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Resumen

El chile manzano o cera (Capsicum pubescens) es una planta perenne originaria de zonas altas de América del Sur. En
condiciones naturales, la dureza de la testa de las semillas en almacenamiento es un problema que limita su adecuada
germinacion y los programas de mejoramiento genético de la especie. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto de acido sulfarico (H,SO,), peroxido de hidrégeno (H,O,) y acido giberélico-3 (C  H,,0,) sobre el porcentaje de
emergencia y caracteristicas de plantulas procedentes de semillas de C. pubescens. El experimento se realizé en la
Unidad de Manejo y Conservacion de Recursos Genéticos de la Facultad de Ciencias Biolégicas y Agropecuarias de la
Universidad Veracruzana. Para el efecto se utilizaron semillas de C. pubescens provenientes de la localidad de Huatusco,
Veracruz, México, almacenadas a temperatura ambiente durante 1 afio. Los tratamientos evaluados fueron: inmersiéon
en H,SO, (100, 75y 60% durante 30 min), inmersién en H,0, (20, 10, 15% durante 15 min), inmersiéon en C H, 0,
(25, 20, 15 mg por 24 h) mas un tratamiento testigo. Los resultados mostraron diferencias estadisticas significativas
(P=0.01) para todas las variables evaluadas. El mejor porcentaje de germinacion se obtuvo con inmersion en C,;H,,O,
(15 mg durante 24 h) y en H,0, (20% por 15 min). El tratamiento con H,SO, afect6 en forma negativa la emergencia.

Palabras clave: Calidad fisiolégica, conservacion ex situ, escarificacion quimica, osm-oacondicionamiento, latencia.

Abstract

The manzano or cera chilli pepper (Capsicum pubescens) is a perennial plant native from the highlands of South
America. During storage, the main problem is its hardnes of head, which causes a decrease in germination under
natural conditions. Because there is little information on germination, it is necessary to implement alternatives that
guarantee the resource within a breeding program. The aim was to evaluate the effect of sulfuric acid (H,SO,), hydrogen
peroxide (H,0,) and gibberellic acid-3 (C jH,,0,) on the percentage of emergence and characteristics of C. pubescens
seedlings. The experiment was carried out in the Unit of Management and Conservation of Genetic Resources of the
Faculty of Biological and Agricultural Sciences of the Universidad Veracruzana. C. pubescens seeds from the Huatusco,
Veracruz, Mexico, stored at room temperature for one year were used. The treatments studied were immersion in
H,SO, (100, 75, 60%, 30 min); immersion in H,0, (20, 10, 15%, 15 min), immersion in C,;H,,0, (25, 20, 15 mg, 24 h)
and the control treatment. The results in the present study reveal significant statistical differences (P < 0.01) for all
the variables evaluated. The best percentage of germination was caused by immersion in C jH,,0, (15 mg, 24 h) and
H,0, (20%, 15 min). The treatment with H,SO, was harmful since there was no emergency.

Key words: Physiological quality, ex situ conservation, chemical scarification, osmoconditioning, dormancy.
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Introduccion

La especie Capsicum pubescens Ruiz & Pav.
(chile manzano) es originaria de las partes altas
de Peru y Bolivia, fue introducida a México a
principios del siglo XX, es una planta perenne,
cultivada en areas de transicién y de clima
templado entre 1000 y 2500 m.s.n.m. (Pérez,
2002). Entre 25 especies reconocidas, solo cinco
son de importancia econémica: C. annuumL., C.
frutescens L., C. baccatumL., C. pubescens Ruiz
& Pav., y C. chinense Jacq. (Perry y Flannery,
2007). De manera particular, C. pubescens es
la Ginica de las especies domesticadas que no
tiene reportes de su forma silvestre; no obstante,
la mayor diversidad genética de la especie se
encuentra en Sudameérica (Pérez y Castro, 2012).
En México, existe gran diversidad en habito de
crecimiento de la planta, tipo, forma, color y
tamano de fruto, que pueden ser aprovechadas
en programas de mejoramiento genético (Leyva-
Ovalle et al., 2018).

