilla germine no lo hara (Bewley 1997), debido a que la
germinacion también puede ser controlada fisiolégicamente por fitocromos, temperatura

y fitohormonas como el 4cido abscisico y giberelinas (Baskin y Baskin 2001).

Algunos investigadores como Rodriguez del Bosque et al. (2004), han reportado que la
semilla de chile piquin procedente de poblaciones naturales presenta menos del 5% de
germinacion, ello se debe a que la semilla presenta dormancia fisica, es decir, debido a
la composicién quimica de la testa, la semilla no puede absorber agua y por lo tanto el
proceso de germinacién no se desarrolla. Garcia et al. (2004), indica que la semilla de
chile piquin no germina debido a que la concentracién de dcido giberélico natural en la

semilla es bajo aunado a la presencia de una capa cerosa en la testa de la semilla que no
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permite la absorcion del agua y por lo tanto que se inicie el proceso de germinacién. Sin
embargo, es importante mencionar que cada semilla, aunque sea originaria de una
misma planta madre (Schutz y Rave 2003), presentard caracteristicas fenotipicas y
genotipicas particulares, que se observardn tanto en la planta, en la floracién y
fructificacién. De esta forma, la germinacién en una poblacién no se da de manera

homogénea, dada las caracteristicas genotipicas de cada semilla (Bewley 1997).

Dada la experiencia que Baskin y Baskin (2001) tienen trabajando con semillas, se sabe
que hay especies que presentan dormancia durante la etapa de maduracion. Bewley
(1997), menciona que las semillas presentan diferentes tiempos de germinacion y que se
pueden formar bancos de germoplasma de manera natural de las especies que presentan
dormancia. Para Meyer y Monsen (1991), la variacion en los porcentajes de germinacion
es el resultado de adaptaciones a causa de la interaccién entre la especie y las
condiciones ecoldgicas de su hébitat natural, es decir, entre las interacciones bidticas y

abidticas del medio.

Uno de los factores que influye en el porcentaje de germinacién se debe considerar la
calidad de la semilla, existen factores genéticos y exdgenos como los nutrientes
disponibles para la planta madre (McDonald 1998), edad (Fenner 1991), posicién de la
semilla en la planta madre (Tieu et al. 2001), morfologia de la semilla (Jones y Nielson
1999), tiempo de cosecha, técnica y tiempo de almacenamiento de la semilla
(Dell’Aquila 1978) son factores que determinan el porcentaje de germinacién y

desarrollo de la semilla.

Por otra parte, Pons (1992) limita la luz y la temperatura como factores que intervienen
directamente en la germinacion, por ello las semillas al caer del fruto permanecen en
suelos poco profundos para que estos factores intervengan en la emergencia de la
radicula en la semilla. Es importante considerar que la germinacion estd condicionada
por cuestiones genéticas, origen y longevidad de la semilla, diferencias varietales y

cambios en estos factores afectan de manera individual el proceso de germinacidn.

Ramirez-Meraz (2001), obtuvo una produccién del 60 al 80% de germinacién en
semillas de chile piquin al sumergirlas en una solucién acido giberélico comercial de

5000 ppm. Segun Sato et al. (1982), las especies de Capsicum pueden presentar
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dormancia como es el caso de C. annuun, C. frutescens, C. chacoense, C. chinense, C.
baccatum y C. pubescens y es necesario un periodo de 45 dias de poscosecha para
remover la dormancia. Por otro lado, Watkins y Cantliffe (1983) mencionan que la

dormancia del chile no se encuentra en la testa, sino en el embridn.

De acuerdo con la experiencia de Bentsink y Koornneef (2008) la aplicacion de
giberelinas comerciales a la semilla promueve la rdpida germinacién. Segin Petruzzelly
et al. (2003), mencionan que al imbibir la semilla en una solucién con 4cido giberélico
(AG) comercial se acumula una enzima llamada B-1,3-gluconasa con el AG pues su
funcién es debilitar la cubierta seminal en chile y tomate. En un experimento que
realizaron Andreoli y Khan (1999), sumergieron semillas de chile y tomate en una
solucioén con 200 L de AG y observaron que beneficiaba el porcentaje de germinacion.
Sin embargo, Chung (1985) aplicé un pretratamiento germinativo a semillas de chile
rojo al remojarlas en una solucién caliente de 40 ppm de AG, obtuvo el mayor
porcentaje de germinacion a 30°C, mientras que a 40°C so6lo germiné el 1% de las

semillas.

Garcia et al. (2010), realizaron ensayos con semillas de chile piquin empleando un
tratamiento hidrotérmico y la aplicacion de dos productos comerciales de giberelinas
(Cyto-Gibb y Bio-Gibb), concluyendo que la aplicacion de Cyto-Gibb aumenta hasta
82% la germinacién, mientras que el producto Bio-Gibb incrementé 68%, caso contrario

sucedid con el tratamiento hidrotérmico el cual disminuyd el porcentaje de germinacion.

Por otro lado, Gonzalez-Cortés et al. (2015), realizaron un experimento con chile piquin
sumergiendo las semillas con 1.6% de Biozyme TF, aplicando cuatro tiempos de
inmersion de 12, 18 y 24 h y un testigo sumergido en agua. Los resultados obtenidos con
el producto comercial fueron 61.5, 83.3, 86.6% de germinacion para cada tratamiento;
con respecto a las semillas imbibidas en agua se obtuvo un maximo de 43% de

germinacion.

Por otro lado, investigadores como Hernandez-Verdugo et al. (2006), obtuvieron
porcentajes de germinacién de 46 y 43% al emplear 250 y 500 ppm. Sin embargo, para
Berker (2000) una semilla es de calidad cuando germina por arriba del 70%. Por el

contrario, cuando Watkins y Cantliffe (1983) emplearon AGs4 y AG; a temperatura
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minima en el chile observaron que sélo habia protusiéon de la radicula, en cambio al
emplear AGs se incrementd la actividad de la enzima endomanasa del endospermo
(Watkins et al. 1985). Cortéz-Baheza et al. (2007), hicieron una mezcla de 500 ppm de
polietilen glicol 6000 y 500 ppm de AG, observando que con el empleo del dcido
giberélico se obtenia mayor porcentaje de germinacion. Para Hilhorst (2007), la
germinacién es un proceso natural que es regulado por la interacciéon de hormonas
vegetales involucradas en la dormancia como es el dcido absicico y la germinacién en
este caso el 4cido giberélico. Kucera et al. (2005), afirma que el dcido giberélico es la
hormona encargada en promover la germinacion para esta especie. Por otro lado, un
tratamiento pregerminativo natural fue presentado por Villalén et al. (2002), en el que
sugiere que al imbibir las semillas durante 5 minutos a 50°C se promueve la emergencia
de la semilla de chile piquin. Bosland y Votava (2000) mencionan que, para la especie
en estudio, la semilla requiere poco mds de un mes para que esta madure

fisiolégicamente, después de la cosecha.

De la Rosa et al. (2012), sumergieron semillas de chile simojovel (Capsicum annuum L.)
en NaCl 0.5 M y posteriormente sumergieron las semillas en concentraciones de 0, 100,
200, 300, 350, 400, 450 y 500 mg/L, obteniendo mayor resultado al sumergir la semilla

en NaCl y posteriormente a 350 mg/L, pues lograron obtener 91.7% de germinacion.

Herndndez-Verdugo (2004), estudié el efecto de sembrar semillas de chile piquin en un
medio de cultivo de agar enriquecido con 500 ppm de AG, considerando factores como
temperatura, luz, reguladores hormonales y humedad, obteniendo como resultado de
germinacion de 45.43%, mientras que otros investigadores como Araiza-Lizarde et al.
(2011), obtuvieron un 90% de germinacién al colocarlas en una solucién de 400 ppm de
AG comercial durante 20 h. Sin embargo, los resultados de emergencia pueden variar,
pues hay muchos ensayos que se han realizado con la especie de interés aplicando
diversas concentraciones de 4cido giberélico y los resultados han sido variables, asi
pues, se tiene que los resultados obtenidos por Almanza (1998) fue de 4% al aplicar 10
ppm de AG, mientras que Vergara (1982) menciona que la aplicacién de giberelinas

mejora la tasa de germinacion y vigor de las plantulas.
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Medina et al. (2006), compararon el porcentaje de germinacion en dos variantes de chile
sin la aplicacion de algin promotor de germinacién, observando que las semillas
silvestres de chile presentaron una tasa de germinacién del 10%, mientras que las
semillas de chile poblano germinaron el 90%. Herndndez-Verdugo et al. (2012), al
estudiar el efecto de la procedencia en la germinacion de chile piquin observd que las
semillas presentan mayor tasa de germinacion cuando los factores abidticos y bidticos

son similares a su drea de procedencia.

2.8 Fenologia

Es el ciclo de vida de la especie en estudio germinacidn, emergencia, crecimiento
vegetativo, floracion, fructificacion y maduracion (Maroto 2002) y al crecer en
ambientes silvestres, su crecimiento y desarrollo depende de las variaciones climaticas y
de precipitacion. Sin embargo, cuando se consigue domesticar a una especie en
condiciones de invernadero se ha observado que su comportamiento fenolégico cambia,
ya que disminuye su etapa vegetativa, rebasando la produccion de flores a un 80% que,
en condiciones naturales, sin embargo, la produccién de frutos se ve afectada, ya que es
muy baja (Maiti et al. 1994). Le favorece el fotoperiodo de 14 h, la actividad
fotosintética es mayor de 8 a 10 am, disminuyendo al mediodia, observandose
nuevamente su actividad a las 4 pm. Este mismo autor menciona que la etapa de
floracién en Capsicum annuum var. glabriusculum se observa dos veces al afio de marzo
a abril y de julio a agosto. Al aparecer el boton (Figura 9), éste se encuentra envuelto por
el céliz, llegando a medir 1 mm de longitud, una semana después el pedinculo se alarga,
y en la siguiente semana se observa la corola, la cual abre en aproximadamente 4 dias.
Una vez que la flor se ha desarrollado completamente y se abre (Figura 9), es a las 9 am
cuando se observa que mds del 50% de las flores han abierto para cerrarse a las 6 pm y
abrirse nuevamente para el siguiente dia. Esta actividad se repite hasta que sucede la
polinizacidn, la antesis sucede entre las 11:30 y las 12:30 h. Una vez que la flor es
polinizada la corola comienza a marchitarse y finalmente se cae, proceso que dura hasta
dos dias, posteriormente inicia el desarrollo del fruto cerca de una semana después. Las
variaciones de temperatura y de luz influyen en el proceso de antesis haciéndolo mas

lento, sin embargo, un ambiente humedo beneficia la antesis. Una vez que el fruto se
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desarrolla y entra en la etapa de maduracion se distinguen tres colores, verde, ocre y rojo

(Maiti et al. 1994).

Esta especie, aproximadamente a los seis meses de edad llega a su edad reproductiva,
iniciando la floracién de mayo a agosto y la fructificacién de junio a octubre (Gentry
1942). Sin embargo, se menciona que la etapa de floracién se puede dar dos veces al

afio, marzo y agosto.

Para Dharmatti y Kulkarni (1989), la semilla germina, pasando por diferentes etapas de
crecimiento y desarrollo hasta llegar a la etapa de madurez de las estructuras

reproductivas, permitiendo la polinizacion de la flor.

Wu-He Ming et al. (1996), evaluaron en Capsicum frutescens var. conoides y C.
chinense el desarrollo del embrion después de la fertilizacion del 6évulo, observando que
el polen germina en el estigma después de 2 a 6 h después de la polinizaciéon y que el
tubo polinico pasa al estilo aproximadamente de 8 a 12 h después de la polinizacién,
pero después de 52-72 h después de la polinizacion los nicleos del esperma entran al
Oovulo. En aproximadamente después de 32 dias de la polinizacion el embrién ya
desarrollado comienza a madurar. De acuerdo a la experiencia de Rani-K et al. (1996),
durante el ciclo de vida de la planta, de manera natural se controlan las diferentes tallas,
formas y division celular, diferenciacion y posicion de los tipos de célula, posicién y

nimero de 6rganos.

En un estudio de Vallejo et al. (2004), 1a flor de Capsicum annuum se abre temprano en
la mafiana y puede permanecer asi las 24 h, las anteras se abren posteriormente a las
flores, con una variacion de 1 a 8 h. Puente et al. (1991), evaluaron la produccién de
semillas en relacion a los dias de maduracion del fruto, observaron que en los frutos de
chile bell con 30 dias de maduracién, se obtuvieron 192 semillas, con 45 dias de
maduracién 238 semillas y a los 60 dias se obtuvo 170 semillas. Para esta misma especie
Sanchez et al. (1993), observo que el porcentaje de germinacion de semillas extraidas de
frutos con 30 dias de maduracion fue 0%, mientras que las semillas procedentes de

frutos de 50 y 60 dias de maduracion presentaron 65% y 83%, respectivamente.
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Segun Bafiuelos-Flores (2005), en el estado de Sonora el fruto de chile piquin es
recolectado de los meses de septiembre a noviembre. Sin embargo, para Herndndez-
Verdugo et al. (2015), esta especie florece en los meses de julio a agosto y se pueden

obtener frutos maduros en los meses de octubre a noviembre.

Figura 9. Fenologia de chile piquin. Se observan fases de desarrollo del botén floral
hasta llegar a fruto.

2.9 Factores fisicos, salinidad y precipitacion que afectan la fenologia

Segtin Shuff y Thomas (1993), indican que la variacién en la temperatura ya sea arriba
de 30°C, 15°C o 0°C influyen en el desarrolla de la flor y fruto, que estos factores varian
dependiendo de la especie. Barten et al. (1992), menciona que las plantas pertenecientes
a la familia Solanaceae como el tomate y el chile al estar expuestas a temperaturas
menos de 10°C afectan la produccién de flores, influyendo en el nimero, morfologia y
la unién de los 6rganos florales, finalmente la produccién de frutos se verad afectada por

lo que las ganancias econémicas para esas especies seran bajas.

En 1985 Andrews realizé una evaluacién fenoldgica en chile piquin silvestre,
encontrando homogeneidad en el desarrollo de la flor y fruto tanto en las poblaciones
naturales como en las domesticadas. De acuerdo a un estudio comparativo realizado por
Almanza (1998), en el que evalu6 la homogeneidad y heterogeneidad en el periodo de

crecimiento y desarrollo de especies silvestres, domésticas (jardin) y de invernadero de
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chile piquin, encontré6 que en la estacion de primavera no existen diferencias, sin
embargo durante el otofo se registraron variaciones de hasta 30 dias en invernadero y
jardin, en la etapa de floracién observé diferencias en el cual se redujo hasta 60 dias en
el drea de jardin, pero durante el otofio es similar en la condicién silvestre. Para Lopez
(2003), durante la formacién del fruto en chile guajillo las células de la placenta
comienzan a secretar capsicina, alcanzando mayor concentracién en la madurez del
fruto, esta sustancia quimica varia de concentracién entre variedades. Para Zapata et al.
(1992), la presencia de una gran cantidad de precipitaciéon durante el periodo de
floracién genera un efecto negativo en la produccion de frutos pues la flor se desprende
de la planta, por el contrario, las flores que no se caen producen frutos de baja calidad, la
alta humedad en la tierra genera la pudricion de las raices por la presencia de hongos ya

sea en el sustrato o en los tejidos.

Por otra parte, algunos autores han evaluado el efecto del trasplante en la fenologia de
las plantas de Capsicum, ya que esta actividad tiene un efecto positivo en el manejo de
las plantas, administracion de semillas que presentan dormancia, homogeneidad en el
crecimiento y desarrollo, floracién y fructificacién tempranas, sin embargo, presenta
desventajas econdmicas respecto a la adquisicion de insumos para el trasplante. Por otra
parte, el trasplante se debe realizar después de un mes o mes y medio de germinacién de
acuerdo a Osuna (1960). Por su parte Lim y Wong (1985), trabajaron con el chile
pimiento y observaron que existe una mayor produccién de frutos en la etapa adulta de
plantas trasplantadas a los 30 dias de germinacién, cabe mencionar que este
comportamiento varia en la especie y variedad de chile. Por otro lado, Montafio (2000)
asegura que en pimiento dulce hay mayor produccién de frutos cuando la planta es
transferida a los 45 o 50 dias de germinaciéon y que no afecta las caracteristicas

morfométricas del fruto ya que son heredadas por la planta madre.
2.10 Hormonas vegetales

Las hormonas vegetales son sustancias quimicas que participan en diversos mecanismos
de crecimiento y desarrollo en las plantas, son de origen natural y pueden ser sintéticas.
Pueden tener un peso molecular de 28 Da (etileno) hasta 450 Da (Brasinoesteroides) y

actdan en concentraciones muy bajas como 10°-10® mol/L. Actualmente, se han
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desarrollado técnicas analiticas y manufacturados equipos para su deteccién en
diferentes tejidos vegetales, ello con la finalidad de identificar de manera cualitativa y
cuantitativa el papel y funcion de las hormonas en el crecimiento y desarrollo (Ljung et
al. 2010).

