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RESUMEN

El género Capsicum tiene mucha importancia alimentaria; incluye plantas silvestres, valiosas
por tener genes con tolerancia a factores bidticos y abidticos adversos. Sin embargo, son
especies recalcitrantes con problemas para su propagacion por semilla al presentar poca
viabilidad. Como objetivo, se propuso analizar la germinacion de semillas y determinar el mejor
explante para obtener respuestas morfogénicas in vitro de distintos Capsicum annuum. Para
ello, se empled el medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS) al 100 %, adicionando tiamina
0.4 mg-L!, mio-inositol 100 mg-L™!, sacarosa 30.0 g-L ! y ajustando el pH a 5.7 + 0.01 antes de
agregar agar 7.0 g'L"! para germinacién de semillas. Posteriormente, se tomaron apices,
cotiledones e hipocotilos a partir de las plantulas obtenidas in vitro y determinar si el tipo de
Capsicum o explante influye en la obtencion de respuestas morfogénicas con 6-
bencilaminopurina (BAP) 5.0 mg-L! y 4cido indol-3-acético (AIA) 0.3 mg-L!. Los resultados
indican que el poder germinativo de las semillas de Capsicum depende del tipo de especie, y se
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mantiene cuando se encuentran dentro del fruto. También, la mejor formacion de Brotes fue en
Capsicum annuum (pico de pajaro) a partir de apices de forma significativa, de acuerdo a la
prueba de la Diferencia Minima Significativa (DMS, p=0.05).

Palabras clave: Cultivo de apices, Micropropagacion, Plantas silvestres, Reguladores de

crecimiento, Genotipo.

ABSTRACT

The Capsicum genus is of great nutritional importance; it includes wild plants, valuable for
their genes that tolerate adverse biotic and abiotic factors. However, they are recalcitrant species
with problems in propagating by seed due to their low viability. The objective was to analyze
seed germination and determine the best explant to obtain in vifro morphogenic responses of
different Capsicum annuum. For this purpose, the Murashige and Skoog (MS) culture medium
was used at 100 %, adding 0.4 mg-L"! thiamine, 100 mg-L"' myo-inositol, 30.0 g-L"! sucrose
and adjusting the pH to 5.7 + 0.01 before adding 7.0 g-L'! agar for seed germination.
Subsequently, apices, cotyledons and hypocotyls were taken from the seedlings obtained in
vitro and to determine whether the type of Capsicum or explant influences the obtaining of
morphogenic responses with 6-benzylaminopurine (BAP) 5.0 mg-L™! and indole-3-acetic acid
(IAA) 0.3 mg-L"!. The results indicate that the germination capacity of Capsicum seeds depends
on the type of species, and is maintained when they are inside the fruit. Also, the best shoot
formation was in Capsicum annuum (bird's beak) from apices significantly, according to the
Least Significant Difference (LSD, p=0.05) test.

Key words: Shoot culture, Micropropagation, Wild plants, Growth regulators, Genotype.

INTRODUCCION

Entre la familia Solanaceae, el género Capsicum comprende a un grupo de plantas con frutos
muy caracteristicos en cuanto a tamafio, color y grado de pungencia muy variable (Pozo et al.,
1991 y Hernandez-Verdugo et al., 2001). Sin embargo, las plantas del género Capsicum pueden
ser erectas, postradas o compactas con ramificaciones dicotomicas, herbaceas a lefiosas con
forme maduran y generalmente con tallo tnico hasta tener de nueve a once hojas verdaderas.
Con respecto a las hojas, su color va de verde tierno a verde oscuro, son simples, enteras y
asimétricas, pudiendo variar su forma desde ovalada hasta oval lanceolada y pueden ser planas
y suaves o arrugadas y lisas, pero también pueden presentar pubescencia a lo largo de las

nervaduras (Long-Solis, 1998).
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Por otra parte, Sanatombi y Sharma (2007) mencionan que el género Capsicwﬁ cuenta con
aproximadamente 25 especies silvestres y 5 especies domesticadas; siendo Capsicum annuum
la especie mas domesticada y de mayor importancia en México y el mundo para su cultivo,
debido a la riqueza genética que posee (Sanatombi y Sharma, 2007). Segin SAGARPA (2016),
esta especie se cultiva de manera principal en varios estados de nuestro pais. No obstante,
existen otras subespecies de Capsicum tipo silvestre, que pueden ser recursos fitogenéticos
valiosos por el acervo de genes que poseen, los cuales, pueden brindar caracteristicas
agronomicas deseables en programas de mejoramiento genético, 0 como recurso gastronémico

que genere fuentes de ingresos para contribuir a la economia local (Moreno-Pérez et al., 2011).

