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Resumen

Los recursos fitogenéticos son la base de la seguridad alimentaria de la poblacion mundial. México
constituye uno de los centros de origen y diversidad de especies fitogenéticas, entre ellas, varios tipos de
chile. La mayoria son especies silvestres distribuidas en la mayor parte de México y de amplio interés
tanto cultural como econdémico. El objetivo del presente trabajo fue, determinar la 6ptima concentracion
de acido indol-3-acético (AIA) y cinetina (KIN) para la multiplicacion de brotes y raices de plantulas de
22 genotipos de chile silvestre regeneradas a partir de semillas germinadas in vitro. Bajo un disefio
completamente al azar, las semillas fueron germinadas en medio de Murashige y Skoog (MS),
posteriormente fueron trasplantadas a frascos que contenian 30 ¢cm?® de medio MS suplementados con
0.0/0.0, 1.0/0.3, 0.3/0.5, 0.5/1.0 mg L' de KIN/AIA. Se obtuvo un promedio maximo de 9.68 brotes y
10.90 de raices con el tratamiento 0.5/1.0 mg L' de KIN/AIA. La adicion de reguladores de crecimiento
promovio la induccion de brotes y raices en los 22 genotipos silvestres de chile.

In vitro culture of 22 wild genotypes of chili from the

Region Selva de Chiapas, Mexico

Abstract

Plant genetic resources are the basis of the food security for the world population. Mexico is one of the
centers of origin and diversity of several phytogenetic species, including various types of chili. The
majority are wild species distributed in most of Mexico and of wide cultural and economic interest. The
objective of this study was to determine the optimal concentration of indole-3-acetic acid (IAA) and
kinetin (KIN) for the multiplication of seedlings shoots and roots of 22 genotypes of wild chili
regenerated from seeds germinated in vitro. Under a completely randomized design, the seeds were
germinated in medium of Murashige and Skoog (MS), later they were transplanted into flasks containing
30 cm® of MS medium supplemented with 0.0/0.0, 1.0/0.3, 0.3/0.5, 0.5/1.0 mg L' of KIN/ IAA. A
maximum average of 9.68 shoots and 10.90 of roots were obtained with 0.5/ 1.0 mg L' of KIN/ IAA.
The addiction of growth regulators promoted the induction of shoots and roots in the 22 wild genotypes
of chili.
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1. Introducciéon

El cultivo de Capsicum es uno de los cultivos mas
importantes en México, donde aumenta la demanda para los
multiples usos de los frutos en forma natural o procesada. Se
usa como condimento o como materia prima para la
obtencion de colorantes de oleorresinas y con fines

industriales, ademas de ser una fuente dietética de
antioxidantes debido al contenido de flavonoides,
compuestos fendlicos, carotenoides, 4acido ascorbico,

vitamina A y capsaicinoides (Daood et al., 2006; Pugliese et
al., 2014).

El centro de origen de Capsicum es México y América del
Sur (Bosland y Votava, 2000). Capsicum proviene del griego
Kapsakes o cépsula y el nombre comiin proviene del nahuatl
chili (CONABIO, 2019; Montes-Hernandez, 2010; SIAP,
2019). El nimero de especies silvestres que comprende el
género Capsicum es de 26 (CONABIO, 2019; Montes-
Hernandez, 2010; SIAP, 2012) y de ellas, son solo cinco las
especies domesticadas de chile que se cultivan en el mundo
(CONABIO, 2019; Montes-Hernandez, 2010; SIAP, 2019).
México, como centro de domesticacion, cuenta con las cinco
especies cultivadas: C. annuum var. annuum, C. chinense, C.
pubescens, C. baccatum var. pendulum, C. frutescens, y la
silvestre C. annuum var. glabriusculum (Bosland y Votava,
2000; CONABIO, 2019; Montes-Hermandez, 2010; SIAP,
2019). En Meéxico, se pueden encontrar poblaciones
silvestres de C. annuum y C. frutescens, que presentan gran
variabilidad morfologica y genética (Castafion-Ngjera et al.,
2008; Votava et al., 2005). Capsicum ciliatum se encuentra
en todo el pais, con excepcion del Noroeste, mientras que C.
lanceolatum ha sido reportada inicamente en los estados de
Chiapas y Veracruz (Hernandez-Verdugo et al.,, 2001;
Latournerie et al., 2002).