Entre las especies domesticadas, C. pubescens
se caracteriza por presentar flor violeta y semilla
negra (Ibiza et al., 2012); la semilla presenta
una testa dura y una baja actividad metabélica
durante su proceso de latencia, lo que ocasiona
que rapidamente pierda viabilidad atn bajo
condiciones controladas (Pérez y Castro, 2012).
Uno de los principales factores para optimizar la
produccion agricola es el uso de semillas de buena
calidad la que esta asociada con el mantenimiento
de la viabilidad de éstas durante su periodo de
latencia (Pittcock, 2008; Penfield, 2017).

La germinacion en sentido estricto es el
proceso fisiologico que se inicia con la absorcion
de agua por la semilla (imbibicion) y termina
cuando emerge la radicula (Bewley y Black,
1994). Este fenémeno, incluye numerosos
eventos, tales como: respiracion, hidrataciéon de
proteinas, cambios estructurales subcelulares,
y elongacion celular (Manz et al., 2005). Los
estudios recientes sobre germinacion de
semillas son una importante herramienta para
la conservacion de varias especies (Wahid et
al., 2007; Moo-Munoz et al., 2016; Garcia-
Paredes et al., 2017; Kheloufi et al., 2017; Iralu
y Upadhaya, 2018). Estos estudios ayudan a
comprender mejor los procesos involucrados en
este fendmeno, asi como a identificar técnicas
para la produccion de plantulas.

Existen diferentes tipos de latencia que
restringen los procesos de germinacion,
siendo estos de tipo: fisico o mecanico
(cubierta seminal dura), quimica, morfolégica
y fisiolégica (Bewley y Black, 1994; Viémont y
Crabbé, 2000). Entre ellos la latencia fisica por
impermeabilidad de la cubierta seminal es el
medio mas simple pero efectivo que retarda la
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germinacion (Finch-Savage y Leubner-Metzger,
2006). Para romper este tipo de latencia se
utilizan la escarificaciéon mecanica, quimica
con acido sulfarico y térmica con calor hiimedo
(Hernandez-Verdugo et al., 2010; Baskin y
Baskin, 2014; Lozano et al., 2016).

Debido a la impermeabilidad del tegumento,
la germinacion de las semillas de C. pubescens
es irregular (Pérez, 2002; Pérez y Castro, 2012), lo
que induce latencia fisica. Los bajos porcentajes
de germinacion de la semilla madura en esta
especie se asocian con la presencia de testa dura,
cera epicuteliar y alto contenido de acido absicico
(Leubner-Metzger, 2003).

Tanaka-Oda et al. (2009) estudiaron el efecto de
diferentes tratamientos con acido sulfarico sobre
semillas de Sabina vulgaris Ant. y concluyeron
que la mejor tasa de germinacién se obtuvo con
la inmersion por 120 min y una temperatura de
incubacion entre 25 y 30 °C. Garcia-Paredes et
al. (2017) evaluaron el efecto de acido sulftirico,
agua hirviendo y calentamiento en estufa sobre
semillas de Pithecellobium dulce (guamtuchil),
Leucaena leucocephala (huaje) y Sesbania spp.
(sesbania) y encontraron los mejores resultados
con el tratamiento acido sulfarico.

La efectividad de tratamientos pregerminativos
en semillas de diferentes especies ha sido
demostrada en varios estudios (Hernandez-
Verdugo et al.,, 2010, Barba-Espin et al., 2011;
Barba-Espin et al., 2012, Lozano et al.; 2016,
Lopez-Espana et al.; 2017; Garcia-Ruiz et al.,
2018). No obstante, no existen estudios sobre el
tema en C. pubescens con el objetivo de entender
mejor el proceso de germinacion en este cultivo.
El objetivo del presente trabajo de investigacion
fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones
de 4cido sulfurico, peréoxido de hidrégeno y acido
giberélico sobre el porcentaje de germinacion
y caracteristicas de plantulas de semillas de C.
pubescens. Adicionalmente, generar informacion
de esta especie de clima templado para su
establecimiento en los diferentes sistemas de
produccion asociados con el cultivo.