La naturaleza quimica de las hormonas vegetales puede ser compleja, llegdndose a
confundir con la estructura quimica de otros compuestos organicos que se lleguen a
encontrar en el extracto como proteinas, lipidos y azicares interfiriendo de esta manera
en la identificacion de la hormona de interés. Aun asi, su concentracion en las muestras
es muy pequeiia, por lo que su identificacion en el extracto vegetal puede ser complejo,
por ello, es importante aplicar las técnicas adecuadas para su extraccion, purificacion y
andlisis final por el equipo indicado (Crozier y Moritz 1999).

En la vida vegetal la dormancia estd relacionada tanto con el genotipo, asi como las
condiciones ambientales en las que se desarrolld la especie, esto influye en el
comportamiento a nivel celular en donde la dormancia es el resultado de la inhibicién de
la divisidn celular (Macdonald y Osborne 1988). Segiin Campbell et al. (1996), antes de
que el DNA de las células meristematicas se dupliquen, la fase G1 es detenida. El
crecimiento del organismo continda cuando la etapa de dormancia se termina y se
reanuda la sintesis del DNA del material celular. Segin Bewley hasta 1997 se
desconocian los procesos moleculares que estaban relacionados con la dormancia, sin
embargo, se sabe que las hormonas vegetales son importantes en la iniciacion,
mantenimiento y término de la dormancia (Wiltshire y Cobb 1996). Para el
mantenimiento de la dormancia es necesario que se sintetice y actie el dcido abscisico
(Suttle y Hultstrand 1994), por su parte Suttle (1998) afirma que el etileno también esta
involucrado en el inicio de la dormancia, pero no en su mantenimiento. Sin embargo,
Coleman (1983) menciona que tanto las giberelinas como las citocininas estan
involucradas en el término de la dormancia. Para Turnbull y Hanke (1985), existen dos
tipos de citocininas como las franszeatina e isopenteniladenina que incrementan su
sintesis durante el almacenamiento poscosecha, antes de la germinacion. Estas
citocininas también estdn involucradas en la terminacion de la dormancia. De acuerdo a
Shaw (1994), las citocininas, como la zeatina, pueden ocurrir en dos formas isoméricas

de manera natural cis o trans, sin embargo, la transzeatina es la inica que tiene actividad
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bioldgica y las formas cis no presentan actividad alguna (Tay et al. 1986). Koornneef y
Karssen (1994), afirman que durante el desarrollo de la semilla, es en la dltima etapa de
maduracién cuando ocurren pocos cambios morfolégicos, sin embargo si hay cambios a
nivel fisiolégico y bioquimico, entre ellos la apariciéon de la dormancia, la cual es
importante para la supervivencia de las plantas en la etapa de semillas. Esto condujo a la
aparicion de la teoria del balance hormonal en donde estdn implicadas las hormonas que
promueven la germinacién como las giberelinas y las que la inhiben como el dcido
abscisico (Wareing y Saunders 1971). Hilhorst (1995) realiz6 experimentos con la
finalidad de corroborar la teoria del balance hormonal, concluyendo que efectivamente
el 4cido abscisico (ABA) inhibe la germinacion y las giberelinas (GA) la promueven.
Steber y McCourt (2001), indican que existen otras dos hormonas que participan de
manera indirecta en la germinacion y la dormancia al participar en las rutas de
transducciéon de ABA y GA, estas hormonas vegetales son el etileno y los
brasinosteroides. Sin embargo, Wareing y Saunders (1971) aseguran que la relacion del
balance hormonal entre ABA y GA no es del todo correcto, puesto que un alto contenido
de GA en la semilla y baja concentracion de ABA no asegura la ruptura de la dormancia.
Sin embargo, en afios anteriores, se realizé un experimento en 1986 por Karssen y Lacka
con Arabidopsis thaliana donde demostraron que una vez que la semilla es estratificada
aun cuando presenta bajos niveles de GA, puede germinar, por lo que estos autores
afirman que las GAs no necesariamente estidn involucradas en la ruptura de la dormancia
primaria.

Wang et al. (1995), realizaron un experimento con girasoles y cebada en donde
observaron que los niveles de ABA no disminuia aun después del periodo de
maduracion de la semilla de estas especies aun estando imbibidas en agua. Cinco afios
mas tarde Grappin et al. (2000), corroboraron esta idea al observar que en semillas de
Nicotiana plumbaginifolia se sintetizaba ABA aun estando imbibido, posteriormente se
le agregd AG, el cual disminuia la dormancia. Toyomasu et al. (1994), realizaron un
experimento para romper la dormancia en semillas de lechuga al exponerlas en luz roja y
al sumergirlas en GA3, lo que tuvo como efecto la disminucion de la concentracion de
ABA. Jacobsen et al. (2002), demostraron en semillas de cebada que los embriones con

dormancia sintetizan ABA durante la imbibicién, mientras que los embriones que no
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pasan por la fase de dormancia el ABA es degradado por otras actividades metabdlicas.
Por lo tanto, la presencia de dormancia en una semilla depende de su concentracion en
las semillas, sin embargo, este fendmeno que experimentan algunas especies de semillas
se puede contrarrestar cuando la semilla estd sumergida en un medio acuoso, de tal
forma que el ABA presente en la semilla es degradado y se inicia la sintesis de GA, la
cual promueve la germinacién y el catabolismo de ABA. Por otra parte, en ensayos
realizados en Arabidopsis thaliana se encontré que en semillas secas con dormancia el
contenido de ABA es mayor que en semillas secas que no presentan dormancia.

En el crecimiento y desarrollo vegetal participan hormonas vegetales que permiten
responder a la especie a condiciones ambientales, incluyendo auxinas y citocininas. Las
hormonas vegetales que son activas son transformadas por acilacion, esterificacion o
glicosilacion. Los compuestos conjugados pueden servir como pool de fitohormonas
inactivas que pueden ser convertidas en formas activas por reacciones de conjugacion.
Existe un concepto de conjugaciéon reversible de hormonas como las auxinas y las
citocininas que sugiere que bajo condiciones cambiantes de ambiente, desarrollo y
fisiologia estos compuestos son una fuente de hormonas disponibles. El metabolismo de
las hormonas puede resultar en una pérdida de actividad y disminuir el tamaiio del pool

activo.

2.10.1 Auxinas

Fueron las primeras hormonas vegetales en ser descubiertas, tienen un papel importante
en el crecimiento y desarrollo de la planta, intervienen en el tropismo, dominancia
apical, iniciacion de la raiz y respuestas a nivel celular como alargamiento celular,
division y diferenciacion (Hagen y Guilfoyle 2002). Las auxinas pertenecen a diversos
compuestos quimicos, la mayoria de los cuales tienen un anillo aromético como indol,
fenil o naftaleno con un grupo carboxilo unido. De acuerdo a Cooke et al. (2002), el
acido indol acético (AIA) es la auxina natural mds comun que se encuentra en plantas
vasculares. Cohen et al. (2003), menciona que existen precursores del AIA como el
indol-3-acetonitrilo y el acido indol-3-pirdvico también promueven el crecimiento y

desarrollo, probablemente por la conversion en el tejido a la forma activa del AIA.
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Respecto al 4cido indol-3-butirico se clasific6 como una auxina sintética en un
compuesto endogeno de la planta (Bartel et al. 2001). Segin Kelley y Riechers (2007),
existen dos tipos de auxinas sintéticas que actian de manera efectiva en el crecimiento
de la planta, 4cido acético-1-naftaleno y 4cido 2.4-diclorofenoxiacético y es empleado
para eliminar maleza.

En las plantas existen muchas moléculas derivadas del indol, entre ellos el aminodcido
L-triptéfano que es un precursor importante del AIA, lo que se comprobd con diferentes
métodos en varias especies de plantas (Sembdner et al. 1980). Bialek et al. (1992),
demostraron que el AIA tiene su origen del triptéfano en plantulas de Phaseolus
vulgaris. Asi pues, el AIA tiene su origen del triptéfano: L-triptéfano (1)- 4cido indol 3
pirtvico (2)- aldehido indol 3 acético (indol 3 acetaldehido) (3) AIA; y L-triptéfano-
Triptamina (4)-aldehido indol 3 acético- AIA.

Sin embargo, hay autores que confirman que el AIA se puede obtener en las plantas
superiores a partir del 4cido antranilico, sin pasar por el TRP, y que en zanahoria
(Daucus carota) pueden funcionar diferentes rutas de biosintesis del AIA segun las
circunstancias. Las auxinas naturales tienen como origen al indol, sin embargo, hay
auxinas naturales que son sintetizadas a partir del dcido p-hidroxifenilacético (Epstein et
al. 1989), acido fenilacético (en chicaro) y nitrilos respectivos (Schneider et al. 1985) sin
embargo, hace falta mds investigacion sobre estos precursores.

Existen auxinas en tejidos vegetales que existen de manera conjugada y existen 4 formas
de encontrarlos: esteres con masa molecular pequefia, 1) AIA-mesoinosiltol, 2) ésteres
con masa molecular grande, AIA-glucan (maiz), 3) Amidas de molécula pequeifia en las
cuales el AIA esta unido por un enlace amidico-CO-NH- con aminoéacidos libres, acido
indol 3 aspartico, 4) forma conjugada de AIA con los péptidos o proteinas. Estas formas
conjugadas, tienen una funciéon como almacén de auxinas. Un ejemplo es el maiz, los
conjugadas de AIA se guardan en el endospermo en grandes cantidades y después de la
germinacion son hidrolizados, liberando la auxina, la cual es trasportada a la plantula
que germina (Cohen y Bandurski, 1982). Por otra parte, se ha estudiado en semillas de
frijol que existen cambios de AIA y sus formas conjugadas durante el desarrollo y
maduracién. La concentracion total de AIA fue constante en las semillas durante todo el

periodo de desarrollo. Sin embargo, el nivel de AIA libre disminuyd, de igual forma
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disminuyo el contenido de ésteres de AIA pero incrementé el contenido de amidas. De
esta forma, se formaron péptido de masa molecular de 3.6 kDa (Tillberg 1974).

En semilla de soya se sintetiza una gran cantidad de auxina durante su desarrollo, la cual
es liberada a diferentes 6rganos de la planta en forma de conjugados (Feung et al. 1973).
Algunas auxinas sintéticas son el 4cido 3 indolbutirico, dcido naftl-1-acético, dcido
naftil-1-acético, naftl-1-acetamida, estas auxinas sintéticas al aplicarse a la planta
forman conjugados similares al AIA. Por el contrario, el catabolismo del AIA estd
relacionada con la disminucién de la concentracion elevada de esta hormona en los
Organos, de tal forma que el crecimiento del tallo se detiene cuando ya no hay
suplemento de auxinas, por lo que para el crecimiento de los tejidos se debe suministrar
auxinas de manera constante. Actualmente, se sabe que hay cuatro auxinas naturales:
acido indol-3-butirico, 4cido fenilacético y el acido 4 cloro-indolacético (Cohen y
Bandurski 1982). Por mucho tiempo se ha pensado que las auxinas se sintetizan a partir
del Trp, sin embargo, existen otras rutas de sintesis de las auxinas que no pasan por el
Trp. A estas rutas se les denominan “ruta independiente del Trp”. La sintesis de auxinas
por medio de otros precursores se descubrié en mutantes Arabidopsis, la cual no podia
sintetizar auxinas a partir de Trp y que la ruta independiente se sintetiza en los plastidios
mientras que la ruta dependiente de Trp se lleva a cabo en el citoplasma (Hamilton et al.

1971).

2.10.2 Citocininas (CKk)

Estas hormonas desempefian un papel importante en todo el ciclo de vida de la planta,
desde la germinacion hasta la senescencia. A nivel celular inducen la expresion de
algunos genes, promueven la mitosis y el desarrollo del cloroplasto, asimismo participan
en la liberacion del capullo de la dominancia apical o al inhibir el crecimiento de la raiz
(Riefler et al. 2006). La kinetina es la citocinina mas conocida, tiene un anillo en la
posicion N6 de la adenina y ha sido identificada tanto en el ADN animal como en
extractos de tejido vegetal (Barciszewski et al. 2000).

Las citocininas y las auxinas se han identificado como sustancias quimicas que controlan
el crecimiento y desarrollo de la planta, de tal manera que el desarrollo de la raiz y del

tallo depende de la proporcién de citocinina y auxina, esto se demostré empleando como
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material vegetal al tabaco. Por otra parte, la diferenciacion de estos dos érganos se puede
hacer al cambiar la concentracién de estas dos hormonas. Altas concentraciones de
citocininas promueven el desarrollo del tallo mientras que altas concentraciones de
auxinas promueven el desarrollo de la raiz y una proporciéon de ambas hormonas tiene
como efecto un crecimiento desorganizado (Alexieva y Karanov 1992).

Las citocininas promueven la division celular en plantas y aletargan el envejecimiento,
determinan procesos como estimulacién de biosintesis de los acidos nucleicos y de
diferentes proteinas, enzimas, proteasas y ribonucleasas. Asimismo, estimulan la
germinacion y acortan el periodo de latencia en las yemas (Bollmark y Eliasson 1990).
Su biosintesis se realiza en los dpices de las raices y en tejidos meristematicos como el
cambium, las yemas en desarrollo, los frutos jévenes o semillas en germinacion, brotes y
hojas (Chen et al. 1985); sin embargo, Tamas et al. (1989) mencionan que la zeatina se

sintetiza en la zona basal de los brotes y disminuye hacia el dpice.

Existen dos formas de sintetizar citocinina en la planta 1) cuando se libera la molécula
de citocinina de tRNA y 2) formacién de novo. Respecto a esta ultima, el precursor es la
parte purica de la adenina de la molécula de citocinina y el d4cido mavelénico como
precursor de la cadena lateral (Mooney y Van Staden 1986). El transporte se puede
realizar tanto en el xilema como en el floema (Biondi et al. 1984). Sin embargo, existe la
posibilidad de la poca movilidad de esta molécula, por ejemplo, se ha demostrado en
ensayos que el trigo al enfriarse de 24°C a 4°C ocasiona que el nivel de citocininas en la

hoja disminuya de manera inmediata.

Tanto las citocininas naturales como las sintéticas que se acumulan en el tejido son
convertidas tanto en fuente de reserva de compuestos que son biolégicamente activos

como no activos que participan como reserva y forma de transporte (Blakesley 1991).

Se ha descubierto que existe una relacion entre las citocininas y las auxinas, siendo esta
ultima la que disminuye la concentracién de citocininas. Borkowska y Litwinczuk
(1993), indican que las citocininas transportan informacion a corta distancia, al parecer

las auxinas regulan la sintesis de citocininas.
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Es importante mencionar, que las auxinas y las citocininas regulan el ciclo celular de la
planta. Por ejemplo, en tabaco la auxina interfiere en el ciclo celular al incrementar la

sintesis de proteinas CDK, asi como interferir en la destruccién de las proteinas del ciclo

Respecto las citocininas, al suprimir la provisiéon de citocininas en tabaco, el ciclo
celular se detuvo en la fase G». Sin embargo, al agregar citocininas, se defosforila la

tirosina 15 de CDK y se restablece la actividad de la mitosis.
2.10.3 Giberelinas (Ga)

En las flores, los estambres proveen las GA, de tal forma que promueve la viabilidad del
polen y después de la fecundacion, la viabilidad del 6vulo fecundado (Greyson y Raman
1975). El crecimiento rapido del tubo polinico se debe al AG;. Asimismo, esta hormona
influye en el desarrollo del embrion en las fases tempranas, y si existe bloqueo en la

sintesis de esta hormona en la floracion, la planta aborta el embrion.