Sin embargo, en la Mixteca Poblana sélo se encuentra de forma silvestre en cerros y montafias,
y en algunos casos, en el jardin de alguna ama de casa. También, son plantas que presentan
problemas agrondmicos para su cultivo comercial y que posiblemente pueden tener semillas
con baja viabilidad para germinar (Nuez et al. 1996; Otroshy et al., 2011), lo cual dificulta ain
mas, contar con plantas suficientes para iniciar su cultivo a mayor escala. Por ello, se necesita
de alguna estrategia tecnologica que permita su propagacion eficiente para su aprovechamiento
de forma sustentable, siendo el cultivo de tejidos vegetales in vitro, la herramienta tecnologica
apropiada para el género Capsicum como ya se menciono hace varios afios (Ochoa-Alejo and

Ramirez-Malangon, 2001; Santana-Buzzy et al., 2012).

Esta técnica consiste en cultivar células o tejidos vegetales en medios de cultivo adecuados y
bajo condiciones controladas asépticamente (Gautheret, 1985). Algunos trabajos publicados
con resultados exitosos para Capsicum chinense Jacq. cv. Umorok, se realizaron al cultivar
apices vegetales en medio de cultivo MS adicionado con 91.2 uM de zeatina (Z) 6 31.1 uM de
6-bencilaminopurina (BAP) con 4.7 uM de Kinetina (Kin) (Sanatombi y Sharma, 2008).
Ademés, Capsicum annuum var. annuum (Jalapefio y Serrano), Capsicum annuum var.
glabriusculum/aviculare (Piquin), y Capsicum chinense (Habanero) mediante la obtencion de
brotes de forma directa (organogénesis directa) a partir de tres explantes diferentes (cotiledon,
hipocétilos y embridn), logrando una eficiencia alta en la regeneracion de brotes por explante
(14.6 brotes) mediante hipocotilos cultivados en un medio de cultivo de Murashige y Skoog
con 0.3 mg-L! de 4cido indol-3-acético (AIA) y 5.0 mg-L! de BAP (Valadez-Bustos et al.,
2009). También, Capsicum annuum L. ha sido propagado exitosamente mediante segmentos

nodales in vitro, empleando BAP y 4acido indol-butirico (AIB) (Otroshy et al. 2011).
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Igualmente, se han empleado semillas como explantes in vitro para propagér Capsicum
baccatum por Fidemann et al. (2016); y mas recientemente, se menciona la propagacion in vitro
de Capsicum annuum (Jalapeno) a partir de semillas germinadas in vitro con nanoparticulas de
plata (AgNPs) y con AIA 0.3 mg-L! més Kin 3.0 mg-L"! mediante organogénesis directa
(Aguilar-Jiménez et al. 2021). No obstante, las especies del género Capsicum han mostrado
dificultades para trabajarse en condiciones in vitro, en especial por problemas de tejidos
necroticos, plantas clordticas y defoliacion (Santana-Buzzy et al., 2005, 2006 y 2012),
posiblemente por presencia de etileno, situacion que ha sido resuelta con aplicacion de AgNO;
(Aguilar-Jiménez y Rodriguez-De-1a-O, 2020) 6 de AgNPs (Aguilar-Jiménez et al., 2021). Aun
asi, no siempre se han obtenido las mismas respuestas morfogénicas (Sanatombi y Sharma,
2008; Bello-Bello et al., 2010; Gogoi et al., 2014; Fidemann et al., 2016; Barroso et al., 2017,
Aguilar-Jiménez et al., 2021) ya que influyen varios factores como el genotipo, el tipo de
explante, la edad de la planta, el tipo de fitorregulador y su concentracion, principalmente
(Rodriguez et al., 2007). Este estudio busca determinar las respuestas a la germinacion y
morfogénesis in vitro de diferentes especies de Capsicum annuum, con el fin de facilitar su

propagacion y conservacion como alternativa sustentable en la Mixteca Poblana.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del trabajo experimental
La realizacion del presente trabajo, se realizd en el Laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad Tecnologica de Izucar de Matamoros, ubicada en Prolongacion Reforma No. 168