Materiales y métodos

Material genético

Se utilizaron semillas de C. pubescens provenientes
de la localidad de Huatusco, Veracruz, México, y
almacenadas en sobres de papel a temperatura
ambiente durante 1 ano. El trabajo fue realizado
en la Unidad de Manejo y Conservacion de
Recursos Genéticos de la Facultad de Ciencias
Biologicas y Agropecuarias de la Universidad
Veracruzana (LN18.860668, LO-96.902501, 794
m.s.n.m.).
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Manejo del ensayo

Las evaluaciones fueron realizadas en lote de 300
semillas tomadas al azar que fueron sometidas
a diferentes tratamientos de pregerminacion
(Cuadro 1). Como sustrato humedo se utilizaron
‘peat moss’ y agrolita en proporciéon 80:20
colocado en bandejas con capacidad para 200
plantulas. Cuarenta y nueve dias después de
la siembra, cuando las plantulas presentaron
cuatro hojas verdaderas, fueron trasplantadas
a vasos de unicel de 255 ml, hasta la cosecha
(Pérez y Castro, 2012).

El control de plagas se realizé por aspersiones
foliares con abamectina® (0.5 ml/1) cada 15 dias
durante el ciclo del experimento. El manejo
preventivo contra hongos se realizé con oxicloruro
de cobre® (0.01 g/l) para Phythoptora capsici,
Fusarium spp. y Rhizoctonia solanii. En forma
foliar se aplicaron los fertilizantes Bayfolan
Forte® (0.01 ml/]). Los riegos fueron aplicados
de acuerdo con los requerimientos del cultivo,
tratando de mantener el porcentaje de saturacion
de humedad sugerido por Pérez y Castro (2012).

Cuadro 1. Tratamientos pregerminativos en semillas
de chile manzano (C. pubescens Ruiz &
Pav.). U. Veracruzana, México.

Tiempo de

No Tratamiento . ..
inmersion

1 Acido sulftirico (100%) 30 min

2 Acido sulftrico (75%) 30 min

3 Acido sulftirico (60%) 30 min

4 Peroxido de hidrogeno (20%) 15 min

5 Peroxido de hidrogeno (15%) 15 min

6 Peréoxido de hidréogeno (10%) 15 min

7 Acido giberélico-3 (25 mg) 24 h

8 Acido giberélico-3 (20 mg) 24 h

9 Acido giberélico-3 (15 mg) 24 h

10 Testigo (Sin tratamiento)

manzano (Capsicum pubescens Ruiz & Pav.)

Variables evaluadas

El porcentaje de germinacion de semillas en el
tiempo se registr6 semanalmente con base en la
proporcion de plantulas normales hasta los 78
dias después de la siembra (DDS); se midieron,
ademas, la altura, el diametro, el nimero de hojas
verdaderas (76 DDS) y los pesos verde y seco de
las plantulas (79 DDS). La altura se midi6 desde la
base del tallo hasta la yema terminal. El diametro
de tallo se determiné con un calibrador digital tipo
vernier (mm) medida en la parte media de la planta.
Al momento de la cosecha la parte aérea y las raices
de cada plantula se colocaron por separado en
bolsas de papel Kraff, para posteriormente medir
el peso verde en una balanza analitica (0.0001 g) y
el peso seco en estufa a 80 °C por 24 h.

Diseilo experimental y analisis de datos

Los tratamientos fueron dispuestos en un diseno
completamente al azar con tres repeticiones.
Para ajustar la normalidad de los datos, los
valores de los porcentajes de germinacion fueron
transformados a sus valores de x=ArcsenVx y
transformados nuevamenteal al valor inicial. El
resto de las variables tuvieron distribucién normal
y se analizaron con ANOVA. Todas las variables
fueron sometidas a una prueba de comparaciéon de
medias Tukey (P < 0.05) y los analisis se realizaron
con el programa SAS/STAT, versién 9.0 (SAS,
1999; Castillo, 2007).

Resultados

Los analisis se realizaron para datos recolectados
en un periodo de 11 semanas. De acuerdo
con el analisis de varianza, se encontraron
diferencias (P < 0.01) para todas las variables en
estudio, lo que indica respuestas diferenciales
de C. pubescens a cada tratamiento de
pregerminacion (Cuadro 2). Los coeficientes
de variacion variaron entre el 13.1 y 29.6 % lo
que, en este estudio, sugiere confiabilidad en
los resultados (Castillo, 2007).

Cuadro 2. Cuadrados medios y significancia estadistica para seis caracteres vegetativos en semillas de C.

pubescens. U. Veracruzana, México.