La extension y la distribucion de la variacion genética entre
las poblaciones son aspectos importantes para comprender el
origen y evolucion de las poblaciones vegetales en
condiciones naturales. Determinar esta variacion genética en
razas locales, variedades comerciales y sus parientes
silvestres, es 1util para fitomejoradores y genetistas de
poblaciones, y para todos los involucrados en el uso, manejo
y conservacion de recursos fitogenéticos (Hamrick y Godt,
1999; Votava et al., 2005). Los parientes silvestres de las
especies cultivadas constituyen un recurso genético
importante que puede contribuir a resolver problemas
agricolas presentes o futuros relacionados con la tolerancia o
la resistencia a plagas y enfermedades, y aumentar la calidad
y la cantidad de la produccion (Hernandez-Verdugo et al.,
2001).

Protocolos de regeneracion in vitro de plantas de chile se han
obtenido a partir de brotes adventicios (Pozueta-Romero et
al., 2001), de cultivo de protoplastos y de embriogénesis
somatica (Kintzios et al., 2001). A pesar de que la
regeneracion in vitro de los chiles se ha logrado a través de
diferentes protocolos y formas morfogénicas (Joshi y
Kothari, 2007; Lopez-Puc et al., 2006; Valera-Montero y
Phillips, 2005), ha sido dificil establecer protocolos
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eficientes, confiables y de amplio espectro para los miembros
de este género, debido a la alta diversidad de los genotipos
existentes, lo que resulta en una gran variedad de respuestas
al cultivo de tejidos in vitro, por lo tanto, es necesario
establecer sistemas confiables de regeneracion para los
chiles, especialmente para los genotipos desarrollados con
fines comerciales (Valadez-Bustos, 2009). El uso de
reguladores de crecimiento en investigaciones con C.
annuum confirma el efecto sinérgico de la combinacién de
citokininas (KIN) con auxinas (AIA) en la regeneracion de
brotes adventicios (Kumar et al., 2005; Peddaboina et al.,
2005).

Por ello, en el presente estudio se determind la Optima
concentracion de acido indol-3-acético (AIA) y cinetina
(KIN) para la proliferacion de brotes y raices en plantulas de
22 genotipos de chile silvestre regeneradas a partir de
semillas germinadas in vitro.

2. Materiales y métodos

2.1. Area de recolecta del material genético

El area de recolecta fue la region Selva en Chiapas, México,
los frutos maduros de 22 genotipos silvestres de chiles se
recolectaron de localidades de los municipios de Palenque,
Yajalon, Ocosingo y Chilén, Chiapas (Cuadro 1).

Cuadro 1. Genotipos silvestres de chile de la region Selva,

Chiapas, México

. . Coordenadas
Genotipos Localidad Latitud N Longitud O
Jataté Chilon 17°6°13” 92°17°1”"
Volte Chilon 17°6°13” 92°17°1”"
Mira pa’rriba Ocosingo  16°54'21"" 92°5'37""
(Lekil Tum)

Moju Palenque 17°30°35"" 91°58°49""
Ocosingo Ocosingo  16°5421"" 92°5'37""
Bolita Ocosingo  16°5421" 92°5°37""
Tonich Ocosingo  16°5421"" 92°5'37""
7 caldos San Yajalon 17°10°15"" 92°19°51"”"
Rafael

Manzana Yajalon 17°10°15"" 92°19°51"”"
Habanero Palenque 17°30°35"" 91°58°49""
Palenque

Chilon Chilon 17°6°13” 92°17°1”"
Gliero Ocosingo  16°5421"" 92°5°37""
Jalapefio Palenque 17°30°35"" 91°58°49""
7 caldos Ocosingo  16°54'21"" 92°5'37""
Relleno Yajalon 17°10°15"" 92°19°51""
Mira pal cielo Ocosingo  16°54'21"" 92°5'37""
Tempenchile Ocosingo  16°54'21"" 92°5'37""
Habanero Palénque 17°30°35"" 91°58°49""
pamala

Seco Palénque  Palénque 17°30°35"" 91°58°49""
Simojovel Ocosingo  16°5421"" 92°5'37""
Mira pa’rriba Yajalon 17°10°15"" 92°19°51"”"
(Yajalon)

Volte seco Chilén 17° 613" 92°17°1”
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2.2. Desinfeccion de semillas y germinacion in vitro

Las semillas fueron extraidas de los frutos maduros, se
lavaron con agua destilada esterilizada y jabon comercial, se
desinfectaron con una solucién 1% (p/v) de agri-micyn500®
(estreptomicina:oxitetreciclina:sulfato tribdsico de cobre)
durante 20 min, se lavaron tres veces con agua destilada
esterilizada, posteriormente con etanol al 70% (v/v) durante
5 min, y por ultimo se sumergieron en hipoclorito de calcio
al 10% (p/v) durante 20 min y se lavaron tres veces en agua
destilada estéril.