Santiago Mihuacan, [ziicar de Matamoros, Puebla, México, C. P. 74420.

Material vegetal

Se realizo el establecimiento in vitro de semillas de Capsicum annuum (pico de pajaro) (T1),
Capsicum annuum (diente de tlacuache) (T2), Capsicum annuum (silvestre oaxaco) (T3),
Capsicum annuum L. var. aviculare (chiltepin) (T4) y Capsicum annuum L. var. glabriusculum
(piquin) (T5) como variedades silvestres. Como variedades domesticadas fueron dos: semillas
de Capsicum annuum var. annuum (jalapefio) proporcionadas por la empresa San Marcos (T6),
y Capsicum annuum (guajillo) (T7) conseguida en el mercado local. Todas fueron resguardadas
en bolsas de papel cuidadosamente identificadas, a temperatura ambiente y en obscuridad

durante un afo.
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Condiciones de cultivo

Se emplearon las sales de Murashige y Skoog (MS) (1962) al 100 % de su concentracion,
adicionando tiamina 0.4 mg-L"!, mio-inositol 100 mg-L™!, sacarosa 30 g-L"! y ajustando el pH a
5.7+0.01 antes de agregar agar 7.0 g-L"!. Posteriormente se vertieron 10 mL por tubo de ensayo
de 14.5 x 2.5 cm marca KIMAX® para esterilizarse a 121 °C durante 20 minutos. Una vez
gelificado el medio de cultivo, se sembr6 al azar una semilla de cada Capsicum annuum por

tubo de ensayo.

Establecimiento y viabilidad de semillas in vitro de distintos Capsicum annuum

Las semillas de cada planta se sometieron a un proceso de desinfectacion de forma separada, la
cual consisti6 en lavar con agua y detergente por un minuto, enjuagar con agua potable, colocar
en etanol al 70 % durante 30 segundos, enjuagar con agua de 6smosis y después colocarse en
una solucion de hipoclorito de sodio al 10 % durante 10 minutos. Transcurrido ese tiempo, se
llevaron a campana de flujo laminar en el area de siembra, se decant6 la solucion de hipoclorito
de sodio y se enjuagaron tres veces con agua destilada estéril; en seguida se sembro6 una semilla
por tubo de ensayo en el medio descrito anteriormente, las cuales se mantuvieron en el area de
incubacion entre 25-30 °C y con luz blanca artificial por cuatro semanas para valorar el

porcentaje de germinacion y contaminacion por hongos y/o bacterias.

Respuestas morfogénicas in vitro en explantes de distintos Capsicum annuum

Se siguid la metodologia propuesta por Valadez-Bustos et al. (2009) empleando las sales MS
(1962) al 100 % de su concentracion, adicionando sacarosa 30 g-L'!, BAP 5.0 mg-L™!, AIA 0.3
mg-L!, agar 7 gL'y ajustando el pH a 5.7 = 0.1 antes de agregar agar. Una vez derretido el
agar, se vertieron 10 mL por tubo de ensayo de 14.5 x 2.5 cm marca KIMAX® para esterilizarse

a 121 °C durante 20 minutos.

En seguida se sembraron é&pices, hipocdtilos y cotiledones de cada tipo de Capsicum spp., con
tres repeticiones cada uno a partir de las plantulas obtenidas de semillas in vitro. Los recipientes
in vitro se mantuvieron en el area de incubacion entre 25-30 °C y con luz blanca artificial.
Después de cuatro semanas, se registraron datos de respuestas morfogénicas (formacion y
longitud de brotes, raiz y tipo de callo) para determinar si dependen del tipo de Capsicum

(silvestre vs domesticado) o del explante empleado.
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Analisis estadistico
Para calcular el porcentaje de viabilidad de semillas de Capsicum spp., se consider6 el nimero
de semillas germinadas a partir de 10 tubos de ensayo con una semilla cada uno como el 100

%; elaborando gréaficas en Microsoft Excel para la representacion de los datos.