En chabacano se identific6 que en las flores habia una concentracién de 330 ng/g de
GA1/GA3 durante el periodo de latencia. En semillas y frutos en desarrollo, la
concentracion de GA es mayor que en los tejidos. En los primeros dias de fecundacion
(20 dias), el embrion en desarrollo contiene una alta concentracién de GA y aumenta
hasta la tercera semana de la fecundacién, posterior a ese tiempo disminuye su
contenido. Mientras tanto, se empieza a desarrollar el mesocarpio, endocarpio y nucela,
en donde la concentracion de giberelinas se incrementa en esa parte. De igual forma, es
hasta la tercera semana de desarrollo cuando las GA dejan de tener una elevada
concentracion en estos tejidos, posteriormente comienza una disminucién en la sintesis
de GA en la octava o novena semana de crecimiento en las semillas y endocarpio. Sin
embargo, en el mesocarpio el contenido de GA es elevado, esto indica que en este tejido
se sintetiza GA sin necesidad de transportarse desde la semilla (Jackson y Coombe
1966). En las semillas la GA interviene en la salida de la latencia y en la germinacion;
Halinska et al. (1987), observaron que en semillas de manzano durante su estratificacion
hay un incremento en el contenido de GA, las GA son liberados de sus conjugados y se
pueden obtener a partir de novo. En semillas de especies como manzano, trigo, arroz se
ha observado que hay una concentraciéon muy elevada en el eje del embrién al término

de la latencia (Zarska—Maciejewska 1980).
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2.11 Extraccion y purificacion de fitohormonas

Para la identificacion y cuantificacion de las hormonas vegetales se debe homogenizar la
muestra y extraer las hormonas con el solvente indicado con la finalidad de descartar
moléculas que pueden interferir con la identificacién de los compuestos de interés y asi
obtener una muestra pura para el andlisis final. La eleccion del método de extracciéon y
purificacién depende de la naturaleza del analito, tipo de andlisis y equipo disponible.

La homogenizaciéon del material vegetal se puede hacer en fresco o con la muestra
congelada haciendo la extraccion en frio, macerando la muestra y agregando el solvente
adecuado. La homogenizacion se debe realizar en frio para evitar actividad enzimatica
que permitan cambios en la actividad metabdlica o degradacién quimica de los
compuestos de estudio (Sandberg et al. 1987).

La naturaleza del solvente para realizar la extraccion puede ser metanol, mezcla de
metanol y agua o buffer de pH neutral. Se debe considerar el tiempo de extraccion pues
si el analito se deja mucho tiempo en el solvente existe la posibilidad que el analito se
rompa o que los conjugados de la hormona se hidrolicen. Para evitar la ruptura
enzimatica o quimica del analito la extraccion se puede hacer a bajas temperaturas (4°C).
En ocasiones se puede agregar al extracto un antioxidante como &cido
dietilditiocarbdmico para prevenir ruptura no enzimdtica de ciertos compuestos como
AIA (Moritz 1996).

Con el tiempo, se han desarrollado métodos de purificacion especificos, dependiendo de
la naturaleza del analito y del anélisis final a realizar, ya sea cualitativo o cuantitativo.
La purificacién del extracto vegetal se realiza haciendo una fracciéon del solvente y
purificacion en columnas de extraccion en fase sdlida (SPE-solid phase extraction) de
silica o polimeros. Estas columnas remueven las sustancias que interfieren en el extracto
(Rivier y Crozier 1987). De igual forma, el grado de purificacion de la muestra depende
del método de deteccion fisicoquimico, equipo disponible y la naturaleza del metabolito.
Las columnas SPE pueden estar formadas por silica, carbén o polimeros, en donde el
analito se une a la columna por interaccién con la fase sélida y las sustancias que
interfieren en la lectura son lavadas de la columna empleando el solvente adecuado.
Finalmente, el analito es eluido de la columna empleando un solvente mds fuerte

(Edlund et al. 1995).
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La precision del andlisis depende de los errores cometidos, la naturaleza del material
vegetal que puede variar debido a su especie, muestreo, peso, proceso de purificacion y
equipo. Respecto a la Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (HPLC) es el método
mds comtin para la identificacién de hormonas vegetales, empleando la fase reversa C18
(Guerrero et al. 2001), para ello se emplean gradientes y mezclas de metanol, agua y
acido acético como fase movil (Sandberg et al. 1987). Para reequilibrar la columna
después de cada muestreo se utiliza un procedimiento isocratico ya que después de cada
andlisis se consume tiempo y solvente lo que desajusta la columna (Lebuhn y Hartmann

1993).

2.12 Ciclo celular y fisiologia de la semilla

Uno de los efectos moleculares del 4cido abscisico es reprimir la sintesis de DNA y
restablecer el citoesqueleto formado por microtibulos durante la transicion de las fases
de la maduracion y latencia. Algunas semillas de tomate que han sido modificadas
genéticamente pueden germinar durante la etapa de histodiferenciacion del embridn,
pero las plantulas no llegan a ser viables. En esta etapa, los embriones que se encuentran
en la etapa torpedo no estdn completamente diferenciados y el ciclo celular es intenso,

en peso seco bajo y alto contenido de humedad (De Castro 1998).

En semillas de tomate con dormancia primaria De Castro et al. (2001) observaron que
no existe actividad celular en el embrién cuando se incuba en la oscuridad, aun por
periodos largos de ausencia de luz. Asimismo, identificaron que el nimero de 4C del
nicleo de DNA no incrementa y no hay sintesis de tibulos y microtubulos. Deltour
(1985), menciona que durante la fase de maduracién de la semilla, ciertas especies de
embriones que se encuentran en la etapa de latencia mantienen su ciclo celular en la fase
G1, mientras que en otras especies las células embrionarias se mantienen en la fase G2.
Bino et al. (1992) han empleado la citometria de flujo para determinar las etapas de
replicacion nuclear en semillas de tomate (Lycopersicon esculentum) y chile (Capsicum
annuum) durante las etapas de sintesis y germinacién. Sin embargo, Bino et al. (1993),
encontraron que en la mayoria de las semillas completamente maduras y secas de tomate

y chile, las células embrionarias se encontraban en la etapa G1. Cabe mencionar que
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Goldbach (1979), menciona que durante la etapa de maduracién de la semilla, ABA,
induce la dormancia en semillas ortodoxas e inhibe la germinacién en semillas
recalcitrantes, segiin Evans (1984), ABA inhibe la division celular y por lo tanto juega
un papel en el detenimiento de la actividad del ciclo celular en semillas (Bouvier-Durand
y Come 1989). El cese de la actividad del ciclo celular en la fase G1 es de valor
fisiolégico, Deltour (1985) propuso que la posibilidad del cese en la fase G1 puede hacer
semillas mas resistentes a condiciones de estrés. Sybenga (1972), compar6 células en la
fase G1 de aquellas que estdn en la fase G2, y observé que estas dltimas son mds
sensibles a factores que afectan la divisién nuclear y morfologia del cromosoma, tales
como radiacién y radicales libres, ello se debe a que hay el doble de crométidas en
células de la fase G2 como hay cromosomas en células de la fase G1. Segin Conger y
Carabia (1978) en especies como Lycopersicon esculentum, Capsicum annuum 'y
Dactylis glomerata la punta de la raiz es el primer tejido que entra en la fase de division
nuclear una vez que las semillas se han imbibido o estdn en un tratamiento osmotico.
Durante la imbibicion, el elevado contenido de agua en la semilla puede encender la
actividad del ciclo celular e inducir el comienzo de la germinacion. Es posible que
durante la etapa de maduracién y almacenamiento de semillas las condiciones externas
puedan afectar la proporcion 2C/4C de células embrionarias. Sin embargo, cabe la
posibilidad que niveles elevados de 4C se deba a semillas cosechadas en etapa tardia, al
no tener control de factores abidticos durante la produccién de semillas, la variacion del
ciclo celular 2C/4C en la punta de la raiz se puede deber a diferencias entre especies de
semillas y a factores externos (Bino et al. 1993).

Para realizar el andlisis de citometria de flujo, se deben considerar los reactivos que se
deben emplear para realizar los ensayos, pues muchas células vegetales tienen
composicion quimica diferente o metabolitos que llegan a interferir con la lectura
(Loureiro et al. 2007). Por lo tanto, es preferible emplear tejidos u érganos de plantas
que estén libres de inhibidores para estimar el tamafio del genoma, en algunas especies
vegetales se han empleado hojas y tallos, sin embargo, estos tejidos pueden ser
sustituidos por semillas (Sliwinska et al. 2005). En el caso de las semillas procedentes de
embriones ortodoxos, tienen sus células en la etapa GO/G1 del ciclo celular y esto es

necesario para el establecimiento del valor 2C. La presencia de nucleos de células del
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endospermo o embrién endoreduplicado en algunas semillas pueden ser obtenidos
mediante el aislamiento de dreas donde no ha ocurrido, por ejemplo, en la radicula

(Sliwinska et al. 2009).

Por otra parte, Bino et al. (1992) y Lanteri et al. (1993), al trabajar con tomate y chile
encontraron que la replicaciéon de DNA de la punta de la raiz precede la germinacion,
estas especies se caracterizan porque sus embriones al estar maduros entran en una etapa
de dormancia cuyos niveles de DNA es 2C, mostrando un paro en la actividad de la
replicacion nuclear en la etapa G1. Posteriormente, cuando las semillas son imbibidas en
agua, altas cantidades de DNA en la fase 4C fueron detectadas antes que la radicula
emergiera a través de la testa. Por lo que Bino et al. (1995), han considerado que la
cantidad de DNA por célula o la acumulacién de proteinas involucradas en la actividad
celular tales como la B-tubulina que puede ser usada como un indicador de germinacién

en semillas no durmientes.

De acuerdo a Karssen et al. (1983), el ABA es un metabolito que induce la dormancia en
semillas, ellos observaron que al trabajar con semillas de tomate mutantes sitw
deficientes de ABA no llegan a desarrollar la dormancia por completo durante el proceso
de maduracion. Observaron que los altos niveles de DNA durante la fase 4C en la
radicula de semillas secas maduras, en contraste con los niveles 2C del tipo silvestre. Sin
embargo, cuando las semillas del mutante de tomate gib-1 son deficientes en la sintesis
de GA son por lo tanto durmientes y al ser imbibidas no hubo germinacién sino hasta
que se agregd GA exdgeno las semillas germinaron (Liu et al. 1994). Liu et al. (1997),
llegaron a la conclusion que ABA es importante para que la célula se detenga en su ciclo
de division celular durante la fase G1 en la etapa de maduracion y el AG es una hormona
importante para que la célula entre en la fase 4C del DNA para que se inicie la
germinacion. Por lo que, tanto ABA como AG regulan la dormancia a través de procesos
que pueden ser seguidos por las cantidades de DNA en la punta de las raices de la
semilla.

En algunas especies arboreas, las semillas entran en dormancia profunda tiempo después
de alcanzar la madurez fisioldgica, como en el caso de Acer platanoides L. y para que la

germinacion suceda es necesario que la semilla esté himeda y pase por un tiempo de
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estratificacion (Ross 1996). Wareing (1982) indica que este fendmeno fisioldgico que se
presenta en semillas puede ser inducido por reguladores de crecimiento endégeno y por
influencia de efectos genéticos (Jarvis et al. 1997).

Pawlowski et al. (2004), encontraron proteinas asociadas con la ruptura de la dormancia,
observaron que después del periodo de hidratacion se sintetizaban mds proteinas y en
aquellas semillas que eran expuestas a estratificacion poco antes de la germinacion
aparecian las proteinas vinculadas con la ruptura de la dormancia, las cuales se podrian
localizar en el eje embrionario y en los cotiledones. Por otra parte, la divisién celular y
el crecimiento celular son funciones que regulan la transicién de las semillas de la
dormancia a la germinacién. En embriones completamente maduros de semillas de
tomate no durmientes y en chile la mayoria de los nucleos de las células meristematicas
se encuentran en la fase GO/G1 (2C del DNA) del ciclo celular. Toda vez que las
semillas son imbibidas, los nicleos entran en la fase G2 (4C del DNA) poco antes de
germinar, por lo que antes de la emergencia de la radicula hay una replicacién del DNA
(Liu et al. 1997). Sin embargo, Gornik et al. (1997), demostraron que no es necesario la
replicacion del DNA para que se realice la emergencia de la radicula, sin embargo para
que la plantula se desarrolle como tal es necesario la duplicacién del DNA. Por otra
parte, la imbibicién y la baja temperatura activan muchos mecanismos moleculares y
celulares que rompen la dormancia. Bewley y Black (1994), mencionan que los
mecanismos que se desencadenan con la imbibicion son sintesis de proteinas,
duplicacion del DNA y actividad de las RNA’s. En el caso de Acer platanoides
(ortodoxa) y Acer pseudoplatanus (recalcitrante) presentan un DNA de tipo 4C en
semillas durmientes. En semillas ortodoxas de cereza Prunus avium L. la mayoria del
nucleo es de tipo 2C DNA (Finch-Savage et al. 1998). Sin embargo, en las ultimas
etapas de estratificacion los niveles de DNA cambian en Acer platanoides y en Prunus
avium, mientras que en semillas recalcitrantes Acer pseudoplatanus no se presentaron
cambios. De acuerdo a Hodurkovd y Vyskot (2003), antes de la germinacion se deben
sintetizar las proteinas. Por otra parte, la actividad del ciclo celular estd asociada con la
dindmica espacial y temporal de microtibulos y proteinas asociadas a microtibulos

(Hepler y Hush 1996).
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3. JUSTIFICACION

El género Capsicum pertenece a la familia de las solandceas, que son originarias del
trépico y subtrépico de América, de las cuales algunas son de importancia econdmica ya

que se utilizan principalmente en la alimentacién humana (Heiser y Pickersgill 1975).

En la horticultura mexicana, el chile es uno de los cultivos mds importantes y el de
mayor consumo popular, especialmente en estado fresco, generando divisas para
Meéxico, ya que es el principal pais proveedor de Estados Unidos y Canada en los ciclos
invierno- primavera; es también de gran importancia social debido a la enorme cantidad
de mano de obra que requiere durante todo el ciclo agricola (Valadéz y Aguado 2009).
En Meéxico existe una gran diversidad de chiles en cuanto a forma, sabor, tamafio y
pungencia. Entre los principales se encuentran el jalapefio, serrano, habanero, ancho,
mulato, pasilla y piquin (Valadéz y Aguado 2009). El chile piquin se encuentra
ampliamente distribuido por toda la zona costera de México donde recibe un sinnimero
de denominaciones como chile de monte o chiltepin. Su hdbitat comin son los

cacaotales, huertos familiares, cocotales, platanares y potreros (Esparza 1987).

El chile piquin es un recurso forestal no maderable, el cual es importante en zonas
rurales, ya que la actividad econémica de esas poblaciones depende de este recurso.
Robles (2009) encontré que en la region del Rio Sonora (Sonora), hubo una derrama de
$18,200,000.00 en una producciéon de 70,000 kg a un precio de $260.00 kg. Lo que

muestra la importancia de esta especie en esa region en la época de recoleccion.

El precio registrado de esta especie en el mercado alcanza valores altos en algunas
regiones de México, en el Noroeste de México el precio es de $50.00/kg de chile verde,
los intermediarios lo revenden de $100.00 a $ 120.00/kg. Cuando ya no hay chile piquin
en el campo, se vende entre $500.00 y $600.00/kg de fruto seco (Montes et al. 2006). En
la region Huasteca del pais el precio del chile piquin es de $30.00 a $60.00/kg en verde,
y de $ 80.00 a $ 140.00 en seco. En Querétaro el precio que pagan los intermediarios a
los recolectores es de $80.00 en verde y de $100.00 en seco por kilogramo (Montes et al.

2006).
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Cabe recalcar, que se han realizado esfuerzos por cultivar esta especie de manera
doméstica, sin embargo, debido a que la semilla presenta dormancia, su
aprovechamiento a gran escala es minimo, por lo cual es importante investigar los
fendmenos hormonales asociados a la dormancia fisiolégica en el embrién e
involucrados en la germinacion, para tener mejor conocimiento en la toma de decisiones

en el aprovechamiento de este recurso vegetal.
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4. HIPOTESIS

La variacién en las concentraciones de fitohormonas durante el proceso de maduracion

del fruto (poscosecha), afecta la latencia de las semillas y con ello su capacidad

germinativa.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar el papel cualitativo y cuantitativo de fitohormonas como agentes causantes

de latencia fisioldgica no profunda en semillas de chile piquin (Capsicum annuum var.

glabriusculum) y caracterizar su capacidad germinativa.

1y

2)

3)

4)

5.2 Objetivos particulares

Obtener plantas madre de chile piquin a partir de semillas, evaluar fenologia de
flores, hojas, frutos, caracterizar morfologia, determinar contenido de humedad,

peso de frutos y semillas.

Caracterizar cualitativa y cuantitativamente la presencia de fitohormonas (dcido
giberélico, auxinas y citocininas) como agentes de latencia fisioldgica no

profunda, en semillas de diferentes edades (poscosecha).

Establecer la relacion entre los niveles de concentracién de hormonas vegetales
(4cido giberélico, auxinas y citocininas) y la capacidad germinativa de las

semillas de chile piquin.

