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RESUMEN

El chile (Capsicum annuum L.) es una hortaliza de gran impacto
social en la economia de Mexico, debido a la gran demanda que presentay a

que forma parte de los principales productos de exportacion.

Sin embargo existen algunos factores que obstaculizan el desarrollo y
rendimiento del cultivo como son la caida de flores y frutos durante los
cruzamientos, probablemente se deba a los bajos porcientos de viabilidad de
polen, a la forma y tamafio o a algunas irregularidades en los cromosomas.
Frente a este problema mejoradores y productores se dan a la tarea de

explicar las razones que den solucion a dichos problemas.

Es por esto que para este trabajo de investigacion se plantearon los

siguientes objetivos:

e Establecer si la caida de flores es la causa de los bajos niveles de
viabilidad de polen.
e Determinar si la viabilidad del polen esta relacionada con el tamafio

del grano de polen y la regularidad meiética.

Xi
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La presente investigacion se dividié en tres experimentos los cuales se
llevaron a cabo en el laboratorio de citogenética de la Universidad Autonoma

Agraria Antonio Narro.

Se utilizaron 5 variedades (Don Pancho, Chijal 10-19, Don Benito, Criollo
Chiapas largo, y Chijal EB-13) las cuales fueron facilitadas por el campo

experimental del Sur de Tamaulipas.

Para los experimentos de viabilidad, tamafio y forma del grano de polen e

irregularidad meiotica se evaluaron los siguientes parametros:

R/
°

Viabilidad del grano de polen
o Granos Viable
o0 Granos No Viables

% Forma del grano de polen

L)

*

» Tamario del grano de polen

L)

/7
0.0

Irregularidades meidticas en los cromosomas

Los datos obtenidos de dichos parametros se presentaron
estadisticamente mediante un andlisis de varianza y una prueba de medias,
dando como resultado que la variedad Don Benito obtuvo el por ciento de
viabilidad mas alto (24.100/25) y que la variedad Chijal EB-13 presento el

mayor diametro de granos de polen (32.04)

Xii
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Los resultados a considerar de la dos variables evaluadas se obtuvo que la
variedad Chijal EB-13 presentd un porcentaje alto de viabilidad y el mayor

tamafo del grano de polen.

En el experimento de regularidad meiGtica no se encontraron
anormalidades en la meiosis de los cromosomas en ninguno de los

materiales considerados en el estudio.

De los resultados de la investigacion parece sefialar que en este grupo de
materiales de chile jalapefio, las dificultades para obtener progenies por
cruzamientos encontrados en un trabajo previo (Hernandez, 2003) no se
originan con problemas de viabilidad del polen, dados sus altos porcentajes y
a pesar de haber diferencias entre los materiales empleados. Parece indicar
también que no hay relacion concluyente entre viabilidad, tamafio del grano

de polen y anormalidades meiéticas.

Por lo anterior para explicar los problemas de la efectividad de los
cruzamientos, es necesario orientar los trabajos futuros de investigacion
sobre los efectos ambientales y/o fisiol6gicos de la planta sobre los habitos

reproductivos del chile jalapefio.

En base a los resultados obtenidos se concluyo:
» Que los materiales de chile jalapefio empleados en este trabajo

difieren en relacion con su viabilidad y tamafio del polen.

Xiii
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» Que la viabilidad del polen es relativamente alta en todos los
materiales (=84%), como para atribuirle efectos negativos sobre la

eficiencia de los cruzamientos.

» Que la correlacién entre tamafo y viabilidad del grano de polen no es

muy firme(r=-0.214) como para indicar causa-efecto.

» Que la absoluta regularidad meiética observada en todos los
materiales la excluye de entre los factores que causan las diferencias

en tamafo y viabilidad del polen.

RECOMENDACIONES

Dados los resultados de este trabajo, la discusion de ellos y las conclusiones
obtenidas, es evidente la necesidad de reorientar futuros trabajos de
investigacion para explicar las dificultades observadas en el cruzamiento
entre los materiales utilizados de chile jalapefio, hacia el estudio de los
efectos de los componentes del manejo agronémico del material vegetativo y
del ambiente (temperatura, humedad relativa, iluminacion etc.) como causas

de estos problemas.

Xiv
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INTRODUCCION

México es el pais donde existe la mayor diversidad genética del
genero Capsicum en todo el mundo, es por eso que se le considera el centro
de origen junto con América Central; debido a esto ha resultado muy dificil
hacer una buena clasificacién estandar, aunque algunos autores se basan en

la forma de las flores, la genética y la distribucion geografica.

Sin embargo la especie annuum no es la Unica del genero Capsicum
pues incluye mas de 26 especies, solo 12 mas algunas variedades son
utilizadas por el hombre y de estas solo 5 han sido cultivadas:, (Capsicum

annuum, C. bacatum, C. chinense, C. frutescens y C. pubescens).

El chile es una de las hortalizas de mayor importancia econémica y
nutricional, debido a que es culturalmente importante, al gran consumo
popular y a que forma parte de los principales productos de exportacion,

junto con el tomate y la papa
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En México se dedican mas de 30,000 has solamente a la produccion
de chile jalapefio (Capsicum annuum L.) principalmente en la cuenca del rio
Papaloapan, al norte de Veracruz y en las zonas de Delicias, Chihuahua y en

menor escala se cultivan en Jalisco, Nayarit, Sonora, Sinaloa y Chiapas.

Aunque el chile es casi un sinébnimo de la nacionalidad mexicana y de
su cocina, su produccién no es no es suficiente, ya que ocupa el segundo

lugar en la produccion de chile a nivel mundial, seguido de china.

El chile (Capsicum anuum L.) tiene un gran impacto social en la
economia del pais por ser un generador de fuentes de empleo ya que
requiere de 130 a 150 jornales por hectarea en un ciclo agricola. Estos se

ocupan desde la siembra en almacigo hasta la cosecha.