Los datos para respuestas morfogénicas a partir de apices, cotiledones e hipocétilos de cada
tipo de Capsicum, fue a las cuatro semanas de cultivo considerando tres repeticiones por
explante, tomando un tubo de ensayo como unidad experimental con un explante cada uno. Los
datos se sometieron a andlisis de varianza y se aplico la prueba de la Diferencia Minima
Significativa (DMS) (p=0.05) para definir la diferencia entre los efectos medios de los
tratamientos. Para la presencia de callo se evalud cualitativamente a través del sistema no
paramétrico de cruces: +++ = presencia abundante, ++ = presencia moderada, + = presencia

baja y - = ausencia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Establecimiento y germinacion de semillas in vitro de distintos Capsicum annuum

El protocolo de desinfeccion de semillas fue eficiente, evitd la presencia de microorganismos
contaminantes en los recipientes de cultivo independientemente del tipo de Capsicum annuumi,
por lo tanto, estos resultados son valiosos porque el protocolo de desinfeccion permite la
obtencion de material vegetal aséptico, y cuando no se resuelve dicha situacion, puede resultar
un problema para la continuidad de proyectos de cultivo vegetal en condiciones in vitro;
aunando que la variedad o especie genética, puede influir en el protocolo de desinfeccion para

el establecimiento in vitro (Aguilera-Arango et al., 2021).

Sin embargo, el presente estudio sugiere que no es necesario emplear otro protocolo de
desinfeccion si la fuente de material vegetal es confiable, en este caso, las semillas se obtuvieron
directamente de los frutos, excepto para “jalapefio”, las cuales se encontraban en su bolsa
comercial y aun asi no hubo crecimiento microbiano. A pesar de, si hubo diferente respuesta
con respecto a la germinacion de semillas por especie, resultados que difieren con lo publicado
por Nuez et al. (1996) y por Otroshy et al. (2011), quienes mencionan que estas especies de tipo
silvestre pueden tener baja viabilidad de semillas; pues en este trabajo, Capsicum annuum L.
var. aviculare (chiltepin) fue la especie con mayor poder de germinacion de semillas,

alcanzando el 100 % de semillas germinadas en la primera semana de cultivo in vitro; seguida
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de Capsicum annuum (diente de tlacuache) (T2). No obstante, a las cuatro semanas de cultivo
in vitro, la mayoria de tipos de Capsicum lograron la germinacion de semillas en 100 %, excepto
Capsicum annuum var. annuum (jalapefio) con cero por ciento (0.0 %) (T6) y Capsicum
annuum (silvestre oaxaco) (T3) con el 90 % de semillas germinadas (Figura 1). Por lo tanto,

finalmente si afectd la forma de obtener las semillas de esta variedad.

Figura 1. Respuesta de semillas de distintos Capsicum annuum establecidas in vitro. A) Porcentaje de
semillas germinadas de distintos Capsicum annuum durante cuatro semanas de cultivo in vitro, B)
Plantulas de distintos Capsicum annuum a partir de semillas germinadas a las dos semanas de cultivo

in vitro.
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Fuente: elaboracion propia con base a resultados.