Determinar el estadio en el ciclo celular de los embriones de semillas de

diferentes edades y relacionarlo con la latencia.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Obtencion de material biolégico

Los frutos de chile piquin fueron colectados en el municipio de Linares, Nuevo Ledn,
por el Departamento Agroforestal de la Facultad de Ciencias Forestales de la
Universidad Auténoma de Nuevo Leén. Los frutos fueron colectados en mayo de 2014
por personal técnico y docente del Departamento Agroforestal, quienes tienen afios de

experiencia en la identificacion, colecta y manejo de chile piquin.
6.2 Analisis de viabilidad de semillas

Se realizaron pruebas de viabilidad a las semillas almacenadas a los 0, 3, 6, 9 y 12 meses
tanto a 4°C y 24°C. Para ello se tom6 una muestra de 10 semillas de cada edad y
temperatura de almacenamiento. Primeramente, se imbibieron las semillas en agua
destilada durante 24 horas en un tubo de ensayo previamente etiquetado con la edad y
temperatura de almacenamiento, posteriormente se decantaron las semillas y se procedi6
a realizarles un corte longitudinal y se imbibieron en una solucion de Tetrazolio, se
dejaron reposar durante72 horas. Al termino de este tiempo, se procedié a observar la

tincion de los tejidos y asi identificar la viabilidad de las semillas.
6.3 Obtencion de plantas madre

Se obtuvieron frutos silvestres de chile piquin colectados por personal de la Facultad de
Ciencias Forestales, de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledén, procedentes de
Linares, Nuevo Le6n. Se seleccionaron aquellos frutos rojos, maduros, sin manchas, de
buena apariencia y se extrajeron manualmente las semillas de color amarillo, de buen

tamafio, sin dafio mecdnico ni manchas y sin presencia de hongos (Figura 10).

Posteriormente, se seleccionaron 500 semillas y se sumergieron en una solucién de 250
mL de Biogib y se dejaron imbibir durante 24 horas, al cabo de este tiempo, se procedié
a sembrar una semilla por cavidad, en una mezcla de sustrato comercial, en semilleros
de polietileno (Figura 11). Las semillas se sembraron y germinaron 7 dias después, se
colocaron las charolas en el invernadero ubicado en la Unidad C de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas, para resguardarlas de la época de invierno (Figura 12).
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Cuando las plantulas tenian 5 meses de edad se hizo un primer trasplante,
posteriormente a los 8 meses de edad de las pldntulas se hizo un segundo y ultimo
trasplante a una maceta de mayor volumen. Con ello se obtuvieron 400 plantas de chile
piquin para evaluar la capacidad germinativa de las semillas a los 0, 3, 6, 9 y 12 meses
de edad (Figura 10) y la fenologia. Sin embargo, en la época de calor las plantas fueron
atacadas por el pardsito arafa roja (Tetranychus urticae) por lo que las plantas se
trasladaron al vivero, ubicado en la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Unidad A. Cabe
mencionar, que antes del traslado al vivero, las plantas se fumigaron con el producto
comercial Biothrine 10 ml/It de agua dos dias consecutivos, posteriormente se fumigaron
durante un mes, cada 15 dias. Al término de este tiempo y al no observarse la presencia
del pardsito se trasladaron las plantas de chile piquin al vivero. Sin embargo, se aplico

una ultima dosis del producto comercial para evitar la reaparicion del pardsito.

Figura 10. Frutos de chile piquin. Primera colecta de frutos de chile piquin obtenidos
del cultivo de plantas madre, a. Semillas de chile piquin, fueron almacenadas a 0, 3, 6, 9
y 12 meses de edad a 4°C y 24°C, b.
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Figura 11. Tratamiento con giberelinas comerciales. Producto comercial Biogib,
giberelinas comerciales que promueven la germinacién, a. Imbibicién de semillas de
chile en 10 g de Biogib durante 24 horas, b. Pasadas las 24 hs de imbibicién, las semillas
son sembradas en semilleros de polietileno y en una mezcla de sustrato comercial, c.

Figura 12. Plantulas de chile piquin. Obtencién de plantulas de chile piquin en

invernadero de 2 meses de edad.

6.4 Evaluacion fenoldgica de plantas de chile piquin

Del lote de plantas para evaluar la fenologia, se tomaron 5 plantas al azar, se etiquetaron
los botones florales del 1 al 5 en cada planta, posteriormente, se registr6 cada mes el
desarrollo del botén floral hasta la madurez del fruto, asi como el brote de hojas hasta la
etapa adulta, segin la metodologia de Fournier (1974). La evaluacién se hizo durante un

afio en las estaciones primavera-verano y otofio-invierno.

47



Los parametros a evaluar fueron los siguientes:

1) Hojas adultas

2) Brotacién

3) Botones

4) Término de floracién

5) Frutos en inicio de desarrollo
6) Frutos en pleno desarrollo

7) Frutos maduros

8) Frutos abiertos

9) Caida de frutos y/o semillas
10) Caida de hojas

Escala de observacion de parametro segin metodologia de Fournier (1974):

1) Ausencia de etapa fenoldgica

2) Presencia del parametro 1% al 25%
3) Presencia del pardmetro 26% al 50%
4) Presencia del parametro 51% al 75%
5) Presencia del parametro 76% al 100%

Una vez recabados los datos, se procedid a construir un fenograma que permitio

observar las fenofases de la especie en estudio, las cuales fueron las siguientes:

1) Brotacién y hojas adultas
2) Botones y término de floracion

3) Frutos en inicio de desarrollo y frutos en pleno desarrollo

Las fenofases se evaluaron de acuerdo a la técnica de Fournier (1978), quien propuso un
método semicuantitativo basado en una escala de valores del O al 4 que describen los
rangos de porcentaje en cada fenofase (Figura 13). El célculo porcentual se realizé de
manera mensual, utilizando la ecuacién mostrada abajo adaptada por Fournier (1978) y

Silva et al. (2014).
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F=(M)x 100
nx4d

Dénde:

F = porcentaje semanal de la fenofase (%)
a = valor de la fenofase de cada individuo
n = nimero muestral

4 = valor maximo que puede alcanzar un individuo en una fenofase

Figura 13. Fenologia de chile piquin. Se muestra seleccion de ejemplar de chile piquin
con diferentes fenofases para ser etiquetadas y evaluadas.

6.5 Caracterizacion morfolégica, contenido de humedad, peso de frutos y semillas

Se colectaron frutos de 5 plantas al azar (Figura 14), posteriormente se eligieron
aleatoriamente los frutos frescos para pesarlos y medirlos (Figura 15), se extrajeron las
semillas (Figura 16), finalmente se procedi6é a medir las semillas con un vernier digital
(Figura 17). Para registrar el peso de frutos y semillas se utilizé una balanza analitica
(Figura 18). Los pardmetros evaluados en los frutos son la longitud (mm), ancho (mm) y
peso (mg). Para las semillas se midi6 la longitud (mm), ancho (mm), grosor (mm) y el

peso (mg).
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Figura 14. Frutos para Figura 15. Morfometria de Figura 16. Extraccién de
morfometria fruto de chile piquin semillas para morfometria

Figura 19. Extraccion de Figura 18. Peso de semillas de Figura 17. Morfometria de
semillas para contenido de chile piquin semillas
humedad

Figura 20. Paquete de 10 Figura 21. Estufa de secado de

semillas para contenido de semillas de chile piquin
humedad 50



6.6. Contenido de humedad

Se eligieron frutos de 5 plantas al azar, se extrajeron las semillas (Figura 19) y se
formaron 40 paquetes de 10 semillas (Figura 20), posteriormente se utilizé una balanza
analitica para determinar el peso fresco de las semillas (Figura 18). Se deshidrataron los
40 paquetes en una estufa a 103°C durante 48 h (Figura 21), pasado este tiempo se
procedié a colocarlos en un desecador, se extrajo cada paquete del desecador para
obtener el peso seco de cada uno con una balanza analitica. Finalmente, para la

obtencion del contenido de humedad se aplico la siguiente férmula:

PF5 — PSS
g Humedad en la semilla = T % 100

Doénde:

PFS= peso fresco de semillas

PSS= peso seco de semillas

6.7 Determinacion del contenido de acido giberélico, kinetina y triptéfano en

semillas por HPLC

Se colectaron todos los frutos maduros (rojos) de las plantas y se seleccionaron aquellos
que tuvieran buen tamafio, forma y que estuvieran libres de patégenos o dafio mecanico.
Cuando se obtuvieron los frutos maduros, se separé un lote de frutos recién cosechados
para evaluar el contenido de hormonas de interés. Al sobrante de frutos se procedid a
deshidratarlos a temperatura ambiente 24°C (lote 1), mientras que otro grupo de semillas
se almacend a 4°C (lote 2), cada 3 meses se tomaron aproximadamente 30 frutos, se
extrajeron las semillas y se eligieron aquellas que estuvieran sanas, sin dafio mecénico y
sin presencia de patdgenos. Posteriormente, se liofilizaron las semillas (Figura 22),
durante 36 h, en seguida se colectaron y almacenaron durante 72 h en un congelador a -
72°C. Después de este tiempo, se maceraron las semillas (Figura 23) y se formaron 5
repeticiones de semillas (50 mg). Cada repeticion se guardé en un tubo eppendorf y se

etiquetd del 1 al 5. La extraccion de hormonas vegetales se realizé al agregarle a cada
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tubo eppendorf 1.5 mL de metanol al 80% (Figura 24). En seguida, se sonicd cada
repeticion durante 10 min (Figura 25), y se procedi6 a refrigerarlo durante 72 h.
Posteriormente, las muestras se homogeneizaron agitando durante 5 min en un vortex,
después se centrifugaron durante 15 min a temperatura ambiente y se obtuvo el extracto
con una jeringa y se pas6 a un nuevo tubo eppendorf, previamente etiquetado. Para la
purificacién de las hormonas extraidas se usd la técnica de extraccién en fase solida
utilizando cartuchos de extraccion de silica C18 (Phenomenex). Para ello, se lavaron 10
cartuchos de extraccion de silica C18 con 3 mL de agua destilada y 3 mL de metanol
grado HPLC. Una vez lavadas las columnas, se procedié a filtrar cada extraccion, se
recuper6 cada filtracién de cada repeticion en un tubo eppendorf etiquetado, después se
hizo un lavado de la columna con una mezcla de 1 mL de metanol al 20% con 0.1% de
acido férmico, se recuperd el eluente con un tubo eppendorf y se etiquetd segun el
nimero de repeticion que le corresponde (Figura 26). Finalmente, se hizo otro lavado de
2 mL con metanol al 80% y de igual manera, se recuper6 el eluente con un nuevo tubo
eppendorf, previamente etiquetado. Posteriormente, se vacid 1 mL de cada repeticién en
un vial, previamente etiquetado, para analizarlo por HPLC (Figura 27). Este
procedimiento se repitié a los 3, 6, 9 y 12 meses de almacenamiento de semillas para los
lotes 1 y 2. Para la obtencién de los resultados, se utilizaron los datos obtenidos con el

primer lavado (metanol 80% + 0.1% &4cido férmico).

Para el andlisis de hormonas vegetales se utilizd6 un equipo HPLC marca Agilent

Technologies modelo 1200 series.

Las lecturas de las muestras se obtuvieron aproximadamente 48 h después de su anélisis,
para la obtencion de la concentracion de las hormonas vegetales, en ppm, se considero la
férmula matematica de la recta y = mx + b, la amplitud del pico y el tiempo de retencién

en el que aparecio la fitohormona de interés.
Doénde:

y= concentracion de la hormona vegetal (ppm)
x= drea o amplitud del pico

m= pendiente (interseccion de puntos)
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Figura 22. Liofilizacion.
Deshidrataciéon de semillas
de chile piquin por 36 h.

Figura 23. Maceracién. Pulverizacion
de semillas de chile piquin para
extraccion de hormonas vegetales.

Figura 24. Extraccién. Extracto hormonas Figura 25. Sonicacion.
vegetales realizada con metanol 80%. Homogenizacién de extraccion de
hormonas mediante sonicador.
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Figura 26. Extraccion en fase sélida en Figura 27. Andlisis de extractos de
columna C18. Extraccién de hormonas fitohormonas por HPLC. Identificacion de

vegetales por afinidad qufmica con giberelinas, triptéfano y kinetina.
columna de gel silica.

6.7.1 Condiciones Cromatograficas

La separacion cromatografica se realizd en forma isocritica en una columna de fase
reversa C18 utilizando como fase movil, una relaciéon metanol-acetonitrilo 0.5% (5:5

v/v), previamente desgasificada y a una velocidad de flujo de 0.3 mL/min a 68 Bar.

La deteccion se realizo por fluorescencia a una A de excitaciéon de 280 nm y de emision

de 360 nm, a una sensibilidad baja.

La cuantificacién de las hormonas vegetales se bas6 en la medida del drea de los picos

de la muestra, interpolando en la curva de calibracion.
6.7.2 Linealidad

Se prepar6 una recta de calibrado de 5 puntos, con estandar interno de AG, Kinetina y
Trp, que se inyect6 por duplicado, con las siguientes relaciones de concentraciéon 10ppm,

20 ppm, 40 ppm, 60 ppm y 100ppm.

La linealidad del sistema en el intervalo de concentracion estudiado se comprobd
mediante andlisis de regresion por el método de minimos cuadrados lo cual se calculé

empleando la herramienta de andlisis de datos del Programa Excel.
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6.8 Evaluacion de la capacidad germinativa de las semillas

Del lote 1, se eligieron frutos frescos maduros de buen tamaiio, sin daflo mecdnico y sin
enfermedades. Del total de frutos seleccionados se tomaron 20 frutos recién cosechados
(edad 0 meses), de los cuales se extrajeron semillas, se seleccionaron aquellas que
estuvieran completas y libres de patégenos. Se separaron 100 semillas, de las cuales 50
no tuvieron ningln tratamiento, mientras que las otras 50 se sumergieron en una
solucién de Biogib (4cido giberélico comercial) en 250 mL de agua destilada, durante un
periodo de 24 h, posteriormente se colaron las semillas de la solucién y se sembraron en
un semillero de polietileno con una mezcla de sustrato comercial. Se hicieron 5
repeticiones de 10 semillas (una semilla por cavidad). Posteriormente se regaron con
agua de la llave y se colocaron en una cdmara bioclimatica a 25°C, finalmente se
procedié a regarlas diariamente y registrar la germinacion todos los dias durante un mes.
El resto de los frutos se separd en dos lotes, el lote 1 se almacené a 4°C y el lote 2 se
almacend a 24°C. Cada 3, 6, 9 y 12 meses de almacenamiento de las semillas se
sustrajeron semillas de cada lote para imbibirlas en una solucién de Biogib. El
tratamiento que tuvieron estas semillas fue igual al tratamiento que las semillas de la
edad 0, sin embargo, en este caso se sembraron las semillas haciendo 5 repeticiones de
10 semillas (una semilla por cavidad) almacenadas a 4°C, 4°C + AG, 24°C y 24°C + AG,
sembrando un total de 200 semillas, posteriormente se regaron con agua de la llave y se
colocaron en una cdmara bioclimdtica a 25°C y finalmente se procedié a regarlas

diariamente y registrar la germinacidon todos los dias durante un mes.

Cabe mencionar, que previo al ensayo de germinacion, se procedio a realizar una prueba
de viabilidad de las semillas mediante Tetrazolium (TZ). Para ello, se tomaron 4 frutos
de cada una de las edades (0, 3, 6, 9 y 12 meses), se extrajeron las semillas y se
sumergieron en TZ durante 3 dias, teniendo 3 repeticiones de 10 semillas (Figura 28).
Posteriormente, se extrajeron de la solucion y se hicieron cortes longitudinales de las
semillas con una navaja en una caja Petri, con la finalidad de corroborar la viabilidad de
la semilla y observar si estaban vivos los tejidos del endospermo y el embrién (Figura

29), para ello se utilizé un estereoscopio marca Leica. Finalmente, de acuerdo a los
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resultados obtenidos, se procedié a realizar los ensayos de germinacién con previo

conocimiento de que tan viables eran las semillas en cada edad.

El tretazolio se prepar6 de la siguiente manera: para preparar una solucién de reserva a
1%, se mezcl6 10 g de la sal de tetrazolio en 1 litro de agua destilada. Esta solucion se
almacend en un frasco de vidrio de color &mbar, en el refrigerador. Posteriormente, se
preparé 1 litro de solucién a 0.075% que es 75 mL solucién de reserva (1%) + 925mL de
H-»O.

Figura 28. Viabilidad de semillas. Imbibicién de semillas de chile piquin en tretazolio
para realizar prueba de viabilidad.