Se prepararon 207 frascos (150 mL) conteniendo cada uno
30 mL de medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962),
suplementado con 30 g de sacarosa, 0.1 g de myo-inositol,
0.05 g de NaHPO: y solidificado con 2.5 g de phytagel
Sigma®, se esterilizaron a 1.5 kg cm durante 15 min. Las
semillas desinfectadas fueron colocadas tres en cada frasco
esterilizados cerrado con tapas de polipropileno sellados con
polietileno (kleen pack®) y se incubaron en una camara
bioclimatica a 25+1 °C, bajo luz blanca fria fluorescente (50
umol m? s) y fotoperiodo de 16 h luz, 8 h de oscuridad.

2.3. Induccion de brotes y raices

Las semillas germinadas después de 40 dias fueron
trasplantadas a frascos que contenian 30 mL de MS
suplementados con cinetina (KIN) en concentraciones de 0.0,
0.3, 0.5, 1.0 mg L' y 4cido indol-3-acético (AIA) en
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concentraciones de 0, 0.3, 0.5, 1.0 mg L. Cada frasco
contenia un brote. Los frascos fueron cerrados con tapas de
polipropileno y sellados con polietileno (kleen pack®) y se
incubaron en una cdmara bioclimatica a 25 + 1 °C, bajo luz
blanca fria fluorescente (50 pmol m s™) y fotoperiodo de 16
h luz, 8 h de oscuridad.

Para evaluar los efectos de KIN y AIA sobre la formacion de
brotes y raices, se utilizé un diseflo completamente al azar,
con 4 tratamientos (0.0/0.0, 1.0/0.3, 0.3/0.5, 0.5/1.0 mg L™!
de KIN/AIA) y 3 repeticiones cada uno.

2.4. Analisis estadistico

La duracién del experimento fue de 60 dias. Los datos
obtenidos se analizaron mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) y comparacion de medias mediante la prueba de
Tukey (P<0.05) utilizando el software SAS (The SAS
System®) version 9.4.

3. Resultados y Discusion

Las semillas germinaron a los 40 dias después de la siembra,
los porcentajes maximos de germinacion final fueron del
100% en los genotipos Mira pa’rriba (Yajalon), Volte seco,
Simojovel y 7 caldos; Tonich fue el genotipo que presento el
porcentaje de germinacion final mas bajo (85.75%) (Cuadro
2).

Cuadro 2. Germinacion final (%) in vitro, sobre la induccion de brotes y raices de los 22 genotipos de chiles silvestres de la

region Selva, Chiapas, México.

Genotipos Germinacion (%) Brotes Raices
Jataté 90.25+0.17 gh 3.25+0.70 e 5.75+0.00 be
Volte 93.29+0.14 def 6.03+0.33 bedef 6.46+0.50 abc
Mira pa’rriba (Lekil lum) 91.25+0.35 fgh 4.50+0.00 ef 6.00+0.17 be
Moju 93.25+0.03 def 5.75+0.00 bedef 5.50+0.17 be
Ocosingo 90.75+0.35 gh 4.75+0.17 ef 6.25+0.00 be
Bolita 90.00+0.17 h 4.50+0.00 ef 6.75+0.00 abc
Tonich 85.75+2.29 i 6.00+£0.02 bedef 5.25+0.17 be
7 caldos San Rafael 90.00+0.17 h 5.00+0.17 def 7.2540.00 abc
Manzana 90.50+0.17 gh 5.7540.17 bedef 7.00:£0.17 abe
Habanero Palenque 98.25£1.23 ab 4.25+0.17 ef 5.75+0.00 be
Chilon 91.75+0.35 efgh 4.50+0.17 ef 6.75+0.17 abc
Giiero 92.25+0.17 defgh 5.7540.00 bedef 7.00:£0.00 abc
Jalapefio 94.50£1.59 cd 6.00+0.00 bedef 6.25+0.70 be
7 caldos 100£0.00 a 9.75+0.00 a 8.25+0.70 ab
Relleno 90.25+0.17 gh 5.2540.35 cdef 6.75+0.00 abc
Mira pal cielo 96.75£1.06 be 6.50+0.17 bede 5.75+0.17 be
Tempenchile 93.75+0.53 de 7.75+0.17 abed 5.25+0.86 be
Habanero pamala 92.50+0.53 defg 8.50+0.88 ab 5.75+0.00 be
Seco Palénque 93.50+0.17 def 8.00+0.35 abc 5.75+0.00 be
Simojovel 100£0.00 a 6.75+0.70 bede 7.2540.35 abc
Mira pa’rriba (Yajalon) 100£0.00 a 9.75+0.00 a 7.75+0.35 abc
Volte seco 100+0.00 a 9.75+0.00 a 9.25+0.00 a
CV 0.99 18.07 18.07