Esto indica que la germinacion de semillas de diferentes Capsicum annuum in vitro, no
precisamente depende de la presencia de reguladores de crecimiento vegetal (Aguilar-Jiménez
et al. 2021), sino de la viabilidad de las semillas, la cual parece estar ligada a la especie vegetal
y posiblemente a la condicién fisica donde se encontraban. Pues la unica especie que tuvo 0.0
% de germinacion (jalapefio), sus semillas no se encontraban dentro del fruto como las demas;
por lo tanto, el fruto puede jugar un papel importante en mantener mayor tiempo la viabilidad
de semillas, resultados que coinciden con Alvarado-Véazquez et al., (2015), quienes mencionan

que a mayor tiempo de almacenamiento de frutos rojos de candelilla (Euphorbia antisiphylitica
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Zucc), se presentd mayor valor promedio de germinacion. Asi mismo, Hayano—Kahashiro et al.
(2016), mencionan que plantas de Capsicum annuum posee compuestos con propiedades
antioxidantes, como son carotenoides, alcaloides (capsaicinoides), compuestos fenolicos, acido
ascorbico y otros; los cuales, tal vez puedan estar reduciendo el efecto de productos toxicos,
que con el tiempo, se producen en semillas con metabolismo poco activo, acumulandose en las
semillas hasta causar efectos letales al embrion (Doria, J., 2009), entre otros factores que

influyen en la viabilidad de las semillas.

Esto puede significar, que los metabolitos presentes en la cascara de frutos de Capsicum
annuum, ayudan a conservar el poder germinativo de sus semillas, abriéndose otro tema de
investigacion en cuanto a metabolitos secundarios de frutos de Capsicum, el cual es poco
conocida (De la Cruz-Ricardez et al., 2015). Ademas, este resultado también parece coincidir
parcialmente con lo publicado por Gros-Balthazard et al. (2021), quienes mencionan haber
encontrado semillas de palma datilera (Phoenix dactylifera L.) de mas de 2,000 afios de edad,
las cuales germinaron y produjeron plantas viables. Por lo tanto, esta investigacion parece
sugerir que en las semillas y/o en los frutos se encuentra informacion por descubrir para
entender qué eventos moleculares suceden en mantener la viabilidad de semillas durante largos

periodos de tiempo y bajo ciertas condiciones ambientales.

Respuestas morfogénicas in vitro en explantes de distintos Capsicum annuum

La mejor respuesta significativamente (DMS, p=0.05) para formacion de brotes estuvo
determinada tanto por el tipo de especie como tipo de explante, siendo Capsicum annuum (pico
de pajaro) (T1) quien favorecido mayor nimero de brotes (3.33 a) a partir de &pice, acompafiado
de callo tipo 2 en la base de los explantes con aspecto compacto y poco friable; seguido de
Capsicum annuum L. var. aviculare (chiltepin) (T4) a partir de hipocétilos (1.0 b), también
acompaifiado de callo tipo 2 pero de aspecto friable y con estructuras globulares similares a
protocormos. Resultados que no coinciden, en ningun explante, con lo publicado por Valadez-
Bustos et al. (2009), quienes mencionan haber obtenido 7.1 brotes a partir de hipocotilos en
“jalapefio” y hasta 10.5 brotes en 30 dias de cultivo in vitro en “chiltepin”, con la diferencia
que en este ultimo fue a partir de embriones. Estos resultados (Cuadro 1) demuestran que los
tipos de Capsicum annuum, silvestres o domesticados, tienen diferentes niveles de complejidad
para su regeneracion y propagacion in vitro, posiblemente influya la cantidad de etileno que

produzca cada especie (Santana-Buzzy et al., 2006), el cual causa dafios por senescencia y
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afecta la obtencion de respuestas morfogénicas (Kumar et al., 1998; Aguilar-Jiménez et al.,

2021) (Figura 2).

Cuadro 1. Respuestas morfogénicas in vitro en explantes de distintos Capsicum annuum.

Explante Tratamiento Numero de brotes Longitud de brotes Tipo de callo
T1 333a 1.93b ++
T2 0.0c 2.03b 0
T3 0.0c 327a ++
Apice T4 0.0c 3.07a +

TS 0.0c 2.50 ab ++
T6 0.0c 0.0c 0
T7 0.0c 20b ++

Cotiledones Todos los tratamientos sin respuesta +a+++

Hipocétilos 13 0.0¢ 0.0¢ -
T4 1.0b 0.1c ++

Dentro de las filas, los resultados con la misma letra no presentan diferencias estadisticamente
significativas (ANOVA unidireccional, DMS, p = 0,05). (Media aritmética = Desviacion estindar).

Fuente: elaboracion propia con base a resultados.