Planteamiento del problema

Uno de los principales problemas con que se encuentra el mejorador
durante los cruzamientos es la caida de flores a los pocos dias de ser
polinizada, la caida de frutos antes de llegar a la madurez y el numero de
semillas viables por fruto; esto se ha observado con mayor o menor
intensidad en los diferentes tipos de chile mas importantes en México como
el Serrano, Jalapeiio, Ancho y Guajillo; debido a que no existe el suficiente
conocimiento que trate de explicar las razones que den solucién a los

problemas propios de cada tipo racial.

. - 1 (FoF] To remove this message, purchase the
This document was created using gg'N';}ERTER PDE L 7 product at www.SolidPDF.com




De acuerdo con Acosta (2003) las posibilidades de éxito para producir
chile de buena calidad aumentan con la seleccién de la variedad apropiada y
el uso de semilla certificada; asimismo, se requiere de un buen manejo de

cultivo.

Esto hace que la formacion de nuevas variedades mediante el
mejoramiento genético sea una tarea dificill y que los precios de semillas de

variedades mejoradas sean muy altos (alrededor de $25,000.00 la libra).

Andrade (2003) Y Hernandez (2003) aportan informacion a nivel de
técnicas de cruzamiento, citando que la caida de flores puede ser por
anormalidades florales, por las altas temperaturas o por falta de agua aunque

cabe aclarar que podria deberse a la esterilidad e incompatibilidad.

En un trabajo con chile Serrano, Andrade (2003) menciona que las
técnicas de manejo de polen durante la polinizacion y las técnicas de
cubrimiento de la flor polinizada no tuvieron ningun efecto sobre los indices
de eficiencia basados en numeros de flores amarradas, frutos cosechados,

semillas por fruto y semillas totales.

Hernandez (2003) Estudio diversas técnicas de polinizacion de chile
jalapefio y encontr6 que la integracion de polen conservado a bajas
temperatura aplicados con portaobjetos resulto ser mas eficiente ya que se

redujo significativamente el numero de flores caidas.
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Justificacion

Dada la falta de investigacion sobre mejoramiento genético en chile,
de cualquier tipo racial, es evidente la necesidad de informacion que permita
resolver el problema que enfrentan los cruzamientos desde el punto de vista
de fertilidad, mediante pruebas de viabilidad de polen y relacionarlo con la
regularidad meidtica que pueda presentar el chile Jalapefio, para lograr tener
buen amarre de frutos que se vea reflejado en el rendimiento.
Ademas es necesario mayor investigacion para contribuir a que exista una
mayor fuente de informacion que sirva como base para la solucion de nuevos

problemas.

Por lo anterior, se planted la presente investigacion para estudiar algunos
componentes del proceso reproductivo en chile Jalapefio, con los siguientes

objetivos:

Objetivo general
e Encontrar las causas que dificultan el amarre de flores y frutos en un
grupo de lineas de chile jalapefio, durante los cruzamientos y su
relacidon con las caracteristicas fisicas y anatomicas del polen, propias

del tipo racial.

Objetivos especificos
e Establecer si la caida de flores es causa de los bajos niveles de

viabilidad y tamafio del grano de polen.
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e Determinar si la viabilidad de polen esta relacionada con la regularidad

meidtica.

Hipotesis

e La diversidad de forma y tamafio del grano de polen dificulta el amarre
de frutos.

e La regularidad meidtica es uno de los factores principales de la caida
de flores

e La viabilidad del polen esta relacionado con el tamafo del grano de

polen.
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REVISION DE LITERATURA

Clasificacion taxonomica del chile Segun Janick (1965) la relaciéon

filogenética de Capsicum annuum L. es la siguiente:

Reino ------------ vegetal
Division ------ Tracheophyta
Subdivision-------- Pteropsida
Clase ------------ Angiospermae
Subclase -------- Dicotiledénea
Orden------------- Solanaceales
Familia --------------- Solanacea
Genero ---------------- Capsicum

Especie--------=--s=s-u--- annuum

Nombre comun: Chile Jalapefio.
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Generalidades

Morato (1983) menciona que el chile Jalapefio es una planta anual
herbacea, con sistema radicular pivotante provisto y reforzado de un nimero
elevado de raices adventicias. Tallo de crecimiento limitado y erecto, con un
porte que en término medio puede variar entre 0.5 — 1.5 m. Cuando la planta
adquiere una cierta edad los tallos se lignifican ligeramente hojas lampifias o
pubescentes, enteras, ovales o lanceoladas con un apice muy pronunciado
(acuminado) y un peciolo largo o poco aparente. Las flores poseen la corola
blanquecina, aparecen solitarias en cada nudo y son de insercion axilar. Su
fecundaciéon es claramente autégama, no superando el porcentaje de
alogamia del 10 por ciento. El fruto es una baya semicartilaginosa y
deprimida de color rojo cuando esta maduro que se puede insertar
pendularmente, de forma y tamafio muy variable. Las semillas, redondeadas
y ligeramente reniformes, suelen tener 3-5 mm. de longitud; se insertan sobre
una placenta conica de disposicion central, y son de un color amarillo palido.
En un gramo pueden contener entre 150 y 200 semillas y su poder

germinativo dura de tres a cuatro afos.

Céardenas (1987) menciona que es una planta de ciclo intermedio con
floracion a los 50 dias después del transplante. Su maduracién para el
consumo en verde es de 100 a 120 dias. La Produccién se obtiene

regularmente en dos cortes.
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Descripcion del subtipo de chile jalapefio

Por las caracteristicas del fruto, habito de crecimiento se han agrupado 4

subtipos de chile (Pozo, 1981):

+« Jalapenfo tipico: Se le conoce también como chile rayado, acorchado
o gordo, tiene plantas compactas de aproximadamente 65 cm, de
altura que producen frutos conicos de forma cilindrica que mide de 4 a
8 cm, de largo y de 3 a 6 cm, de ancho. Este chile tiene una gran

aceptacion para la industria de enlatado.