Fuente de variacion G.L PG APTA HOJV DTLLO PFS PSC
Tratamiento 9 0.2010** 14.1509** 22.5632**  1.8059**  0.6074** 0.0191**
Repeticion 2 0.0004ns 0.3667ns  0.7408ns 0.0659ns 0.0880ns 0.0024ns
Error 17 109.3682 0.2443 0.3578 0.0208 0.0308 0.0008
Total 28
C.V (%) 21.7 16.0 15.5 13.1 29.6 26.1
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*P <0.05; **P < 0.01; ns = no significativo; G.L = grados
de libertad; PG = porcentaje de germinacion; APTA =
altura de planta; HOJV = hojas verdaderas; DTLLO =
diametro de tallo; PFS = peso fresco; PSC = peso seco;
C.V(%) = coeficiente de variacion.

El porcentaje de germinacion mas alto se
obtuvo con inmersion en C H, O, a 15%,
igualmente con la concentracion de 20% por
24 h; no obstante, cuando la concentracion
aumentdé hasta 25% se redujo a 23.3 %
(Cuadro 3). Gupta y Chakrabarty (2013)
encontraron que el rompimiento de la latencia
para iniciar la germinacioén es controlado por
factores fisicos (luz, temperatura y humedad).
Finkelstein et al. (2008) consideran que
ademas de los factores fisicos involucrados en
la germinacion, existen hormonas endogenas
reguladoras del crecimiento como giberelinas
que estimulan este proceso. Estos resultados
muestran alternativas para romper la latencia
de semillas de C. pubescens. Se sabe que el
pericarpio y la cubierta seminal a menudo
contienen compuestos fenodlicos y alcaloides,
que inhiben la germinacién, no obstante estos
pueden ser oxidados por H,0,, contribuyendo
a la descomposicion de los inhibidores de
la germinaciéon. De manera similar el acido
giberélico debilita la cobertura de la semilla e
induce enzimas hidroliticas, promoviendo el
proceso de germinacion.

Los tratamientos con inmersion en H,0, a 20
y 15% aumentaron el porcentaje de germinacién,
pero fueron inferiores en 3.3% al alcanzado
con C H,,O.. El efecto positivo de H,0, sobre

la germinacion de la semilla se explica por
la liberacion de O, que acelera la respiracion
mitocondrial y las actividades metabélicas
(Katzman et al., 2001). En contraste, en este
estudio la presencia de H,SO, produjo un efecto
negativo sobre la germinacion en semillas de C.
pubescens, como resultado del rompimiento de
la cubierta seminal y consecuente destruccion
del embrién, lo que difiere con resultados
obtenido en otros estudios.

La altura de planta, el nimero de hojas
verdaderas y el diametro de tallo en plantulas
de C. pubescens fueron mas altos en las
plantas tratadas con H,0,. Se observo un
efecto inhibidor del crecimiento para los
tratamientos con C H,,O,, en comparacion
con las plantas en el tratamiento testigo. La
produccion de biomasa verde fue mas alta en
el tratamiento H,0, a 10% (Cuadro 3). Demir
et al. (2008) encontraron que vigor de la
semilla es afectado durante el secado después
de la cosecha, asi como por, caracteristicas
genéticas, condiciones ambientales, época
de cosecha, dafnos mecanicos, y condiciones
durante el almacenamiento.

En la Figura 1, se observa la celeridad del
proceso de germinacion. Los tratamientos
con C H,,0, (15%, 12 h) y H,0, (20%, 15 min)
presentaron un alto porcentaje de germinacién
en la segunda y tercera semana después de la
siembra. Asimismo, se observa que después de la
cuarta semana se detiene el proceso germinativo
de los tratamientos e inicia el crecimiento y
desarrollo de las plantulas.