Figura 29. Corte histolégico en semillas de chile piquin de 3 meses de edad. Se observa
que se tifien los tejidos de almacenamiento y embridn, lo que indica que las semillas son
viables.
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6.9 Determinacion del ciclo celular por citometria de flujo
6.9.1 Preparacion de la muestra

Para este ensayo se utilizé el kit Cycle TEST™ PLUS DNA Reagent. Se seleccionaron
30 frutos frescos, de los cuales se obtuvieron las semillas y se procedié a extraer el
embridn, para tener al menos 100 embriones. Para ello, se imbibieron las semillas en 200
mL de agua destilada durante 24 h, para ablandar la semilla y extraer mas facilmente el
embridn. Posteriormente, se partieron y maceraron los embriones con una navaja en una
caja Petri y se le adicioné 1 mL de buffer (Triton-X) que se prepard segtin la técnica de
Galbraith (1983) la cual consiste en una mezcla con los siguientes reactivos: 45 mM
MgCl> 30 mM citrato de sédio; 20 mM MOPS; 0.1% (v/v) Triton X-100; pH 7.0. Ello,
para causar lisis celular y se dej6 reposar en la solucion durante 24 h. Posteriormente, se
recupero el lisado en un tubo eppendorf y se procedié a realizar tres lavados con la

solucién buffer del kit Cycle TEST™ PLUS DNA Reagent.

Las suspensiones celulares se centrifugaron a 400 rpm durante 5 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se decanto el sobrenadante. En seguida, se agregd 250 uL de
solucion A a cada tubo y se mezcld suavemente con la mano. No se uso6 el vortex. Esta
solucion se dejé actuar durante 10 min a temperatura ambiente y no se retird. Después,
se agregd 200 uL de solucién B a cada tubo y se mezcld suavemente con la mano. De
igual forma, no se uso el vortex y se dejé incubar durante 10 min a temperatura
ambiente, no se removieron las soluciones A y B. Posterior a este paso, se agregdé 200
uL de solucién C fria (4°C) a cada tubo, se mezcl6 suavemente e incubé durante 10 min
en la oscuridad en un refrigerador. Finalmente, las muestras se dejaron reposar al menos

3 h en la solucion C, pasado este tiempo pudieron ser analizadas en el citdmetro de flujo.
6.9.2 Lectura de muestras

Se utilizé un citémetro de flujo marca BD Accuri™ C6 Plus Flow Cytometer de la
compafifa BD Biosciences. Con una absorbancia de 488 a 640 nm, un emisor de

deteccion de 4 colores con filtros 6pticos cambiables.

Para la lectura de las muestras, primero se limpié y calibré el equipo con un buffer,

posteriormente se colocaron las muestras dentro del sensor para su lectura. Ya que el
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equipo estd conectado a una computadora, una vez lefas las muestras se guardaron los

gréficos y resultados obtenidos para su posterior uso.

6.10 Analisis estadistico

6.10.1 Caracterizacion morfologica, contenido de humedad, peso de frutos y
semillas

Los datos morfoldgicos se analizaron mediante un andlisis de varianza de una via y de

componentes principales. Se realiz6 prueba de Tukey para conocer las diferencias en los

andlisis univariados. Todos los anélisis se efectuaron con el paquete estadistico SPSS.

6.10.2 Determinacion del contenido hormonal

Para el modelo estadistico se establecid un experimento bajo un disefio de tratamiento
factorial y un disefo experimental completamente al azar. Se realiz6 un ANOVA y una
prueba de Tukey para saber si existian diferencias significativas, prueba de post hoc y

las diferencias significativas fueron determinadas en un nivel de confianza de p < 0.05.

6.10.3 Capacidad germinativa

Los datos fueron analizados usando andlisis de varianza (ANOVA) de una via con el
programa estadistico SPSS version 16.0. Las diferencias entre tratamientos fueron
examinadas con la prueba de Tukey, prueba de post hoc y las diferencias significativas

fueron determinadas en un nivel de confianza de p < 0.05.

6.10.4 Ciclo celular

Los resultados fueron analizados empleando un anélisis de varianza (ANOVA) de una
via con el programa estadistico SPSS version 16.0. Las diferencias entre tratamientos
fueron examinadas con la prueba de Tukey, prueba de post hoc y las diferencias

significativas fueron determinadas en un nivel de confianza de p < 0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Obtencion de plantas madre

Se obtuvo un total aproximado de 350 plantas de chile piquin de 500 semillas que se
sembraron en semilleros de polietileno, a los 7 dias de sembrado emergieron
aproximadamente 100 semillas. Por otra parte, se obtuvieron dos lotes de 125 plantas, un
lote se colocd en invernadero y otro lote en vivero. Las plantas en el invernadero
presentaron crecimiento mds rdpido que las colocadas al aire libre. Se observé que las
plantas colocadas en el invernadero al alcanzar su edad madura produjeron mayor

cantidad de flores y frutos que las colocadas en el vivero.
7.2 Evaluacion fenoldgica de plantas de chile piquin
7.2.1 Hojas y brotacién

La emergencia de las plantas se registr6 a los 8 dias de germinacion con la aplicacién de
Biogib, sin embargo, posterior a estos dias se reportd la emergencia de semillas, pero en
menor cantidad, no pasando los 20 dias de la siembra. Posteriormente, se realizo el
primer trasplante en el mes de marzo y el segundo y dltimo trasplante a finales de mayo
y principios de junio. De acuerdo a la literatura, el periodo de apariciéon de botones
después del primer trasplante varia segun la especie, pero se puede presentar usualmente
después de 30 dias de trasplante. En este estudio, el inicio de brotacién se presentd
aproximadamente 45 dias después del trasplante y terminé 15 dias después. Durante el
ensayo se reetiquetaron en repetidas ocasiones los botones y flores, sin embargo, no se
pudo dar seguimiento constante al desarrollo de los botones debido a lluvias y vientos
que ocasionaron la caida de los botones y flores. Cabe mencionar, que durante la etapa
de evaluacion se registraron temperaturas mayores a 35°C y de acuerdo a Maroto
(2002), senala que temperaturas elevadas causan la caida de botones, flores y frutos
influyendo en su morfologia. Se observo que el periodo de floracion y por lo tanto de
fructificacion se retrasé debido a los dos trasplantes que se hicieron, asimismo el
desarrollo de la planta fue afectado en el invierno ya que se reportaron temperaturas de

hasta 1°C.

59



Respecto a los resultados obtenidos, se evalu6 el desarrollo de hojas y brotacién de
plantas de chile piquin de un afio de edad para conocer su comportamiento durante un
afio (2016). Respecto a la brotacién de hojas se observd que en el mes de febrero se
registré la mayor brotacién en todo el afio (78.75%), la brotacién mds baja se registrd en
el mes de julio (37.5%). Sin embargo, se observa que a partir de los meses de febrero a
junio es cuando se mostré el mayor porcentaje de brotacién, siendo a partir de julio a
diciembre cuando la cantidad de brotes disminuyé (Figura 30). Respecto a las hojas
adultas, se observd que el minimo desarrollo se observé en el mes de marzo (16.56%).
Sin embargo, de los meses de abril a julio las hojas empezaban a alcanzar su etapa
adulta, siendo los meses de agosto y octubre cuando la planta mostré su maximo
desarrollo 95% y 93.75%, respectivamente. Ibarra et al. (1995) observo que altas
temperaturas en chile pimiento influyen de manera negativa en la produccion de partes

vegetativas, causando la defoliacién y disminucién de brotes.

Brotacion —li—Hojas adultas

Fenofase (100 %)

Mes

Figura 30. Fenologia de brotes y hojas adultas. Comportamiento fenoldgico de
brotacién y hojas adultas en plantas de chile piquin de enero a diciembre 2016.
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7.2.2 Botén y flor

Detlef (1995) menciona que la flor se desarrolla en etapas, para ello debe haber un
cambio de la etapa vegetativa a la fase reproductiva, el cual es regulado por la induccién
floral. La floraciéon estd regulada por factores genéticos, fisioldgicos y ambientales
(Amasino 1996). En este estudio los resultados obtenidos al evaluar el desarrollo del
botén se observaron que en el mes de marzo se registrd el 58.75% de presencia de este
fenémeno en las plantas de chile piquin. Sin embargo, se identificé que a partir de abril a
septiembre aumenté la cantidad de botones florales (Figura 31), siendo octubre el mes
que registr6 mayor produccion en las plantas (82.5%). Para el término de floracién, se
senalo los meses de agosto y octubre con menos presencia del pardmetro en observacion
(25% en ambos meses). Sin embargo, en febrero alcanz6 su méxima aparicion, 41.25%,
siendo a partir de marzo a julio cuando disminuy¢ la floracién. De acuerdo a los estudios
de fenologia realizados por Gentry (1942), las plantas de chile piquin alcanzan su
madurez reproductiva entre los seis y diez meses de edad. La etapa de floracion
comienza en mayo y termina en agosto, mientras que la etapa de fructificacion es de
junio a octubre. Sin embargo, de acuerdo a las observaciones por Maiti et al. (1994),

sefalan que la etapa de floracién se observa de marzo a abril y de julio a agosto.

La etapa de floracion y fructificacion son sensibles a los cambios de temperatura, ya sea
altas o bajas. En especies de plantas como Solanum sp y Capsicum sp el desarrollo de las
flores es afectado por los cambios en la temperatura influyen en la morfologia y nimero
de flores, causando baja producciéon de frutos o malformaciones frutales (Shuff y

Thomas 1993).
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Figura 31. Fenologia de botones y floracién. Comportamiento fenolégico de botones y
término de floracion en plantas de chile piquin de enero a diciembre 2016.

7.2.3 Frutos en inicio de desarrollo y en pleno desarrollo

Respecto a los frutos en inicio de desarrollo es en febrero cuando comienzan a
desarrollarse los frutos (35%), disminuyendo de marzo a junio (Figura 32), y siendo de
julio a octubre cuando presenta menor porcentaje (25%). Respecto a los frutos en pleno
desarrollo, no hubo mucha diferencia entre los valores mdximo y minimo para este
fendmeno, pues en abril alcanzaron su maximo valor (30%) mientras que en otros meses
se mostrd ausente esta caracteristica. Segin Gentry (1942), la fructificacién en chile
piquin es de junio a octubre. Por otra parte, en un ensayo realizado por Smith et al.
(1997) en Capsicum observaron que a temperaturas mayores de 35°C disminuia la
polinizacidn, nimero de flores y frutos. En el caso de Cabafias et al. (2005) obtuvieron
baja produccién de chile mirasol ya que durante su época de cosecha se registraron

temperaturas menores a 1°C.

62



Frutos en inicio de desarrollo Frutos en pleno desarrollo

Y]
[—]

[
th

Figura 32. Fenologia de frutos. Comportamiento fenoldgico de frutos en inicio de

desarrollo y frutos en pleno desarrollo en plantas de chile piquin de enero a diciembre
2016.

7.3 Caracterizacion morfolégica, contenido de humedad, peso de frutos y semillas
7.3.1 Longitud, ancho y grosor de semillas de chile piquin

La longitud de la semilla de chile piquin presenté un valor promedio de 3.22+0.29 mm,
respecto al ancho el valor medio fue 2.90+0.25 mm, el grosor de la semilla fue de
0.88+0.14 mm (Tabla 1). Estos valores son similares a los reportados por Herndndez-
Verdugo et al. (2012) quienes estudiaron pardmetros morfolégicos en fruto y semilla de
chile piquin procedentes de localidades del estado de Sinaloa, encontrando que para el
peso de una semilla el valor medio fue 2.9 mg, nimero de semillas por fruto 15.1 en el
noreste del pais, sin embargo, en localidades como Tehueco el valor medio fue 14.3, en

Alcoyonqui fue 12.3 y en Tabalé fue 10.0 todos en el estado de Sinaloa.
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Tabla 1. Longitud, ancho y grosor de semillas de chile piquin

Longitud Ancho Grosor
Planta
mm mm mm
1 3.26 £0.19 2.84+0.26 0.91+0.10
2 3.12+0.31 2.84+0.21 0.88+0.18
3 3.2740.28 3.06+0.26 0.82+0.20
4 3.21+0.37 2.92+0.26 0.83+0.07
5 3.24+0.29 2.81+0.23 0.95+0.08
Promedio 3.22+0.29 2.90+0.25 0.88+0.14

7.3.2 Longitud, ancho, peso de fruto, peso de una semilla y nimero de semillas por

frutos de chile piquin

La longitud del fruto de chile piquin present6 un valor medio de 8.08+0.90 mm, respecto
al ancho presentaron un valor promedio de 5.60+0.37 mm y el peso promedio del fruto
registré un valor de 109.03+27.10 mg, peso medio de una semilla 4.60+1.37 mg, y
numero de semillas por fruto reporté un valor de 13.48+3.03 (Tabla 2). Sin embargo,
Hernandez-Verdugo et al. (2012), realizaron un estudio en el noroeste de México
(Sinaloa) donde evaluaron la longitud del fruto 6.7 mm, ancho del fruto 5.9 mm, peso
del fruto 71.1, siendo este ultimo pardmetro de menor valor que el presentado en este
estudio. Sin embargo, al realizar ensayos de morfometria de semillas de la localidad de
Cuero de Vaca encontr6 que la longitud de los frutos era mayor con un valor medio de
8.7 mm el cual es muy similar al reportado en este estudio, un ancho de 7.2 mm, siendo
el peso del fruto 143.5 mg, ello se debe a que el numero de semillas registré un valor
medio de 24.3 con un valor de semilla promedio de 4 mg. Asimismo, evalu6 los mismos

parametros en la localidad de Tablén Viejo en donde observd que la especie de chile
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piquin presentaba valores pequefios los frutos de menor tamafio 5.5 mm, mas angostos
4.7 mm y el peso del fruto 39.1 mg reportando el valor mas pequefio respecto al nimero
de semillas por fruto 11.2 con el valor mds bajo referente al peso de semilla 1.9 mg.
Algunos autores sugieren que las caracteristicas morfoldgicas de una especie estdn
relacionadas con factores climéticos, asi Souza et al. (2010) encontraron que a mayor
precipitacion mayor produccion de frutos y semillas en Araucaria angustifolia. Sin
embargo, Koening et al. (2009) identificaron que factores geograficos como la latitud
tiene una correlacién negativa respecto al tamafio del fruto en Quercus macrocarpa.
Gruber y Galloway (2008) mencionan que las diferencias morfoldgicas en la misma
especie ubicadas en diferentes condiciones geograficas estdn relacionadas con factores
climaticos y que el cambio climdtico puede ser un factor determinante debido al
aumento de temperatura, disminucion en la precipitacion y baja humedad lo que influye
en la distribucién y abundancia de especies (Hu et al. 2010) y este fenémeno continuaré
segin Anderson et al. (2009).

De acuerdo a los resultados obtenidos por Herndndez Verdugo et al. (2008) quienes
estudiaron tanto de manera silvestre como en laboratorio caracteristicas morfoldgicas de
poblaciones silvestres de chile piquin en el estado de Sinaloa y aseguraron que las
diferencias encontradas entre poblaciones de la misma especie estaban correlacionadas
positivamente por factores abidticos como la temperatura, precipitacion y humedad. De
acuerdo a Leubner-Metzger (2003), menciona que los factores que determinan la calidad
de la semilla y su produccién agricola son la genética, la morfologia y fisiologia. De esta
manera, se pueden observar variantes en las caracteristicas de la misma especie como en
tamafio, color, forma y color del fruto (IBPGR 1983). Estas diferencias que influyen en
la germinacion pueden ser el resultado de adaptaciones acumuladas en el paso del
tiempo (Meyer et al. 1995) asi como la influencia de factores climaticos, humedad,
precipitacion, temperatura, nutrientes, caracteristicas de la planta madre y manejo de la

semilla y fruto al momento de la cosecha y de la siembra (Wall et al. 2002).

7.3.3 Contenido de humedad

Respecto al contenido de humedad se observé que después de deshidratar las semillas de

chile piquin en una estufa a 103°C durante 48h, el resultado obtenido fue de 7% de
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contenido de humedad, este dato es similar (7.6%) al reportado por Ayala-Villegas et al.
(2014) al evaluar el contenido de humedad en chile de Arbol, chile Huajillo y chile
Ancho.