% Jalapefio peludo: Se le conoce también como candelaria o
cuaresmenfo, tiene una planta de porte alto, de 1.0 a 1.5 m de altura.
La planta es de crecimiento tardio y de produccion escalonada. Se
obtienen de 5 a 6 cosechas bajo siembra de temporal. Este subtipo es
susceptible a los excesos de humedad. El fruto es de forma alargada y
cuerpo angular, mide de 6 a 9 cm. de largo y de 3 a 4 cm. de ancho.
Otra caracteristica del fruto es que posee un pericarpio grueso. En la
zona productora de Veracruz la cosecha se realiza principalmente en
los meses de mayo y junio. Los productos de este subtipo se destinan

para consumo en fresco.
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« Jalapefo espinalteco: Este subtipo posee plantas de tipo intermedio,
de 70 a 80 cm., de altura. Es precoz y produce solamente 2 cosechas
al afo. Los frutos son alargados, delgados y con un apice puntiagudo
con una longitud de 6 a 9 cm. y un ancho de 2.5 a 3 cm. El pericarpio

es delgado, menores de 0.4 cm.

« Jalapefio morita: Llamado también bolita, tiene plantas de 70 cm de

altura. Este tipo posee el fruto de menor aceptacién comercial.

Requerimientos edafoclimaticos

El manejo racional de los factores climaticos de forma conjunta es
fundamental para el funcionamiento adecuado del cultivo, ya que todos se
encuentran estrechamente relacionados y la actuacion sobre uno de estos

incide sobre el resto (Guenko, 1983)

Para que se produzca un buen crecimiento y desarrollo del cultivo, se

requiere de condiciones climéticas favorables
El cultivo del chile es exigente en temperatura (mas que el tomate y

menos que la berenjena).

Serrano (1978) menciona que las temperaturas 6ptimas para la floracién son

las siguientes y se presentan en el cuadro 2.1
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Cuadro 2.1 Temperaturas optimas para la floracion

TEMPERATURA
Minima 18a25°C
Optima 25° C
Maxima 35°C

A temperaturas mayores de 35°C , en las especies de frutos pequeios
el pistilo crece més grande que los estambres antes de que abran las anteras
provocando la polinizacién cruzada (Valdez, 1989), causando comunmente
caida de flores y aborcién de semilla por fruto debido a las fallas en la

polinizacion (Karni y Aloni, 2002)

Ademéas de esto, se requiere de cierta madurez de la planta que en C

.annuum L se da con la presencia minima de 8-12 hojas verdaderas.

Los saltos térmicos (diferencia de temperatura entre la maxima diurna y la

minima nocturna) ocasionan desequilibrios vegetativos.

La coincidencia de bajas temperaturas durante el desarrollo del botén floral

(entre 15 y 10°C) da lugar a la formacién de flores con alguna de las
siguientes anomalias: pétalos curvados y sin desarrollar, formacion de
multiples ovarios que pueden evolucionar frutos distribuidos alrededor del

principal, acortamiento de estambres y de pistilo, engrosamiento de ovario y

10
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pistilo, fusidbn de anteras, etc. Las bajas temperaturas también inducen la
formacion de frutos de menor tamafio, que pueden presentar deformaciones,
reducen la viabilidad del polen y favorecen la formacion de frutos

partenocarpicos.

La humedad relativa 6ptima oscila entre el 50% y el 70%. Humedades
relativas muy elevadas favorecen el desarrollo de enfermedades aéreas y
dificultan la fecundacién. La coincidencia de altas temperaturas y baja
humedad relativa puede ocasionar la caida de flores y de frutos recién

cuajados (Acosta, 1992).

El chile es una planta muy exigente en luminosidad, sobre todo en los
primeros estados de desarrollo y durante la floracién, ya que la baja
luminosidad incrementa la abscision floral y afectan la tasa fotosintética, la
particion de asimilados y el metabolismo de la azlcar en los tejidos de la

fuente (Aloni, 1996).

Los suelos mas adecuados para el cultivo del pimiento son los

arenosos - limosos profundos, ricos y con un contenido en materia organica

del 3-4% y principalmente bien drenados (Serrano,1978).

Castafo (1993) menciona que los valores de pH Optimos oscilan entre

6.5 y 7 aunque puede resistir ciertas condiciones de acidez (hasta un pH de

11
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5.5); en suelos enarenados puede cultivarse con valores de pH préximos a 8.

En cuanto al agua de riego el pH 6ptimoes de 5,5a 7.

Es una especie de moderada tolerancia a la salinidad tanto del suelo
como del agua de riego, aunque en menor medida que el tomate (Villalpando

et al 1991)

Es muy importante conocer y considerar el pH del suelo porque indica
los rangos para el buen uso y asimilacion de los fertilizantes y especialmente

cuando sean de origen nitrogenado.

Mejoramiento genético del chile

El mejoramiento genético es el arte, la ciencia que se encarga de
mejorar el genotipo de las plantas en relacion a su utilizacion economica

(1957)

De acuerdo con Pozo (1983) la investigacion del chile en México se
inicié6 en la Oficina de Estudios Especiales y en el Instituto Nacional de
Investigaciones Agricolas, dependencias que formaron el INIA con su fusion,
las cuales trabajaron en practicas de cultivo, proteccién fitosanitaria y
realizaron las primeras colectas de los tipos ancho, mulato, pasilla y jalapefio

que fueron las bases de los programas de mejoramiento genético nacional.
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Existen diversos métodos de mejoramiento para hacer producir
cultivos, este dependera del tipo de variedad que se utiliza y el objetivo del

mejoramiento.

El uso de nuevas estrategias de mejoramiento han sido exploradas en
el mejoramiento de gran variedades de especies, tales como el maiz, trigo,
haba, triticale y alfalfa con resultados alentadores; lo que deja de manifiesto
la necesidad de disefiar estrategias no convencionales de mejoramiento

genético de chile (Robledo,2005).

Por otra parte Pozo y Ramirez (2004) refieren que existen ciertos
grados de dificultad entre las razas o tipos de chiles para realizar
cruzamientos siendo el tipo jalapefio el que presenta mayor dificultad,
probablemente por su gran diversidad germoplasmica y su poco

mejoramiento.

Bosland (1996). menciona que las hibridaciones se realizan por lo
general dentro una especie pero se han hecho cruzas inter especifica, sobre

todo en C. annuum por C. chinense satisfactoriamente.

Sin embargo existen diversos factores que obstaculizan o hacen mas dificil

el proceso de cruzamiento.