Cuadro 3. Comparacion de medias de seis caracteres vegetativos en semillas de C. pubescens. U. Veracruzana,

México.
No. Tratamiento PG APTA HOJV DTLLO PFS PSC
9 C,H,O,(15%:24h) 53.3t10.0a 4.49+0.9a 6.00£1.0a 1.75+0.2a 0.91+£0.3ab  0.16%0.1ab
4 H,0,(20%: 15 min) 50.0+20.0a 4.81%x1.4a 6.27+1.0a 1.63+0.2a 0.96+0.3ab  0.17+0.3ab
8 C,H,0,(20%: 24 h) 43.3£t15.3a  3.72t1.1a 4.58t1.0a 1.44+0.2a 0.531+0.3bc  0.10%0.1b
5 H,0,(15%:15 min) 40.0£23.1a 4.77£3.7a 5.75+3.3a 1.78%+1.0a 0.92+0.5ab  0.17+0.lab
7 C,H,0,(25%: 24 h) 30.0t11.5ab 4.36+0.8a 5.17+0.3a 1.39%0.2a 0.72%0.1ab  0.13£0.03b
6 H,0,(10%: 15 min) 26.7+5.8ab 4.74+0.6a 6.33%0.3a 1.71+0.3a 1.24%0.2a 0.22+0.01a
10 Sin tratar 23.3+5.8ab 4.60+0.6a 5.22+0.7a 1.56+0.1a 0.76%0.1ab  0.13+0.02b
1 H,SO, (100%: 30 min) 0.0b Ob Ob Ob Oc Oc
2 H,SO, (75%: 30 min)  0.0b Ob Ob Ob Oc Oc
3 H,SO, (60%: 30 min) 0.0b Ob Ob Ob Oc Oc
Promedio 26.2 3.1 3.9 1.1 0.59 0.11

*Medias con letras diferentes en una columna son estadisticamente diferente (Tukey; P < 0.05); APTA = altura
de planta; HOJV = hojas verdaderas; DTLLO = didmetro de tallo; PFS = peso fresco; PSC = peso seco; H,SO, =

acido sulfurico (AS); H,O, = peroxido de hidrégeno (AO); C
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Figura 1. Porcentaje de germinacién en semillas de chile manzano después de la imbibicién en presencia de
diferentes tratamientos pregerminativos. H,SO, = acido sulftrico (AS); H,O, = peroxido de hidrégeno

(PO); C,,H,,0, = acido giberélico-3 (AG).
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Figura 2. Temperatura y humedad relativa semanal bajo invernadero del 5 de noviembre de 2017 a 10 de enero
de 2018. H,SO, = acido sulfurico (AS); H,0, = peroxido de hidrogeno (PO); C jH,,O, = acido giberélico
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(AG,). - - - -= intervalo 6ptimo de humedad relativa; ----- = intervalo 6ptimo de temperatura.

El comportamiento de la temperatura (14 -
25 °C) y la humedad relativa (48 - 92%) fueron
adecuados para el desarrollo de las plantulas y los
valores criticos ocurrieron en la séptima y octava
semana DDS (Figura 2). De acuerdo con Pérez y
Castro (2012) el intervalo éptimo de temperatura
para esta especie varia entre 18 y 22 °C durante
el dia y entre 10 y 12 °C durante la noche, con
una humedad relativa de 70 a 80%. Garcia-Ruiz
et al. (2018) analizaron el momento 6ptimo de
extraccion de semillas de C. pubescens en funcion
de su calidad fisica y fisiologica, y encontraron

84.2% de germinacion en semillas con 3 dias
de almacenamiento después de la cosecha, en
contraste, con 74.8% de germinacion después de
17 dias de almacenamiento. Segun los autores,
el desarrollo de la semilla de C. pubescens ocurre
al mismo tiempo que el desarrollo fisiolégico del
fruto y en este estado la calidad de la semilla
comienza a deteriorarse.

Algunos autores (Taylor et al., 1999; Enriquez-
Pena et al., 2004; Hernandez-Verdugo et al.,
2010; Garcia-Ruiz et al., 2018) encontraron que la
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germinacion y el crecimiento son afectados por la
temperaturay la radiacién. El crecimiento de las
plantas decrece cuando la temperatura disminuye
por debajo de un valor minimo o excede un valor
maximo, bajo esa area se encuentra el valor
optimo de traslape de crecimiento y desarrollo
de la planta (Pérez y Castro, 2012).

Conclusiones

El uso de H,O, y C jH, O, para el osmo-
acondicionamiento de semillas de C. pubescens
antes de la siembra mejor6 la emergencia de
plantulas y su vigor; por el contrario, el tratamiento
de inmersion con H,SO, inhibi6 la emergencia de las
plantulas. El presente trabajo provee informacion
confiable que puede ser usado y adoptado en los

programas de mejoramiento genético.
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