Tabla 2. Longitud, ancho, peso de fruto, peso de semilla y nimero de semillas por frutos
de chile piquin

Planta Longitud Ancho de Peso fruto Peso una Niimero de
fruto (mm) (mg) semilla (mg) semillas por
del fruto
fruto
(mm)

1 8.53+0.96 5.81+£0.36 127.04£28.52 5.20+1.26 14.10+3.63

2 8.53+0.96 5.58+0.42 104.19+28.03 4.22+0.97 12.70£2.71

3 7.85+1.24 5.34+0.23 06.56+22.18 4.66+1.20 11.9043.44

4 8.36+0.64 5.62+0.30 104.44+23.73 4.23+1.78 13.80+1.68

5 7.93+0.70 5.66+0.39 112.95+27.26 4.70+1.54 14.90+£2.92

Promedio 8.08+£0.90 5.60+0.37 109.03+£27.10 4.60+1.37 13.48+3.03

7.4 Determinacion del contenido de acido giberélico, Kkinetina y triptéfano en

semillas por HPLC
7.4.1 Kinetina (Kin)

De acuerdo con los resultados obtenidos, se apreci6 que existen diferencias
significativas (p<0.05) en la concentracion de kinetina en semillas de chile piquin a los
0, 3, 6,9 y 12 meses de almacenamiento a 4°C y 24°C. Cuando se comparo el contenido
de kinetina dentro de las semillas almacenadas a los 0, 3, 6, 9 y 12 meses, se observd
que no existen diferencias significativas a los 0, 3, 6 y 12 meses de almacenamiento
debido a que los valores registrados fueron muy similares. Sin embargo, cuando se
compararon los valores obtenidos a los 9 meses de almacenamiento se observo que
existen diferencias significativas (p<0.05) entre ellos, excepto en las semillas a los 9 y
12 meses ya que mostraron valores similares en el contenido de kinetina. Cuando se
analiz6 el efecto de la temperatura (24°C) en el contenido de kinetina en semillas de
chile piquin, se observd que existen diferencias significativas (p<0.05) entre la edad de

almacenamiento de las semillas.
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Se registré que a los 0, 3 y 6 meses de edad de almacenamiento de la semilla no existen
diferencias significativas ya que el contenido promedio de kinetina en esas edades fue
muy similar, sin embargo, existen diferencias significativas (p<0.05) en la kinetina a los
9 y 12 meses de almacenamiento (Figura 33). El mayor contenido de kinetina fue
registrado a los 9 meses de almacenamiento (12.10+1.81), mientras que el valor mas
bajo fue obtenido a los 0 meses (0.00+0.00). Por otra parte, cuando se analizé el efecto
de la edad de almacenamiento de la semilla. Al analizar el efecto de almacenamiento de
las semillas a 4°C en el contenido de kinetina en las semillas, se identificé que no hubo
diferencias significativas a los 3, 6 y 12 meses de almacenamiento, ya que el contenido
promedio de kinetina para estas edades fue muy similar (Figura 33). Sin embargo, se
observé que no hubo diferencias significativas (p<0.05) en el contenido de kinetina a los
9 meses de almacenamiento ya que a esta edad fue reportada la concentracion més alta

para este compuesto (1.25+0.50).
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Figura 33. Concentracion de kinetina en semillas de chile piquin. Los datos son
representados como media *+ desviacion estindar. El contenido de kinetina es
significativo (p < 0.05).
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Cuando se evalud la concentracion de la kinetina en semillas de chile piquin recién
cosechadas (0 meses de edad) no se observd concentracidon alguna. Sin embargo, si se
observo que el contenido de esta fitohormona fue influido por la temperatura y edad de
la semilla (Figura 33). Por lo que existen diferencias significativas (p<0.05) en la edad
de las semillas, siendo a los 9 meses de almacenamiento cuando la semilla alcanza
mayor valor tanto a 4°C (1.25£0.50 ppm) como a 24°C (12.10+1.81 ppm), caso contrario
se registrd cuando las semillas a los 3 meses de edad mostraron menor valor, pero muy
similar, a 4°C (0.06£0.06 ppm) y 24°C (0.08+0.12 ppm). Cabe mencionar, que en ambas
temperaturas de tratamiento se observé que a los 12 meses de edad de la semilla

disminuye la concentracion de kinetina en la semilla.

Suttle y Banowetz (2000) estudiaron el efecto del almacenamiento poscosecha y
temperatura en los niveles endégenos de cis-zeatina y cis-zeatina ribosido en papa
(Solanum tuberosum L.). Después de ser cosechados los tubérculos, se midieron los
valores de cis-Z 25 pmol/g y 8 pmol/g de cis-ZR, los tubérculos que se almacenaron a
3°C duplicaron la concentracion de citocininas a los 25 dias de almacenamiento, sin
embargo, los tubérculos almacenados a 20°C duplicaron la cantidad de hormonas hasta
los 53 dias de almacenamiento. Concluyendo, que las citocininas son sensibles a la
temperatura de almacenamiento, lo que se refeleja en el tiempo para duplicar la cantidad

de hormona.

En un estudio realizado por Emery et al. (1998), observaron que la concentracién de
citocininas fue mas alta conforme la division celular terminé que fue a los 14 DAPS, en
un rango de 2.7 a 18.2 nmol, segun el tejido. Las concentraciones mds altas fueron
medidas en el fluido del endospermo y en los embriones. Estos dos tejidos presentaron
de 2 a 67 veces mds concentracion de citocininas que en otros tejidos. A los 30 DAPS
durante el llenado de la semilla, la concentracion total de citocininas disminuyé y
continud declinando a menos de 0.3 nm, ya al final del término de llenado de la semilla,
a los 40 DPAS.

Gutiérrez et al. (2007) encontraron un segundo metabolito que opera durante el periodo
de transicion a la fase de desecacion Fait et al. (2006) en el cual el metabolismo de la

semilla cambia de la acumulacién de aceite al almacenamiento de proteina que
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incrementa en el contenido de aminodcidos libres, azicares y dcidos grasos degradados.
Este cambio metabdlico, podria estar involucrado en el control de la maduracién tardia.
Durante esta udltima fase de desarrollo, la acumulacion de sucrosa mostré ser un
prerrequisito para la adquisicién de la tolerancia a la desecacién (Buitink et al. 2006).
Ademais de proveer la energia requerida para la fase de desecacion (Chia et al. 2005) el
ultimo cambio metabdlico conduce a la produccién de metabolitos que pueden llegar a
ser rapidamente disponibles durante la imbibicidn, antes de la movilizacién.

Emery et al. (2000) identificaron citocininas y las cuantificaron mediante el uso de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS) en tejidos en
xilema y floema en frutos de Lupinus albus. Los andlisis fueron iniciados en la etapa de
desarrollo de la antesis e incluyd las etapas de vaina, embriogénesis y llenado de la
semilla hasta la maduracion fisiologica. Observaron que en los primeros 10 DPA, los
ovarios fertilizados acumularon citocininas. Encontraron en el endospermo 20 nmol de
citocininas y en la testa 15 nmol, mientras en las semillas la concentracién de 0.6 nmol,

la cual fue diminuyendo rdpidamente a menos del 1% en la madurez fisioldgica.

7.4.2 Triptofano (Trp)

Cuando se analiz6 el contenido de triptéfano en semillas almacenadas durante 0, 3, 6, 9
y 12 meses a 4°C y 24°C, se observd que hubo diferencias significativas entre la edad y
temperatura. Existen valores significativos en el contenido de triptéfano segun el tiempo
de almacenamiento de la semilla (Figura 34). Se identifico que a 4°C, a los 0 y 3 meses
de almacenamiento no existen diferencias significativas en el contenido de triptéfano en
semillas de chile piquin dado que los valores registrados eran muy similares, 10.00+0.06
and 11.46+0.32, respectivamente, sin embargo, para las siguientes edades de
almacenamiento (6, 9 y 12) hubo un incremento gradual significativo (p<0.05) en el
contenido de este aminodcido en semillas que estan relacionadas con la madurez de la
semilla, de esta manera se registré que el contenido de triptéfano fue a los 9 meses de
almacenamiento (34.56+3.69). Por otro lado, no hubo diferencias significativas en Trp
en semillas almacenadas a los 24°C a los 0, 3 y 6 meses, sin embargo, hubo diferencias

significativas (p<0.05) en la concentracion de este aminoacido a los 9 y 12 meses de
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almacenamiento 34.56+3.69 y 28.18+1.84, respectivamente. Las semillas almacenadas a
4°C mostraron valores significativos cuando tenfan 9 meses de almacenamiento
(27.37£2.65), sin embargo, las semillas de 3, 6 y a 12 meses de almacenamiento no
mostraron valores significativos (Figura 34). Cuando se compararon los valores entre
edad y temperatura, los valores significativos en el contenido de Trp de semillas
almacenadas a 4°C y 24°C a 12 meses. Sin embargo, no hay diferencias significativas en

el contenido de Trp en ambas temperaturas de almacenamiento a 0, 3 y 6 meses de edad.
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Figura 34. Concentracién de triptéfano en semillas de chile piquin. Los datos son
representados como media + desviacion estindar. El contenido de triptéfano es
significativo (p < 0.05).

La concentracion de este aminodcido es mediada tanto por la temperatura como por la
edad de la semilla. El contenido a los 0 meses de edad de la semilla es el mds bajo
(10.00+0.06 ppm) en comparacion con las otras edades de la semilla. Se observa que en
ambas temperaturas (4°C y 24°C) el contenido de Trp incrementa conforme aumenta la
edad de la semilla, sin embargo, fue a los 9 meses de edad cuando se registré6 mayor

valor para el precursor del AIA tanto a 4°C (27.37+2.65 ppm) como a 24°C (34.56+3.69
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ppm). De igual manera, es a los 12 meses de edad de almacenamiento de la semilla

cuando la concentracién de Trp comienza a disminuir (Figura 34).

Dobrev et al. (2005) compararon los resultados obtenidos en la cuantificacion de acido
indol acético en dos equipos diferentes, 2D HPLC la cual es una técnica que permite
obtener una muestra mas pura y GC-MS, encontraron en el tallo de Arabidopsis thaliana
una cantidad de 10.52 pmol de IAA, mientras que en hojas maduras de tabaco
identificaron 13.77 pmol de IAA y 54.97 pmol en hojas jovenes, y en trigo obtuvieron
5.86 pmol de IAA de la parte aérea y 29.85 pmol en la raiz, estos resultados se
obtuvieron empleando un HPLC 2D, mientras que al analizar la cantidad de T1AA
disponible en los mismos tejidos que se emplearon en el 2D HPLC, se encontrdé en
Arabidopsis thaliana una cantidad de 13.63 pmol, 12.54 pmol en hojas maduras de
tabaco y 45.70 pmol en hojas jovenes y 8.05 pmol en el tallo del trigo y 37.84 pmol en la
raiz. Concluyendo que en los tejidos jovenes de tabaco hay mayor cantidad de IAA que

en el tejido maduro, que es cuando la concentracién de IAA empieza a disminuir.

Rademacher y Graebe (1984) al trabajar con granos de cereal mencionan que al inicio de
desarrollo del grano de trigo, el contenido de IAA es menor, posteriormente empieza a
incrementarse y disminuye en la etapa de maduracion del grano, estos resultados se
pueden comparar con los obtenidos en el presente trabajo pues en las primeras etapas de
almacenamiento de la semilla el contenido de IAA es bajo, posteriomente existe un
incremento en el contenido de auxinas a los 9 meses de almacenamiento de la semilla de

chile piquin y posteriormente disminuyo la concentracion a los 12 meses.

El tript6fano (Trp) es considerado como el principal precursor para la biosintesis de IAA
en plantas y microorganismos, sin embargo, hay varias rutas posibles e intermediarios
involucrados en generar el producto final que es IAA. Sergeeva et al. (2002) evaluaron
la producciéon de Trp por diferentes cepas de cianobacterias mediante la técnica de
ELISA, encontrando que hay cepas que producen mayor cantidad de este aminodcido
precursor del IAA, los resultados encontrados fueron los siguientes géneros Gleoethece
3 pmol/mg, Plectonema 14.9 pmol/mg, Nostoc 26830.9 pmol/mg Nostoc 712021.1
pmol/mg, Nostoc 672020.8 pmol/mg.
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Label et al. (1988) indican que IAA es una hormona que juega un papel en el ciclo
celular, crecimiento y desarrollo, formacion de tejidos vasculares (Davies 1995) y polen
(Ni et al. 2002) y desarrollo de otras partes de la planta (He et al. 2000). Se considera
que el desarrollo de diferentes partes, incluyendo el embridn, las hojas y las raices es

controlado por el transporte de auxinas (Popko et al. 2010).

Slavov et al. (2004) encontraron 6 pmol/100 semillas de Orobanche racemosa de 1AA,
mientras que en Orobanche cumana obtuvieron 1 pmol/100 semillas. Mencionan que
IAA es secretada durante todo el proceso de germinacién y que la imbicicién en agua
puede aumentar el porcentaje de germinacion, asi como incrementar el contenido de

TIAA en la semilla.

Li et al. (2005) evaluaron el contenido de IAA y GA3 en plantulas de trigo con una y
dos hojas y en yemas, encontraron que las yemas tenian una concentracion de GA3 1.21
ugy IAA 2.56 pg, plantulas jévenes con una hoja tenian 3.77 ug GA3 y de IAA 5.67ug
y 2.44 ng de GA3, mientras que en IAA 1.60 pg.

Hou et al. (2008) investigaron el contenido de GA3 e IAA en granos de trigo,
encontraron que el contenido de GA3 disminuye conforme la planta se desarrolla, sin

embargo, el contenido de IAA se incrementa conforme la pldntula se va desarrollando.

Castillo et al. (2005) evaluaron la cantidad de 4cido indol acético (IAA) producido por
bacterias, encontraron en el medio de cultivo una media de 29 mg/mL, sin embargo,
Garrido et al. (2002) encontré en tejidos de clavel 20 ng/g y Guerrero et al. (2001) 400
ng/g en hipocétilos de almatruz.

Han et al. (2012) identificaron IAA en muestras de uva encontrando una concentracién

de 90.5 pg kg™!, asimismo encontraron GA3 en una concentracién de 97.1 pg kg ..

Epstein y Ludwig-Miiller (1993) identificaron 4cido indol 3 butirico (IBA) y TAA
mediante el uso de cromatografia de gases acoplado a espectrometro de masas (GC/MS)
en varias especies de plantas encontrando 9 ng/g de peso fresco de IBA libre y 37 ng/g
de peso fresco de IBA total en comparacion con 26 ng/g de peso fresco de IAA libre y
52 ng/g total de IAA. Asimismo, concluyeron que el nivel de IBA se incrementaba

conforme avanzaba el desarrollo de la planta, pero nunca alcanzé los niveles de IAA.
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Castillo et al. (2005) estudiaron la cuantificacion del contenido de IAA en caldos de
fermentacion empleando dcido indol propiénico como estdndar interno, encontraron en
las muestras de caldos una media de IAA de 28 ppm, esto empleando HPLC para la

cuantificacion de la hormona.

Label et al. (1988) investigaron la concentracién enddgena de 4cido indol 3 acético y
citocininas durante el crecimiento de la yema en cultivo in vitro de cereza silvestre
(Prunus avium L.), concluyendo que a los dos dias de crecimiento del tejido se reportd
una concentracion de 72 nmol/g de IAA, y que al octavo dia de crecimiento habia una
disminucion en la concentracion de esta hormona vegetal, mientras que al evaluar la
concentracion de citocininas no se reportd ya que el nivel estaba por debajo de los
limites de deteccién de acuerdo a la técnica empleada. En este ensayo, al evaluar el
contenido de kinetina en las semillas de 0 y 3 meses de almacenamiento se registraron

valores promedio menor de 1 ppm.
7.4.3 Giberelinas (Ag)

Existen diferencias significativas en el contenido de giberelinas en las semillas
almacenadas a 4°C y 24°C, (p<0.05), ya que se observd que el mayor contenido de
giberelinas fue registrado en semillas almacenadas a 24°C, a pesar del tiempo de
almacenamiento (Figura 35). Cuando se analiza el efecto de la temperatura en el
contenido de semillas almacenadas a los 24°C durante 0, 3, 6, 9 y 12 meses, se encontro
que hubo valores significativos en semillas recién cosechadas (0 meses) y con 12 meses
de almacenamiento las cuales tuvieron el contenido mds bajo de giberelinas 35.30+2.12
y 33.51£0.96, respectivamente. Subsecuentemente, hubo un incremento gradual
significativo a los 3 y 6 meses de almacenamiento, sin embargo, fue a los 9 meses de
almacenamiento cuando las semillas registraron el valor mas alto (p<0.05).

Leszek (1997) menciona que en la semilla se pueden observar tres periodos de
desarrollo: temprano, medio y tardio. En el periodo temprano el contenido de agua es
abundante todo el tiempo y de igual manera son abundantes las giberelinas, citocininas y

auxinas.
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Figura 35. Concentracién de giberelinas en semillas de chile piquin. Los datos son
representados como media + desviacion estdndar. El contenido de giberelinas es
significativo (p < 0.05).