Factores limitantes en los cruzamientos

e Cantidad y calidad del polen:
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Estos son componentes importantes para el prendimiento y
adaptacion de las cruzas pues la calidad se compara con frecuencia
con la viabilidad y la cantidad con el nimero de granos que produce

una flor.

e Porcentaje de viabilidad:

Es el nUmero de granos viables que tiene una flor el cual puede
ser fuertemente influenciado por las condiciones ambientales, ya que
puede disminuir considerablemente el por ciento de viabilidad
ocasionando fallas en el cruzamiento. Smith (1957) dice que la muerte

o la baja viabilidad del polen son indtiles para la polinizacién en masa.

e Germinacion del tubo polinico:
Bajo condiciones de estrés la actividad de invertasa del polen

varia y produce cambios que afectan la germinacion del tubo polinico.

Andrade (2003) menciona que existen otros factores externos como:
e Altas temperaturas que ocasionan aborcion de botones florales,
anormalidades florales.
e Exceso de agua en la planta ocasionando ruptura de los granos de
polen

e Fallas en la polinizacion ( técnica empleada)
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Uno de los problemas es el efecto directo del ambiente, o estrés abidtico,
temperatura, humedad y luz; asi como la regulacion hormonal pueden afectar
la cantidad y calidad del polen producido y su desempefio durante la

polinizacion y la fecundacion (Kelly y Kélisz, 2002).

Gonzalez, et al. (2002) menciona que el éxito de las hibridaciones
dependen de la capacidad del polen para germinar la cual cambia por
efectos de la temperatura del ambiente del cultivo pues las altas
temperaturas inhiben el desarrollo del polen reduciendo el porciento de
germinacion; asi como altas concentraciones de CO, la incrementa,
posiblemente por sus efectos sobre la utilizacién de la sacarosa, ya que la
presencia de azucar es esencial para crear condiciones osmoticas favorables

para la germinacién y crecimiento del tubo polinico (Karni y Aloni, 2002)

Es por esto que mejoradotes y productores tienen interés en las
condiciones que presentan el estado de viabilidad del polen de sus cultivos
ya que pueden ser fuertemente influenciados por el ambiente y esto se ve
reflejado en la productividad del cultivo y la efectividad del trabajo de

cruzamientos del mejorador (Pline, et al. , 2002)
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Incompatibilidad y esterilidad

La eficiencia que tienen las plantas para alcanzar con éxito la
fecundacion, en la mayoria de las veces es relativamente baja; esto ocasiona
serios problemas que pueden ser por varios factores como la

incompatibilidad y esterilidad.

Las plantas tienen mecanismos fisioldégicos que impiden la polinizacion
inter especifica, uno de estos mecanismos se basa en la reaccion de
incompatibilidad entre el polen y el pistilo, de este modo logran diferenciar
entre el polen propio y el foraneo. La barrera genética a la autofertilizacion
corresponde a la autoincompatibilidad, ella especificamente interrumpe la via
del desarrollo del polen propio en el pistilo, lo que dificulta los cruzamientos

entre poblaciones de la misma especie (Pickergill et al.1979).

En muchas familias (como las cruciferas y las solanaceas) la
autoincompatibilidad es controlada solo en un locus. La respuesta de
autoincompatibilidad es regulada durante el desarrollo de la flor y es

funcional frecuentemente 1 a 2 dias previos a la antesis. (Pefialosa, 2001)

Esterilidad citoplasmica.
La esterilidad masculina se caracteriza por la inhabilidad de una planta
para producir polen viable. El fenotipo de esterilidad masculina es heredado

como un caracter mendeliano o citoplasmico. El citoplasma con esterilidad
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masculina ha tenido gran interés por su utilidad en la produccién de semilla

hibrida en cultivos de maiz, sorgo y girasol (Hahn y Friedt, 1994).

Existen evidencias de que la esterilidad masculina (CMS) se codifica
por genes mitocondriales y se controla por genes nucleares dominantes

restauradores de la fertilidad (Hanson, 1991; Horn et al. 1993).

Indudablemente las condiciones ambientales son el factor limitante
para el desarrollo de todo cultivo ya que al no tener un control adecuado del
ambiente en el que se desarrollara trae como consecuencia un sinnamero de

problemas afectando el rendimiento del cultivo

Burkey, et al., (2004) mencionan que los rendimientos promedios en
condiciones desfavorables son de tres a siete veces mas bajos que el
maximo potencial, debido a que los efectos del ambiente estan relacionados
con el comportamiento reproductivo ya que detienen la germinacion del

polen, el desarrollo del tubo polinico y la fertilizacion .

Division meidtica en las plantas

La meiosis es la division celular por la cual se obtiene células hijas con
la mitad de los juegos cromosomicos que tiene la célula madre, pero que
cuentan con informacion completa para todos los rasgos estructurales y

funcionales del organismo al que pertenecen. Los microsporocitos en
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desarrollo son células en las que se puede encontrar la division meiética. En
ocasiones es dificil seleccionar yemas florales en estado apropiado de
desarrollo, donde pueda observarse la meiosis. Las inflorescencias que
presentan yema florales en maduracion escalonada son muy convenientes,
porque en tales estructuras es relativamente facil eliminar las yemas

demasiado jovenes o demasiado adultas (Garcia, 1990).

En algunas plantas la actividad meiotica se realiza Unicamente durante
ciertas horas del dia o de la noche. Esto puede confirmarse cuando se
muestrea, ya que se encontrara que la meiosis es prematura o tardia
uniformemente, para lo cual se requiere de pruebas de fijacién a distintas

horas, con el fin de lograr gran actividad meiética (Curtis, 1981).

Hay que considerar que algunos factores ambientales, como la
temperatura y humedad, influyen gradualmente en la madurez de las flores

(Gonzalez, 1990)

Caracteristicas y usos de algunos fijadores y colorantes

Una de las operaciones mas criticas en el procesamiento de tejidos es

la muerte del citoplasma.

Las principales funciones que tienen los distintos liquidos fijadores

utilizados, son las de matar y fijar a los tejidos; o sea detener el proceso de
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vida sin que se distorsionen dichos tejidos, ademas de hacerlos lo

suficientemente firmes para su manejo necesario (Hernandez 1990).