Figura 2. Plantas in vitro de distintos Capsicum annuum a partir de dpices con posible dafio por etileno.
A) Capsicum annuum (pico de pajaro) (T1), B) Capsicum annuum (diente de tlacuache) (T2), C)
Capsicum annuum (silvestre oaxaco) (T3), D) Capsicum annuum L. var. aviculare (chiltepin) (T4).

A B C D

Fuente: elaboracion propia con base a resultados.

Asi mismo, Otroshy et al. (2011) mencionan haber micropropagado de forma exitosa a
Capsicum annuum L. mediante segmentos nodales con BAP y 4cido indol-butirico (AIB) (2.0

y 0.5 mgL!, respectivamente). Esto sugiere que, es de suma importancia establecer un
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protocolo de propagacion in vitro para cada especie de Capsicum y en cada lugar, ya que el
genotipo de cada planta influye en el éxito para obtener respuestas morfogénicas; en especial
cuando se trata de plantas micropropagadas a partir de plantulas obtenidas de semillas cigoticas,
las cuales tienen informacion genética que difiere entre ellas por ser plantas alogamas (Tamura
et al., 1984). Lo anterior explica que en explantes de cotiledones e hipocoétilos, no se hayan
tenido respuestas morfogénicas favorables como menciona Valadez-Bustos et al. (2009) en
diferentes especies de Capsicum in vitro, especialmente para las mismas especies como son
Capsicum annuum var. annuum (Jalapenio), C. annuum var. glabriusculum y C. annuum var.
aviculare, quienes mencionan la formacion de primordios de brotes en explantes de cotiledones
e hipocadtilos a partir de 12 dias de cultivo in vitro, asi como la formacion de brotes adventicios
diferenciados en 30 dias a partir de hipocétilos. En el presente trabajo, los explantes a partir de
cotiledones e hipocotilos fueron los que menos respuestas morfogénicas generaron. La mayoria
de explantes a partir de hipocotilos presentd formacion de callo tipo 2 con estructuras globulares
similares a embriones somaticos, y s0lo Capsicum annuum L. var. aviculare (chiltepin) (T4)
favorecio la formacion de brotes pequefios y algunas raices. Asi mismo, Capsicum annuum
(silvestre oaxaco) (T3) y Capsicum annuum L. var. aviculare (chiltepin) (T4), son las especies
que mejor favorecieron la formacion de callo y primordios de brotes a partir de cotiledones, al
igual que la formacion de raices adventicias; y Capsicum annuum (diente de tlacuache) (T2)

fue la especie que no tuvo respuesta en ninguno de los tres explantes sembrados (Figura 3).

Figura 3. Respuestas morfogénicas in vitro en explantes a partir de cotiledones e hipocotilos de
distintos Capsicum annuum. A) Hipocotilos, B) Cotiledones, C) Formacion de brotes y raices en

hipocotilos de Capsicum annuum L. var. aviculare (chiltepin) (T4) y D) Crecimiento de brotes a partir

de dpices de Capsicum annuum L. (pico de pdjaro) después de dos meses de cultivo in vitro.

Fuente: Elaboracion propia con base a resultados.
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Por ello, no es conveniente confiar en un protocolo inico para una especie determinada, sino
valorarlo antes de pretender iniciar un proyecto a nivel comercial o productivo, lo cual permitira

realizar los ajustes necesarios para tener €xito.

CONCLUSIONES

El porcentaje y tiempo de germinacion de semillas estuvieron determinados por del tipo de
Capsicum. Las variedades silvestres, fueron las unicas que mantuvieron el 100 % de poder
germinativo después de un afio de ser recolectadas. Asi mismo, la conservacion de semillas
adentro del fruto de Capsicum annuum, mantiene la viabilidad o poder germinativo de las
mismas.

La formacion y tipo de callo dependieron de la variedad y explante. La formacion de brotes por
explante, estuvo determinada significativamente por apices solo en una variedad silvestre (pico
de pajaro); y el protocolo de micropropacion para especies y variedades de Capsicum sugerido,

debe ajustarse a las necesidades de cada genotipo.
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