Chen et al. (2009) estudiaron la concentracién de giberelinas en Phellodendron
amurense var. wilsonii y encontraron bajas concentraciones de GA4 y GA20 en la pulpa
y semillas frescas. El contenido de GA3 incrementé aproximadamente a 50 ng en
semillas secas almacenadas a 4°C durante 24 meses. El contenido de GA3 y GA4
incrementaron a 53.6 y 5.3 ng, respectivamente, en semillas frescas incubadas en un
rango de temperatura de 35/10°C durante 1 semana. El contenido de GA3 y GA4 en
semillas incubadas en un rango de 35/10°C permanecieron constantes entre la semana 1
y 2, mientras que el contenido de GA7 increment6 a 4.75 ng. Por lo que la concentracion
de giberelinas varia segun el tejido en estudio asi como en la especie, temperatura y

tiempo de almacenamiento.

Altas cantidades de GA3 (118.8 ng), GA4 (17.5 ng) y GA7 (71.0 ng) estuvieron
presentes en las semillas después de la estratificacion en frio durante 12 semanas. Las
concentraciones de GA3, GA4, GA7 y GA20 fueron 59.1, 164, 17.4 y 1.46 ng,
respectivamente, en semillas que germinan. Sin embargo, GA1l no fue detectado en

semillas de P. amurense var. wilsonii.
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Por otra parte, Chen et al. (2008) identificaron en Myrica rubra GA1, GA3, GA4, GA7
y GA20 en el endocarpo, testa y embriones de semillas frescas tratadas con 20 mM de
GA3 antes de la incubacion a 30/20°C por 3 a 5 semanas. Pequefias cantidades de
giberelinas fueron medidas en semillas frescas, en el cual hubo 0.183 pg de GA1 por
endocarpo. Sin embargo, observaron que en semillas tratadas con GA3 durante la
incubacion, el contenido de GA3 en el endocarpo disminuyd, mientras los contenidos de
GAIl, GA4, GA7 y GA20 increment6 en el endocarpo, testa y embridn, entre las
giberelinas la GA1 fue la més alta e increment6 a 18.5 pg en el endocarpo, 14.6 pug en la
testa y 1.12 pg en el embrion durante 3 semanas de incubacion. El contenido de GA1
incrementé de manera continua en los embriones durante 5 semanas de incubacién. En
semillas recién germinadas, el contenido de GA1 fue elevado en el endocarpo (29.3 pg)
y en el embrion (19.30 pg) en comparacion con aquellas especies cuyos embriones no

germinaron.

Munné-Bosch et al. (2011), realizaron ensayos con semillas de Vellozia alata en los
cuales que la disminucién en la germinacion se debid al bajo contenido de GA, ABA,
citoquininas y dcido jasmonico, mientras que el &4cido indol acético permanecid
constante y el dcido salicilico incrementd. Observaron que la disminucion de giberelinas,
acido abscisico, citoquininas y dcido jasmonico ocurrié en los primeros tres meses de
enterrar las semillas en suelo, explicando que la disminucién puede estar asociada con la
imbibicién y los cambios seguidos en la bioquimica de la semilla y el contenido de agua
increment6 durante el estudio debido al hecho de que las semillas recién sembradas

fueron embebidas y expuestas a condiciones naturales en el suelo.

Chiwocha et al. (2005) reporté niveles no detectables en Arabidopsis silvestre de
hormonas vegetales como zeatina, GA1, GA3 y GA7 en semillas maduras a los 0 dias de
germinacion y solo pudo detectar GA4 con 75 pmol. Sin embargo, a los 10 dias de

germinacion de Arabidopsis se cuantific6 0.61 pmol.

Miiller y Munné-Bosch (2011) investigaron 17 hormonas vegetales en hojas de romero
(Rosmarinus officinalis), de las cuales el &4cido abscisico, 4cido jasmoénico, dcido

salicilico, 4cido indol acético, GA4, GA9 y GA24, zeatina si lograron detectarlas
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mediante el empleo de HPLC, sin embargo, las concentraciones del acido indol

propidnico, GA1, GA19 y GA20 estuvieron por debajo del limite de deteccion.

7.5 Evaluacion de la capacidad germinativa de las semillas
7.5.1 Edad

Se observé que al sembrar semillas de frutos frescos de chile piquin (0 meses de
almacenamiento), la semilla presenté un porcentaje de germinacién de 38+8.36,
mostrando un ligero descenso en la emergencia de la radicula a los 3 y 6 meses de
almacenamiento (Tabla 1), esto se puede deber a lo que Otho et al. (2007) proponen,
pues la baja germinacion se debe a que las semillas atin no estdn deshidratadas, proceso
que es importante para favorecer la calidad y longevidad de la semilla para su posterior
almacenamiento. Sin embargo, la germinaciéon de chile piquin mostr6 un aumento
gradual en este ensayo, alcanzando mayor emergencia a los 9 meses de edad de la
semilla (52.5+£22.44), posteriormente se observd un descenso en el porcentaje de
germinacion a los 12 meses de edad (31+£25.93). Estos datos obtenidos se pueden
comparar con aquellos de Edwards y Sundstrom (1987) quienes al trabajar con chile
tabasco lograron porcentajes de germinacion 81% en frutos rojos y 86% en frutos
posmaduros. Esto coincide con lo que Bewley et al. (2013) aportan, pues indican que la
semilla alcanza su madurez fisiol6gica cuando se deshidrata por completo ya que
termina el periodo de acumulaciéon de reservas y de manera paralela se registran el
mayor porcentaje de germinacién y vigor, y posterior a esta etapa la semilla pierde su
calidad y empieza a deteriorarse de tal forma, que los frutos cosechados a edad temprana
presentan bajo porcentaje de germinacién. Asimismo, al perder humedad la semilla
permite el catabolismo de ABA y la sintesis de azucares y proteinas que conforman la
membrana celular (Bewley et al. 2013). Cabe mencionar, que Ayala-Villegas et al.
(2014) al realizar ensayos de germinacion con chile guajillo obtuvo 44% de germinacion
al emplear semillas de frutos que acababan de virar de color verde a rojo, en chile de
arbol alcanzé 52% y en chile ancho 99% de germinacién en semillas procedentes de
frutos rojos y 17.6% de germinacion en frutos de chile de arbol cosechados a los 40 dda

(dias después de la antesis). Por otro lado, en un ensayo realizado por Almanza (1998)
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en el cudl evalud el porcentaje de germinacion en chile piquin, segin la madurez del
fruto empleando frutos rojos (maduros), frutos verdes (inmaduros) y frutos post
maduros, concluyé que existen diferencias significativas en el porcentaje de germinacién
en los tres tipos de frutos (p<0.0028), obteniéndose mayor porcentaje en los frutos rojos
y que la baja germinacion se debe a que el fruto al entrar en la etapa de maduracion la
semilla entra en letargo. Segin Sayed y Essam (1952) las semillas de frutos recién
cosechados tienen un efecto adverso en la viabilidad y vigor de la semilla, por lo
contrario, las semillas provenientes de frutos maduros generan semillas viables. Ello
porque las semillas cosechadas en la primera etapa de su formacién no han alcanzado el
desarrollo morfolégico y fisiolégico que les permita alcanzar mayor porcentaje de
germinacion. Sin embargo, Randle y Honma (1981) indican que, dependiendo de la
especie de chile, las semillas necesitan un tiempo de almacenamiento poscosecha para
alcanzar su madurez fisioldgica, esto puede ser de una a seis semanas. Asimismo,
mencionan que las semillas que provienen de frutos rojos han alcanzado cierta madurez
fisiol6gica, sin embargo, esta madurez se logra mejor cuando la semilla pasa por un
tiempo de almacenamiento. Cabe mencionar, que Carrillo et al. (2009) enfatizan que se
deben considerar el genotipo, condiciones ambientales y caracteristicas de la planta
madre de la especie de chile, ya que influyen en la calidad de la semilla, asi como en su
germinacion y vigor. El bajo porcentaje de germinacion se debe a que la semilla no ha
sintetizado los nutrientes necesarios como proteinas, lipidos o azucares los cuales
utilizard durante las actividades metabdlicas, junto con enzimas y hormonas que tienen

un papel importante en la germinacién (Kermode 1995).

Sin embargo, desde el punto de vista evolutivo y ecoldgico, la latencia en semillas
ocurre cuando en la planta madre termina la etapa de maduracién del fruto, de esta
manera las semillas contindan su desarrollo con los nutrientes provistos con la planta
madre, previene la germinacién cuando las semillas se encuentran libres en el suelo
permitiendo su sobrevivencia ante condiciones naturales adversas al mismo tiempo que
reduce la tasa de germinacién de manera temporal y espacial evitando la competencia

(Besnier 1989; Finch-Savage y Leubner-Metzger 2006; Finkelstein et al. 2008) .
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7.5.2 Temperatura

De acuerdo a los resultados obtenidos en el ensayo de germinacién, se observé que la
temperatura en la que se registr6 menor porcentaje de germinacién en semillas
almacenadas fue a 4°C (21.2+15.36), mientras que la temperatura en la que se registrd
mayor porcentaje de germinacion fue en semillas almacenadas a 24°C (46.4+25.31)
(Tabla 1). En un estudio realizado por Carter y Vavrina (2000) se indica que la
temperatura minima que el chile piquin requiere para germinar son 15°C vy la
temperatura maxima es 30°C, siendo 25°C la temperatura Optima para la obtencién de
mayor porcentaje de germinaciéon (Villaléon et al. 2002). Por otra parte, Herndndez
(2004) enriquece el conocimiento acerca de la germinacion de chile aportando que
puede variar segin las condiciones de temperatura, humedad, incidencia de luz y
presencia de fitohormonas. Almanza (1998) realiz6 varias pruebas de germinacién en
chile piquin empleando una cdmara bioclimdtica con temperatura oscilante entre 25 y
27°C, obteniendo valores en la germinacion de 0-25%. Tommasi et al. (2006) realizaron
ensayos de germinacion utilizando semillas de Ginkgo biloba L. para ello almacenaron
semillas a 4°C y 25°C durante 0, 3, 6, 9 y 12 meses, los resultados que obtuvieron fue
que al sembrar semillas frescas (0 meses de almacenamiento) obtuvieron 100% de
germinacion tanto a 4°C como a 25°C, siendo la temperatura de 4°C en la que se registro
mayor emergencia en las siguientes edades de almacenamiento. Sin embargo, el
porcentaje de germinaciéon disminuyé conforme pasaba la edad de la semilla, siendo
hasta los 6 meses de edad de la semilla cuando ain se registraban valores altos de
germinacién para ambas temperaturas, mientras que a los 9 y 12 meses de
almacenamiento cuando se registraron menos valores de germinacién para ambas
temperaturas. En Trichilia degeana una especie tropical Drew et al. (2000) realizaron
ensayos de germinacion en el cual observaron que después de 8 dias de almacenamiento
a 25°C las semillas pierden su viabilidad. Hendry et al. (1993) justifican que
bioquimicamente las semillas pierden viabilidad debido al dafio oxidativo que hay en
ellas y que la temperatura a 4°C previene ese dafio, de tal forma que el nivel de
peroxidacidn lipida es mds alta a 25°C que a 4°C tanto en los embriones como en el

endospermo.
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7.5.3 Tratamiento y temperatura

Al comparar el porcentaje de germinacién de semillas sin tratamiento con aquellas
tratadas con AG; comercial (Biogib), se observé que hubo mayor porcentaje de
germinaciéon en semillas tratadas con AGs comercial, independientemente de la
temperatura y la edad. Sin embargo, las semillas que presentaron mayor porcentaje de
germinacion fueron aquellas que germinaron a 24°C+AGs;. Cabe mencionar, que a los 9
y 12 meses de edad de la semilla se observé que las semillas almacenadas a 4°C y
tratadas con AGs, presentaron mayor porcentaje de germinacion que las semillas tratadas
a 24°C (Tabla 3). Mientras que las semillas tratadas con AG3; comercial puestas a

germinar a 4°C presentaron 30.4+£26.68% de germinacion.

De manera general, las giberelinas bioactivas favorecen la germinacién ya que estdn
relacionadas con enzimas hidroliticas que ablandan el tejido que cubre el endospermo,
permitiendo de esta manera la movilizacion de reservas para que las semillas puedan
germinar (Bewley y Black 1994). Petruzzelly et al. (2003) explican que la aplicacion de
AGs3 comercial en semillas de Solaniceas, favorece la germinacién ya que suaviza la
testa de la semilla gracias a la accion de B-1,3-glucanasa. De acuerdo a las afirmaciones
de Bentsink y Koornneef (2008), el 4cido giberélico natural y sintético favorece la
germinacion de semillas, sin importar la especie. Para Watkins et al. (1985) el efecto de
la aplicacion de AGs es incrementar la actividad de la endomanasa del endospermo. Por
otra parte, es importante mencionar que otros investigadores han realizado una gran
variedad de ensayos de germinacién con semillas de chile piquin empleando diferentes
productos comerciales en diversas concentraciones, obteniendo resultados variados, ello
se debe a que esta especie no estd domesticada por lo que presenta plasticidad genotipica
y fenotipica, otorgada por condiciones bidticas y abidticas del hébitat en el que crece la
especie (Oyama et al. 2006) aseverando Herndndez-Verdugo et al. (2006) que la
variacion en la germinacién de chile piquin estd relacionada con su procedencia y que
las condiciones geograficas, disposicion y calidad de luz y nutrientes influyen en la

germinacion de la especie en estudio.

Asi, por ejemplo, Chung (1985) aplic6 40 ppm de AG a semillas de chile rojo

obteniendo valores de 30°C, Almanza (1998) realiz6 pruebas incubando semillas a 40°C
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por 3 dias con 0% de germinacién, agua caliente a 65°C+10ppm GA con 1% de
germinacion, incubadora 40°C por 3 dias + lavado con 9% de germinacion, lavado con
agua durante 15 m con 20% de germinacion y escarificaciéon 25% de germinacién. Sin
embargo, los valores mds altos de germinacién los obtuvo al exponer las semillas a 4°C
por 7 dias (50%) y 4 °C por 7 dias + excretas de vaca (71%), termoestratificacion a 4°C
(44.6%), termoestratificacion a 4 °C+ excretas de vaca (50.2%). Por otra parte, Andreoli
y Khan (1999) sumergieron semillas de chile y tomate en una solucién de AGs con una
concentracion de 200 pL obteniendo mayor porcentaje de germinacion con la aplicacién

de hormonas externas.

Gonzdlez et al. (2015) realizaron un ensayo con semillas de chile piquin empleando
1.6% del producto comercial Biozyme TF, el tratamiento consisti6 en sumergir las
semillas durante 12, 18 y 24 h y un testigo, obteniendo como porcentaje de germinacion
61.5%, 83.3%, y 86.6%, respectivamente. Sin embargo, con el testigo (24 h imbibicién)
se obtuvo 43% y sin hidratacion 40%. Asimismo, se pueden mencionar los ensayos
realizados por el centro de investigacion INIFAP (2004) en donde se emple6 AGs
comercial (5000ppm) de los productos Biogib, Progibb plus o Activol. Estos
tratamientos se caracterizaron por la inmersion de la semilla durante 24 h en un rango de
temperatura de 25°C a 30°C, reportando valores de germinacion con poco mds del 50%
hasta el 80%, aproximadamente. Estos resultados se pueden comparar con aquellos
obtenidos por Araiza et al. (2011), quienes sumergieron las semillas de chile en una
dosis de AG3 comercial a 400ppm y el testigo sin tratamiento alguno, posteriormente las
sembraron en charolas en una camara bioclimatica a 35°C, durante dos semanas, los
resultados obtenidos fueron 65% y 47% respectivamente, sin embargo, las semillas sin
tratamiento tardaron en germinar mas tiempo. Ramirez-Meraz et al. (2003) usé una dosis
de 5000ppm de giberelinas externas y obtuvo 66% de germinacién mientras que
Hernandez (2004), hizo una mezcla de agar con 500ppm de AGs, obteniendo un 45% de
germinacion, sin embargo, al aplicar dosis de 250ppm y 500ppm se obtuvo un 46% y
43% de germinacion, respectivamente. En otro ensayo se emplearon semillas
procedentes de Sonora, imbibidas a 400 ppm con AG3 y con 97% de germinacidn.

Vergara (1982), obtuvo un porcentaje de germinacion de 36% hasta 86% empleando una

dosis de 100 a 500ppm de AGs.