Los liquidos fijadores pueden ser agrupados con los ingredientes
usados. Algunas formulas son estables y pueden ser conservadas como
soluciones “stock”. La longitud de tiempo necesario para la muerte y
endurecimiento del material varia y es determinado por el caracter del liquido
usado, el volumen de la pieza individual y la resistencia del material a la

penetracion del reactivo.

Los fijadores Carnoy y Farmer tienen limitado uso en histologia,
debido a su habilidad para penetrar rapidamente, estos fijadores tienen valor
para procesar estructuras rapidamente resinosas 0 impermeables.

(Hernandez 1990).

Estos fijadores producen una imagen de fijacion &cida, manteniendo
particularmente bien a los cromosomas, nucleolo y mecanismos del huso.
Para la fijacion por calor, este debe matar las células microbianas por
desnaturalizacion de sus proteinas. Las proteinas coaguladas unen las
células al portaobjetos. Cuando se desea fijar especimenes delicados se
utiliza la fijaciobn quimica, va que es menos lesiva que el calor. Para ello se
aflade una gota del fijador, por ejemplo, acido ésmico, formaldehido, o
glutaraldehido, sobre la muestra liquida con los microorganismos (Curtis,

1981)
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La fijacion posee algunos inconvenientes. Por ejemplo, a menudo
distorsiona la apariencia real de las células, lo cual dificulta la identificacion;
ademas, no permite la observacion del movimiento de los microorganismos

(Garcia, 1990)

Los colorantes son compuestos quimicos utilizados para aumentar el
contraste. Existen algunos, llamados colorantes vitales, que pueden afiadirse
directamente a una preparacion en fresco; por tanto, colorean células vivas.
No obstante, la mayoria de los colorantes son solamente efectivos después
de que los microorganismos hayan sido fijados, es decir, se encuentren

muertos y adheridos al portaobjetos.

En cualquiera de estas circunstancias las técnicas de la calidad del

polen usualmente se mide o se estudian mediante:

Tinciones morfolégicas, en el que se utilizan algunos colorantes para
determinar el numero de granos viables; germinacion in Vitro, y germinacion
in Vivo; estas ultimas las han considerado pruebas mas confiables para
determinar la viabilidad de granos de polen. Teniendo en cuenta que la
viabilidad de polen se define mas por la elongacion del tubo polinico y no
tanto por el grado de tincion que presente un grano de polen (Ospina y

Ligarrato, 1999).
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Considerando que la producciéon de polen no es el factor limitante,
existen diferentes razones que explican esta situacion. En ocasiones, a pesar
de la ocurrencia de la polinizacién, la fecundacién no puede llevarse a cabo.
Otras veces, la fecundacion ocurre normalmente pero el embrion aborta en

forma precoz.

La mayoria de los granos de polen germinan en soluciones
azucaradas y se ha llegado a la conclusién de que el uso de la solucion de
sacarosa brinda una mejor informacion acerca de la viabilidad del polen que
otros métodos. Sin embargo, la germinacidén no satisfactoria del polen in Vitro
es un factor que obstaculiza las investigaciones (Roberts et.al., 1989) A si
mismo Shivanna y Rangawamy (1992) aseguran que no existe un método de

viabilidad de polen Universal que sea rapido, simple y confiable.
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MATERIALES Y METODOS

Ubicacién del experimento

La presente investigacion se dividio en tres experimentos que se
llevaron acabo en el invernadero y laboratorio de citogenética del
departamento de Fitomejoramiento de la Universidad Autdbnoma Agraria
Antonio Narro (UAAAN) que se localiza en la ex hacienda de Buenavista a 7
Kilbmetros de la ciudad de saltillo, la cual esta ubicada en la region sur del
Estado de Coahuila y geograficamente se encuentra situada a 25° 22" latitud
norte y una longitud Oeste de 101° 00”; la altitud es de 1743 msnm, con una

temperatura media anual de 19.8° C.

Material Biolégico

Para la elaboracion de los experimentos se utilizaron semillas de
lineas de chile jalapefio (Cuadro 3.1), las cuales fueron donadas por el
campo experimental del Sur de Tamaulipas (CESTAM), perteneciente al

Instituto Nacional de Investigacion Agricolas y Pecuarias ( INIFAP).
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Cuadro 3.1 Variedades utilizadas de chile Jalapefio.

NUMERO VARIEDAD TIPO DE CHILE
1 Don Pancho Jalapefio
2 Chijal 10-19 Jalapefio
3 Don Benito Jalapefo
4 Criollo Chiapas L. Jalapefio Rayado
5 Chijal EB-13 Jalapefio Espinalteco

Establecimiento y manejo del material bioldgico.

La semilla se sembré en charolas de unicel, dandole los cuidados
necesarios para lograr que estos llegaran a estado de plantula y de esta
manera ser transplantados en las camas de invernaderos en una distribucion

de tres surcos por cada linea y tres plantas por cada surco.

Experimento 1. Viabilidad de polen

En el primer experimento el trabajo consistio en la caracterizacion de
las lineas mediante pruebas de viabilidad de polen. Para esta, se tomaron 10
flores apunto de abrir en cajas petri con papel filtro mojado de cada una de
las lineas para obtener las muestras de polen. La colecta de las flores se
realizo durante las primeras horas de la mafana, para evitar que las flores

abrieran y tiraran el polen. En este experimento las lineas son los
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tratamientos, la flor el nUmero de repeticion y las anteras los campos de
observacion.

Para las pruebas de viabilidad, las flores se llevaron a laboratorio
donde cada una de las flores (repeticiones) se tomaron dos anteras y se

observaron dos campos de 25 granos de polen cada uno.

El procedimiento fue el siguiente:

Se tomé una flor para quitarle las anteras, estas se colocarén en un
portaobjeto, se le agreg6 una gota de colorante carmin y con una aguja curva
se rompié la envoltura de la antera y con presion de la misma aguja y
macerando un poco la antera (método de squach o aplastado) se extraen los
granos de polen y se eliminaron los residuos de la antera
Se observaron en el microscopio con el objetivo de 40X los granos viables y

los no viables.