D.M.S 2.36 2.81 2.81

Media+desviacion estandar. *! Valores con diferentes letras dentro de las columnas son significativamente diferentes, prueba de Tukey

(P<0.05).
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Las respuestas de los genotipos a los tratamientos fueron
estadisticamente diferentes (P<0.0001). Los genotipos Mira
pa’rriba (Yajaloén), Volte seco y 7 caldos presentaron el
maximo nimero de brotes y raices, la variedad Jataté mostro
el nimero mas bajo de brotes (3.25+0.707) (Cuadro 2). El
mayor niimero de brotes y raices se observoé en el tratamiento
adicionado con 0.5/1.0 mg L™! de KIN/AIA, con un promedio
de 9.68 y 10.90, respectivamente (Cuadro 3). Los reguladores
de crecimiento (KIN y AIA) promovieron la induccion de
brotes y raices en los 22 genotipos silvestres de chile. Varios
autores (Christopher y Rajam, 1996; Kintzios et al., 2001;
Ramirez-Malagén y Ochoa-Alejo, 1996; Valadez-Bustos et
al.,, 2009; Valera-Montero y Ochoa-Alejo, 1992; Valera-
Montero y Phillips, 2005) han demostrado, en otros
genotipos de chile, que el uso de KIN y AIA promueven la
generacion de brotes y raices; el tipo de respuesta de estos
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reguladores del crecimiento, no solo depende de su presencia
sino también sus concentraciones determinan el efecto. En
este trabajo, todos los medios que contenian KIN y AIA
permitieron la morfogénesis, y la magnitud de respuesta
estuvo en funcidn de las concentraciones de los reguladores
de crecimiento. En la micropropagacion de Capsicum
chinense, en explantes apicales cultivados en medio de
cultivo Murashige y Skoog (MS) suplementado con 23.2 -
93.0 uM kinetina (KIN) solo o combinado con 5.7 uM acido
3-indolacético (AIA), el maximo nimero de brotes se obtuvo
en el medio que contenia 4.7 uM KIN combinado con AIA
(Sanatombi y Sharma, 2008). La no formacion de raices es
un obstdculo importante en la micropropagacién en
condiciones in vitro, ya que el enraizamiento podria tener un
efecto importante en el establecimiento después de la
transferencia ex vitro (De Klerk, 2002).

Cuadro 3. Efecto de diferentes concentraciones de cinetina (KIN) y acido indolacético (AIA) sobre el nimero de brotes y

raices en plantulas de 22 genotipos de Capsicum spp. cultivadas in vitro.

Tratamiento KIN (mg L) AIA (mg L) Brotes Raices
1 0 0 4.03£1.56 4.07+0.89
2 1.0 0.3 6.98+2.26 6.93£1.09
3 0.3 0.5 4.07+1.54 4.10£0.99
4 0.5 1.0 9.68+2.64 10.90£1.72

Mediatdesviacion estandar

4. Conclusion

Los genotipos de chile Mira pa’rriba (Yajalon), Volte seco y
7 caldos presentaron 100 % de germinacion y el maximo
numero de brotes y raices. El tratamiento suplementado con
0.5/1.0 mg L' de KIN/AIA, obtuvo el promedio maximo de
brotes y raices (9.68 y 10.90, respectivamente), comparado
con el testigo que logro 4.03 de brotes y 4.07 de raices por
plantula. La adicion de reguladores de crecimiento promovid
la induccién de brotes y raices en los 22 genotipos silvestres
de chile.
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