80



La variacion en el porcentaje de germinacion en la aplicacion de giberelinas exdgenas en
semillas de chile piquin silvestre de diferente procedencia esta relacionada por diversos
factores genéticos y ambientales, asi para Berke (2000) la calidad de la semilla esta
determinada por el porcentaje de germinacion, aseverando que al alcanzar 70% de
germinacion la pldntula expresa mejor vigor y caracteristicas que pueden ser heredadas a
la siguiente generacion. Para Herndndez-Verdugo et al. (2001) la variacién en la
germinacion radica en las caracteristicas ecoldgicas y geograficas del habitat de la planta
madre pues la cantidad y calidad de luz oscila con la altitud, aun asi, cuando se trate de

poblaciones de la misma especie (Meyer y Kitchen 1994).

Tabla 3. Resultados de la media de germinacion (%) de chile piquin (Capsicum annuum
var. glabriusculum) de 0, 3, 6, 9 y 12 meses de edad, almacenados a 4°C y 24°C,
imbibidas con 4cido giberélico comercial.

Tratamientos 0 3 6 9 12 Media %
4°C 18+8.36a 14+5.47a 14+547a 36+11.40a 4+5.47a 21.2+15.36a
4°C+GA; 38+8.36b 18+27.88a 12+8.36a 64+25.09a  40+29.15bc 30.4+26.68a
24°C 32+13.03ab  30+31.14a  36+£15.16 54+20.73a  24+11.40ab 46.4+25.31b

24°C+GA; 76£11.40c  42+28.28a 50+18.70b  56%26.07a 47+18.16¢ 44.8+22.93b

Promedio 41+24.03 26+23.92 28420.15  52.5+22.44 31425.93 35.7+24.95

Tratamiento. Las semillas fueron almacenadas a 4°C y 24°C. Después del almacenamiento, algunas
semillas de cada tratamiento de temperature fueron embebidas en dcido giberélico commercial (GA3). La
otra cantidad de semillas no fueron embebeidas en GA3 comercial. Meses de almacenamiento. Las
semillas fueron sembradas cuando tenfan 0, 3, 6, 9 y 12 meses de almacenamiento. Porcentaje de
germinaciéon: Los valores son media y desviacion estindar. Diferentes letras dentro de la columna
muestran diferencias significativas entre tratamientos. Diferentes letras en la fila total muestran diferencias
significativas entre meses de almacenamiento.

7.6 Determinacion del ciclo celular por citometria de flujo

Los resultados obtenidos en el citometro de flujo respecto a las semillas almacenadas a
4°C y 24°C durante 0, 3 y 6 meses, permiten corroborar a nivel fisiolégico los eventos
hormonales que van sucediendo conforme la division celular se lleva a cabo. Al imbibir

las semillas en agua destilada durante 24 h se reblandeci6 la testa de la semilla, lo que
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permitié extraer con mayor facilidad el embrién. Al extraer 100 embriones de las
semillas de chile piquin y macerarlos, se procedi6 a agregarles el reactivo de DNA cycle
test con la finalidad de tefiir el DNA y asi observarlos en el citémetro de flujo, para ello
se necesitaban al menos de 1,000 a 3,000 eventos para su lectura, considerando que cada
evento corresponde a una célula. Los valores porcentuales obtenidos de las semillas
almacenadas a 4°C con 0 meses de edad fueron 21.00+29.27, mientras que a 24°C fue
22.96+31.63, por lo que no hubieron diferencias significativas en la temperatura de
almacenamiento, respecto a las semillas con 3 meses de almacenamiento fue
23.77£27.34 a 4°C, mientras que a 24°C fue 31.38+34.16, finalmente se observd que a
los 6 meses de almacenamiento a 4°C y 24°C no existen diferencias significativas en la

temperatura de almacenamiento (Tabla 4).

Respecto al almacenamiento de semillas a 4°C, se observé que las semillas de O meses
de edad, el 68.40% se encontraba en la fase GO, es decir en latencia, mientras que el
0.83% se encontraba en mitosis, es decir que las células estaban en division celular
(Tabla 5). Respecto a las semillas almacenadas durante 3 meses se observé que se
incremento la cantidad de células que estaban en divisién celular ya que se reportd un
valor de 2.33% y al evaluar las semillas almacenadas durante 6 meses se observo que el
4.30% se encontraba en mitosis, es decir que conforme avanzaba la edad de
almacenamiento de la semilla, se incrementaba el nimero de células que estaban en
division celular. Asimismo se observé que habia mas células en la etapa GO, que indica
que las células estdn en latencia, es decir, estdn vivas, pero ain no entran en division
celular.

De acuerdo a Galbraith et al. (1991), las hojas jovenes usualmente presentan sus células
en la fase GO/G1 del ciclo celular, caso similar sucede con las radiculas que por ser
tejidos jovenes sus células se encuentran en la primera fase de division celular, mientras
que la lectura de hojas adultas puede confundir el anélisis de los resultados (Sliwinska et

al. 2005).
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Tabla 4. Efecto de la temperatura en la edad de almacenamiento de semillas de chile
piquin durante el ciclo celular.

Temperatura
Meses
4°C 24°C
0 21.00+29.27a 22.96+31.63a
3 23.77427.34a 31.38+34.16b
6 23.08+30.53a 24.25+30.65a

Semillas de chile piquin almacenadas durate 0, 3 y 6 meses a 4°C y 24°C. Efecto de la temperatura en la
edad de almacenamiento: Los valores son media y desviacién estdndar de la edad de almacenamiento.
Diferentes letras dentro de la columna muestran diferencias significativas entre temperaturas.

Tabla 5. Valor porcentual de division celular en cada fase de ciclo celular a 4°C.

Edad de
almacenamiento Subfase G0 Fase G0 Interfase Mitosis
(meses)
0 11.83+4.92a 68.40+9.57a 2.96+1.78a 0.83£0.15a
3 23.96+10.11b 65.73+4.83a 3.06+3.58a 2.33+0.30b
6 11.66+2.21a 73.36+0.50a 3.00+0.45a 4.30+0.10b

Semillas de chile piquin almacenadas durate 0, 3 y 6 meses a 4°C. Efecto de la temperatura en la edad de
almacenamiento y diferentes etapas de division celular: Los valores son media y desviacién estandar.
Diferentes letras dentro de la columna muestran diferencias significativas entre edad de almacenamiento.

Referente a las semillas almacenadas a 24°C, se observé que la gran mayoria se
encontraba en la fase GO, es decir que estaban en latencia y aun no entraban en la etapa
de division celular, sin embargo, se observo que de igual manera, conforme aumentaba
la edad de almacenamiento de la semilla, entraban mas semillas en mitosis (Tabla 6). Se
registré que en la edad de 6 meses de almacenamiento de la semilla el 5.03% de las
células estaban en division celular. Cabe mencionar, que existen diferencias
significativas (p < 0.50) entre la temperatura de almacenamiento (4°C y 24°C) y la etapa

de ciclo celular.
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Tabla 6. Valor porcentual de division celular en cada fase de ciclo celular a 24°C.

Edad de
almacenamiento Subfase G0 Fase G0 Interfase Mitosis
(meses)
0 11.36+4.06a 74.86+4.21a 4.73+0.15a 0.90+0.20a
3 15.96+31.64a 69.56+1.40a 0.96+0.83b 3.03+0.15b
6 13.60+3.62a 74.60+0.60a 3.76+0.25a 5.03+£0.25b

Semillas de chile piquin almacenadas durate 0, 3 y 6 meses a 24°C.Efecto de la temperatura en la edad de
almacenamiento y diferentes etapas de division celular: Los valores son media y desviacién estdndar.
Diferentes letras dentro de la columna muestran diferencias significativas entre edad de almacenamiento.

Ya que se observd que a 24°C habia mayor valor porcentual de células que se
encontraban en mitosis que aquellas células almacenadas a 4°C. Es decir, que a bajas
temperaturas se ralentizaba el metabolismo celular. Sin embargo, De Castro et al.
(2001), al trabajar con semillas que presentaban dormancia, no pudieron identificar
ninguna actividad durante el ciclo celular en los embriones. Por otra parte, De Castro et
al. (1995), observaron que al transferir las semillas a una temperatura de 25°C después
de un tratamiento de enfriamiento, se inciaba el proceso de sintesis de DNA, la cual
indicaba el inicio del proceso de germinacion. De Castro et al. (2000), mencionan que
las semillas de tomate no durmientes inician la germinacién con la elongacioén de la
radicula 48 h después de la imbibicidn, sin embargo, la sintesis de DNA inicia 12 h
después de la imbibicidn, lo cual indica que la sintesis de DNA es paralela al proceso de
iniciacioén de crecimiento del embrién a través de la expansion celular, antes de que
ocurra la mitosis, la cual se puede observar a 24 h de imbibicién en semillas de tomate,
la germinacién termina cuando se termina la expansion celular asi como la division
celular. Sin embargo, de manera simultdnea a la expansion celular, se requieren
divisiones mitdticas para la germinacidn y crecimiento de la plantula.

La detencién de la actividad del ciclo celular en la fase Gl no estd relacionada
directamente con el contenido hidrico de la semilla, sino que ademds la germinacion es
regulada por hormonas como ABA y GA (Karseen y Lacka 1986), ya que, durante la
madurez de la semilla, ABA induce la dormancia en semillas ortodoxas (Goldbach
1979). Segiun Evans (1984) ABA inhibe la division celular y por lo tanto puede tener un

papel muy importante en la detencion de la division celular en semillas (Bouvier-Durand
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y Come 1989). Deltour (1985) menciona que la detencién de la actividad en el ciclo
celular en GI tiene un significado fisioldgico ya que en esta etapa al deternerse la fase
G1 las semillas se vuelven mads resistentes a las condiciones de estrés. Las células que
estan en la fase G2 son mads sensibles a factores como la radiacion y radicales libres. De
acuerdo a experimentos realizados por Lanteri et al. (1993) con Lycopersicon
esculentum, Capsicum annuum y Dactylis glomerata son las células de la punta de la
raiz el primer tejido que entra a la fase de divisién nuclear una vez que las semillas son
imbibidas en agua o son sumergidas en una solucién osmdtica. Durante la germinacion,
el elevado contenido de agua puede conducir a la actividad del ciclo celular e inducir el
inicio de la germinacidon, es posible que durante la maduracién y las condiciones
externas del almacenamiento de las semillas afecten la proporcion de células
embrionarias 2C/4C. Otros investigadores como Bino et al. (1993) emplearon la
citometria de flujo para evaluar el efecto del almacenamiento en los cambios de la
proporcién 4C/2C en tejidos de semillas, de esta manera pudieron evaluar la relacién
entre funciones celulares y el nivel de DNA para una mejor comprension de los procesos

fisiolégicos en la semilla.

Tanto Bino et al. (1992) y Lanteri et al. (1993) al trabajar con semillas de tomate y chile,
respectivamente, encontraron que las células embrionarias maduras de especies
durmientes se encontraban en la fase G1 de division celular. Al embeber semillas en
agua, detectaron que el nivel de DNA habia cambiado a 4C, antes de que la radicula
emergiera a través de la cubierta seminal. Sin embargo, en las primeras etapas de
desarrollo de la semilla de sicomoro la cantidad de DNA era 8C, mientras que en las

posteriores etapas de desarrollo se mantuvo a 2C/4C.

Por otro lado, Finch-Savage et al. (1998) realizaron ensayos de citometria de flujo con
embriones maduros de especies de Acer platanoides (maple noruego) y Acer
pseudoplatanus (sicomoro) observaron dos picos que corresponden a niveles de DNA
2C y 4C. Sin embargo, en embriones maduros de cereza (Prunus avium) identificaron un
pico de 2C en el nivel de DNA, asimismo, las células de la punta de la raiz mostraron
niveles de DNA de 2C. Sin embargo, al estratificar los embriones durante dos semanas a

20°C y después nueve semanas a 3°C observaron que no hubo divisién celular. Sin
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embargo, después de doce semanas a 3°C observaron un pico de 4C en la radicula de las
semillas de cereza. Por el contrario, las semillas control que se mantuvieron a 20°C no

duplicaron su DNA.

Para Lanteri et al. (1994) y Ozbingél et al. (1999), la induccién de la replicacién de
DNA durante la imbibicion es inversamente proporcional al contenido de agua en las
semillas. Asi, por ejemplo, en semillas de tomate las semillas que se encuentran en la
fase 4C del ndcleo presentan contenido de agua similar a las semillas secas que no han
sido imbibidas. Sin embargo, el contenido de DNA es diferente dependiendo de la
especie y del 6rgano que se estudie pues en la plimula se encontré un contenido de
DNA de 4C del 22% y en la radicula de 8%, demostrando que la actividad del ciclo
celular es detenida en diferentes fases dependiendo del 6rgano.

Gendreau et al. (2008) emplearon la citometria de flujo para identificar la actividad del
ciclo celular la cual inicié antes de la elongacién de la radicula. Al trabajar, con
embriones de la punta de la radicula de maiz, observaron que el ciclo celular se activaba
a las 6 h de imbibicion y alcanzaba la fase G2 a las 15 h de imbibicién con 35% de
DNA, asimismo observaron que conforme crecia la radicula la proporcién de DNA
aumentaba en la fase G2, de igual forma Sliwinska (2000) observé resultados similares

en remolacha.
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10.

11.

12.

8. CONCLUSIONES

Las hojas maduras mostraron en los meses de agosto y octubre su mayor
prominencia en la planta con una presencia de 95% y 93.75%
respectivamente, en tanto que marzo presentd la menor presencia de hojas
adultas con 16.56%.

Respecto a la brotacion de hojas, esta alcanzé su maxima icidencia en el mes de
febrero, mientras que julio present6 el valor més bajo.

Referente al boton floral, el mes de octubre registr6 82.5%, mientras que la
floracion alcanzé valor de 25% en los meses de agosto y octubre. Sin embargo,
en febrero alcanz6 su méaxima aparicion, 41.25%.

Los frutos en inicio de desarrollo en febrero mostraron un valor de 35%, siendo
de julio a octubre cuando presenta menor porcentaje (25%). Respecto a los frutos
en pleno desarrollo, en abril alcanzaron el valor 30%.

Respecto a la caracterizacion morfolégica de los frutos y semillas no se
encontraron diferencias entre ellos.

Respecto al contenido de kinetina, se observd que a los 9 meses de
almacenamiento de la semilla hay mayor contenido de kinetina, tanto a 4°C como
a 24°C. Sin embargo, a los 12 meses de almacenamiento de la semilla, el
contenido empieza a disminuir independientemente de la temperatura.

El contenido de triptéfano a los 9 meses de almacenamiento de la semilla en
ambas temperaturas de almacenamiento (4°C y 24°C) registré el valor mds alto,
en comparacion con otras edades de almacenamiento. Sin embargo, a los 12
meses de almacenamiento, el contenido empezd a disminuir.

El contenido de la fitohormona giberelina aumenta conforme la semilla madura
fisiol6gicamente, siendo a los 9 meses de edad de la semilla cuando se registro el
mayor contenido, independientemente de la temperatura de almacenamiento. De
igual manera, a los 12 meses de edad de la semilla, el contenido de giberelinas
disminuyd.

El contenido de las fitohormonas kinetina, triptéfano y giberelinas durante el
almacenamiento de las semillas a 24°C es mayor que a 4°C.

El resguardo de las semillas a 4°C disminuye el metabolismo de las células, por
lo que el contenido de hormonas vegetales es menor.

El almacenamiento de la semilla a temperatura ambiente permite que la actividad
metabdlica continte, por lo que hay mayor contenido de hormonas.

A mayor edad de la semilla, menor viabilidad.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Existe una relacidn fisioldgica y bioquimica entre la germinacién y el contenido
de hormonas vegetales, pues a mayor contenido de hormonas vegetales, mayor
germinacion, de lo contrario a menor contenido de hormonas vegetales menor
germinacion.

Las hormonas vegetales kinetina, triptéfano y giberelinas actian de manera
sinérgica en la germinacion.

Respecto a la germinacion de semillas, la adicién de 4cido giberélico aument6 la
velocidad y porcentaje de germinacidn, sin importar la edad y temperatura de
almacenamiento.

Las semillas que fueron almacenadas a 4°C presentaron valores de germinacion
menor, en comparacién de las semillas almacenadas a 24°C.

Las semillas de 9 meses de almacenamiento presentaron mayor porcentaje de
germinacion, tanto a 4°C como a 24°C.

El porcentaje de germinacion empezd a disminuir en las semillas almacenadas a
12 meses de edad, sin importar temperatura de almacenamiento y tratamiento.

Respecto al ciclo celular, los embriones almacenados a 24°C muestran mas
actividad celular que aquellas almacenadas a 4°C.

Los embriones de 6 meses de almacenamiento presentan mayor actividad
mitdtica, en comparacion con los embriones de 0 y 3 meses de almacenamiento,
tanto a 4°C como a 24°C.

Hay una gran cantidad de embriones que se encuentran en la fase GO, es decir en
estado quiescente, la célula estd viva pero atin no entra en division celular.
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