Los datos evaluados fueron: Viabilidad del polen, su porcentaje,

considerando al polen tefiido como viable.

Experimento 2. Tamafo del grano de polen.

En el segundo experimento se hizo el estudio del tamafio del grano de

polen, el cual se realiz6 siguiendo los pasos del primer experimento, solo que
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en este caso se midi6 el didmetro del grano de polen y por cada campo se

tomaron 10 observaciones.

Para medir el grano de polen se calibré el micrometro, para esto se
coloco el micrometro de ocular en el ocular de medicién. Para ello se
desenrosco la parte inferior del ocular y después de colocar la plaquita del
micrometro (con la divisién hacia arriba), volvié a colocar la parte inferior. Se
insertd el ocular y se enfocé la lente superior de manera que el ojo perciba

con maxima nitidez la graduacion.

Se colocé el micrometro de objeto (2mm) sobre la platina del
microscopio y se enfocé con respecto a la division del micrometro. Asi
aparecieron igualmente nitidas ambas escalas, y girando el ocular, se

dispusieron exactamente paralelos haciendo coincidir cero y cero.

Se procedié a comprobar qué namero de trazos en el microscopio del ocular
(100 trazos) corresponde a qué longitud en el microscopio de objeto,
tomando el punto en que coincidieron exactamente las dos escalas y con
ello, se determiné la longitud que equivale a un trazo de graduacién en el

micrémetro del ocular.

El valor micrométrico se obtuvo dividiendo el valor de la escala del

micrémetro de objeto, en micras, entre el valor que corresponde a la escala
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del ocular. Este valor es valido Unicamente para el objetivo con el cual se ha

efectuado el contrastado.

Obj 40X = ﬂ*looo =25 u
4trazos

Multiplicar el valor micrométrico por el numero de trazos en el ocular
de medicion que cubre una distancia en el objeto, para calcular esta en el
plano del objeto.

V. micrométrico (obj. 40X) x Numero trazos

2.5ux13=32.51

Esta observacion se realiz6 en cada uno de los objetivos; (10X, 40X y
100X) para checar si la calibracion era la correcta. La célula tenia que medir

lo mismo con los tres objetivos.
Teniendo calibrado el microscopio se decide cual de los objetivos
utilizar y se procede a medir el tamafio del grano de polen. Para este

experimento se utilizé el objetivo de 40X.

Los datos evaluados fueron: Tamafio (diametro) del grano de polen en

micras.
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Experimento 3.Estudio midético

En el tercer experimento el trabajo consisti6 en el estudio de la
regularidad meidtica en el cual se tomaron de cada una de las lineas 10
botones florales en inicio de desarrollo. Después de colectadas las flores, se
metieron en fijador con el fin de matar instantaneamente el tejido y asi fijar
las diversas fases de la division celular sin que se deterioren dichos tejidos,
ademas de hacerlo lo suficientemente firmes para su manejo, el fijador mas
comun es el Farmer a una concentracién de 3:1 de etanol y acido acético.
(Tres partes de alcohol etilico y una de acido acético) ahi permanecieron 24

horas.

Una vez pasada las 24 horas se tomo uno de los botones florales y se
colocO en una caja petri y se hidraté con agua destilada y se procedio a

realizar los pasos del experimento uno.

En este caso se extrajeron los microosporocitos individuales en lugar

de los granos de polen.

Teniendo lista la preparacion se calentdé en una lampara de alcohol y

se presiono6 suavemente sin movimientos laterales sobre un papel filtro.

Si al observar la preparacion al microscopio el aplastado de las células

no fue suficiente y los microosporocitos estaban sobrecoloreados, se agrego
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una gota de acido propidnico por los bordes del cubreobjeto y se volvié a

presionar y se sello la preparaciéon en forma temporal.

Los datos a evaluados fueron: Regularidad meiotica, su porcentaje,
considerando el numero de microosporocitos con meiosis normal en relacion

con el total observado.

Disefio experimental y andlisis de datos.

Experimento 1. Viabilidad del polen.
Los datos se analizaron en un disefio experimental en bloques al azar

con el siguiente modelo:
Yia =1 +¢; 0, +(@0); +1, +(01)) +(07) ) — &
Donde:

Y ijki = Viabilidad del polen medido en repeticion (campos medidos) i, de la

flor k en la variedad |

¢,; = Efecto de la repeticion i

o, = Efecto de la variedad |

(9o ), = Efecto conjunto de la repeticion i con la variedad j

T = Efecto de la flor k

(o1), = Efecto conjunto de la repeticion i, con la flor k.
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(or), = Efecto conjunto de la variedad j, con la flor k

Sijkl = el efecto de las variables no consideradas por el modelo o error

experimental.

El analisis de varianza indicativo se muestra en el Cuadro 3.2

Cuadro 3.2 Andlisis de varianza indicativo para un disefio de bloques
completos al azar.

FUENTE | GL SC
2
Rep r-1 Lr = Vi FC
vf
2
Var v-1 Ly = Tio FC
rf
RV (r-1(v-1) SCrv:y']i' _SC-SCWFVC
2
flor f-1 Cf = Ve FC
rv
2
RepxFlor | (r ~1)(f ~1) SCri="* _SCr-SCwFC
\Y
2
VarsFlor | (v=1)(f —1) SCvf—yi—SCV—SCH EC
r
Error (r=-H(v-1n(f -1 La diferencia del total menos el total
de las variable.
2
ve - 1 Lt =7y - FC
Total
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Experimento 2. Tamano del grano de polen

Los datos del tamafio de polen se analizaron en un disefio experimental
en bloques al azar, con arreglo factorial considerando dos repeticiones,
cinco variedades, diez flores por variedad y diez conteos por flor, con el

siguiente modelo.

Yium= L +¢, +0; +((P0)ij +7, +(O1),, +(0T)jk +X + (@A), + (6N jl + MK ~Eijkm

Donde:

Y ijkm = Viabilidad del polen medido en repeticion (campos medidos) i,

de laflor k en la variedad |

¢, = Efecto de la repeticion i

o ; = Efecto de la variedad |

(¢c ), = Efecto conjunto de la repeticion i con la variedad j
1, = Efecto de la flor k

(¢1), = Efecto conjunto de la repeticion i, con la flor k.

(or), = Efecto conjunto de la variedad j, con Ia flor

A, = Efecto del conteo |

(pA), = Efecto conjunto de la repeticion i, con el conteo |
(o)), =Efecto conjunto de la variedad j, con el conteo |
(tA),, = Efecto conjunto de la flor k, con el conteo |

€jum = EIrOr Experimental
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El andlisis de varianza indicativo para tamafio del grano de polen se
muestra en el Cuadro 3.3

Cuadro 3.3 Analisis de varianza indicativo para un disefio de bloques
completos al azar.

FUENTE | GL SC
2
Rep |r-1 cro= T FC
vfc
2
Var v-1 LV = Vi FC
rfc
v 2
RxV (r-D(v-1) SCr=2 —SCr—SCw-FC
fc
2
flor f-1 Cf = 1 _FC
rvc
2
RepeFlor | (r ~1)(f -1) SCri="t% _gCrSCwFC
VC
'Y 2
VarxFlor | (v=1)(f -1) ik
SCvi=—1 —SCw-SCf+FC
I'c
Conteos | c-1 Y,
Lc=--FC
rvf
RepxCon | (r-1)(c-1) v |2
SCrc = —~——SCr—Cv+Fc
VarxCon | (v-1)(c-1) v
SCvc = -rJf" —SCv-SCc+ FC
FlorxCon | (f-1)(c-1) Cfc = '’ _ SOf — Ce+ FC
Error (r=-D(v-1(f -2 La diferencia de la SCt menos SCc
de las otras variables
Total rve -1 _ 2
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Prueba de medias:

Se realizo una prueba de medias para cada variable, mediante la
diferencia minima significativa (DMS) al 0.05 de probabilidad. Tanto el
analisis de varianza como la prueba de medias se realizo con el programa

del SAS (1995).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

En el presente capitulo se muestran los resultados obtenidos
durante los experimentos, los cuales se evaluaron mediante un analisis de

varianza y una prueba de medias para cada una de las variables.

Cabe sefalar que el experimento de regularidad meiética no se
obtuvieron datos que mostraran la existencia de anormalidades en los
cromosomas para ninguna de las variedades de chile jalapefio; de
haberse presentado se identificarian en el anafase 1 de la meiosis. Es por

esto que para dicho experimento no se reportaron resultados.

Resultados del experimento viabilidad de polen

El andlisis de varianza para la variable viabilidad, se muestra en el cuadro
4.1, el cual indica que para las fuentes de variacion Var, Var x Flor y Flor
se observaron diferencias significativas (0.05<p=>0.01), no asi para las
variables de Rep, Var x Rep y Rep x Flor que resultaron no significativas.
Esto indic6 que variedades y flores difieren en viabilidad del grano de
polen y que esta diferencia observada entre flores, depende de la

variedad.
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Cuadro.4.1 Anéalisis de Varianza Para la Variable Viabilidad.

FV GL SC CM
REP 1 134.560 134.560 NS
VAR 4 1464.640 366.160 **
REP x VAR 4 117.440 29.360 NS
FLOR 9 1361.440 151.271 ~*
REP x FLOR 9 363.040 40.338 NS
VAR x FLOR 36 5840.960 162.249 **
ERROR 36 2336.960 64.916
TOTAL 99 726.190

CV =8.9%

NS= No significativa; *, ** = Significativo al 0.05 y 0.01 de probabilidad
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Pozo (1984) sefala que el germoplasma de chiles en México ha recibido
poco beneficio de los programas de mejoramiento y probablemente sea la
causa de las dificultades para la obtencidén de progenies de cruzamientos,
especialmente en chile jalapefio (Herndndez, 2003), tipo racial en el cual

se distinguen una gran diversidad de subtipos.

Para la variable flor se encontraron menores diferencias, debido,
probablemente a que la madurez de las anteras no fue la misma. Cada
flor proporciono diferentes cantidades de granos de polen, probablemente

con diferentes grados de desarrollo.

El resultado de las pruebas de medias es presentado en el Cuadro
4.2 el cual muestra la comparacion de medias para la variable viabilidad
de polen, con un valor critico de la diferencia minima significativa(DMS) de
55

La prueba de medias separ0 las variedades en tres grupos o
categorias estadisticos en funcion de la magnitud de sus promedios de

viabilidad.

Las mejores variedades fueron Don Benito (96.4%) y chijal EB13
(91.8%) pertenecientes al grupo 1; La variedad Chijal EB-13 (91.8%),
Chijal 10-19 (89.6%) y Criollo Chiapas Largo (89.4%) presentan traslape
con el grupo 1 y 3, ambas y esta ultima variedad junto con la variedad

Don Pancho pertenece al grupo 3.
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Cuadro 4.2 Comparacion entre Medias para la Variable Viabilidad de Polen en las variedades de chile jalapefio

Variedad Viabilidad
3. Don Benito 96.4 a
5. Chijal EB-13 918 a b
2. Chijal 10-19 89.6 b
4. Criollo Chiapas L. 89.4 b ¢
1. Don Pancho 84.6 C
DMS 0.05) 5.2

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales al 0.05 de probabilidad.

W
(o))
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Experimento 2. Tamafo (Diametro) del grano de polen

En el cuadro 4.3 se muestra el analisis de varianza para la variable
tamafio del grano de polen el cual se realizo midiendo el diametro en
micras() en el que se muestra que para las variables Rep ,Rep x Var, Rep
X Flor, Rep x Con y Flor x Con no se encontraron diferencias

significativas; en cambio las variables de Var, Flor, Var x Flor y Con

presentaron diferencias altamente significativas (p<0.01) y para la
interaccion de Var x Cont se encontraron diferencias significativas (p
<0.05)

Lo anterior indica que el tamafio del polen difiere significativamente
entre variedades, probablemente, debido a sus -caracteristicas
particulares. Las diferencias entre flores puede explicarse por diferencia
en el desarrollo floral o al origen varietal.

Un reanalisis de los datos, anidando flores dentro de variedades
(datos no mostrados) confirman que las diferencias entre flores se explica
por su procedencia varietal.

Sus diferencias en conteos es posible explicarlos con el mismo
razonamiento ya que los conteos significan granos de polen por flor y
tienen efectos relacionados con la procedencia varietal de las flores e
incluso con el desarrollo particular de las flores entre y dentro de

variedades.
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Cuadro 4.3 Analisis de Varianza para la Variable Tamarfio del grano de polen (Diametro)

FV GL SC CM

Rep 1 0.211 0.211 NS
Var 4 3416.207 854.051  **
Rep x Var 4 43.959 10.989 NS
Flor 9 722.330 80.258  **
Rep x Flor 9 162.451 18.050 NS
Var x Flor 36 4171.431 115.873  **
Conteo 9 268.028 29.780  **
Rep x Cont 9 132.882 14.764 NS
Var x Cont 36 621.478 17.263 *
Flor x Cont 81 613.365 7.572 NS
Error 801 9716.974 12.131

Total 999 19869.320

CV=11.71%

NS = No significativa; *, ** = Significativo al 0.05 y 0.01 de probabilidad

W
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La prueba de medias se presenta en el Cuadro 4.4, con una DMS de 0.68.

Cuadro 4.4 Comparacion de Medias para la variable tamafo del grano de polen de las variedades de chile

jalapenfo.

Variedad Diametro p
5. Chijal EB-13 32408 a
4. Criollo Chiapas L. 30969 b
1. Don Pancho 29.929 c
2. Chijal 10-19 27.850 d
3. Don Benito 27539 d
DMS (0.05) 0.683

Medias con la misma letra son estadisticamente iguales al 0.05 de probabilidad

W
©
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En dicho cuadro, se observan cuatro grupos bien definidos, en el
primer grupo se encuentra la variedad Chijal EB-13 siendo esta la mejor
de todas las variedades evaluadas ya que present6 el mejor tamafio de
granos de polen (32.04)seguido por la variedad Criollo Chiapas Largo
(30.969) la cual forma el segundo grupo. El grupo tres lo forma la variedad
Don pancho (29.929) y el ultimo grupo lo conforman las variedades Chijal
10-19 (27.850) y la variedad don benito siendo esta ultima la que presento
el menor tamafo de grano de polen (27.539), a pesar de ser una variedad

mejorada de reciente liberacién (Pozo y Ramirez, 1998)

En el cuadro 4.5 se presentan las medias de las variables viabilidad
y tamafo del grano de polen proporcionando una vision conjunta del
comportamiento de dichas variables. De este cuadro se puede observar
gue la variedad Don Benito presenta el mayor porcentaje de viabilidad, sin

embargo también presenta el menor tamafio de los granos de polen.

Se puede deducir que la mejor variedad es Chijal EB-13 ya que
presentd un porcentaje alto de viabilidad y el mejor tamafio de grano de

polen.

Las variedades criollo Chiapas largo, Don Pancho y Chijal 10-19

presentan un mayor por ciento de variabilidad en tamafio del grano de

polen y por ciento de viabilidad.
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Cuadro 4.5 Comparacion entre medias de las variables viabilidad y tamafio del grano de polen.

VARIEDAD orden Viabilidad % orden Diametro X
1. Don Pancho 5 96.4 3 29.928
2. Chijal 10-19 3 91.8 4 27.850
3. Don Benito 1 89.6 5 27.538
4. Criollo Chapas L. 4 89.4 2 30.968
5. Chijal EB- 13 2 84.6 1 32.407
DMS0.05) 5.2 0.683

v
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En un estudio realizado sobre la relacién entre el tamafio del polen
y la viabilidad en Mimulus guttatus (Sropholariaceae), (Kelly et al. 2002)
se menciona que la variacion en el tamafio del grano de polen puede ser
un indicador de las diferencias de Vviabilidad, Esta variacion
probablemente afecta la capacidad de reserva de asimilados del grano de
polen.

De esto se deduce que probablemente donde exista una menor
viabilidad y menor tamafio, existe una disminucién en los carbohidratos

los cuales afectan la germinacion del tubo polinico.

Durante el experimento se localizaron granos de polen viables y no
viables, observando que estos Ultimos tienen menor tamafio que los

viables.

:’""/\
{ A

L

Polen viable Polen no viable

Figura 4.1 Diferencias entre tamafo del grano de polen viable y no
viable
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Esto se respalda con la investigacion realizada por Kelly et al.
(2002) en el que menciona que el didmetro promedio de los granos
viables es aproximadamente 13um mas grande que el diametro promedio

de los granos no viables de mimulus guttatus

Figura tomada en un objetivo de 40 x

Figura 4.2 diferencia en forma y tamafio del grano de polen

En la figura 4.2 se muestra la diversidad de tamafno del grano de

polen, de lo se deduce que dicho tamafio se basa en la forma que

presenten.
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Un analisis de correlacion considerando 100 datos de las dos
variables, tamafio y viabilidad arrojé un coeficiente de correlacion de r= -
0.24 (p<0.05) establecieron que a mayor diametro, menor viabilidad,
contrariando los resultados de Nelly et al. (2000). Sin embargo estos
resultados a pesar de ser significativos, pueden ser no muy concluyentes
dado que el valor del coeficiente es relativamente bajo para el nUmero de

observaciones empleados (Little y Hills, 1976).
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CONCLUSIONES

» Que los materiales de chile jalapefio empleados en este trabajo

difieren en relacion con su viabilidad y tamafio del polen.

» Que la viabilidad del polen es relativamente alta en todos los
materiales (=84%), como para atribuirle efectos negativos sobre la

eficiencia de los cruzamientos.

» Que la correlacion entre tamafio y viabilidad del grano de polen no

es muy firme(r=-0.214) como para indicar causa-efecto.

» Que la absoluta regularidad meiética observada en todos los
materiales la excluye de entre los factores que causan las

diferencias en tamafio y viabilidad del polen.

. - 1 (FoF] To remove this message, purchase the
This document was created using gg'N';}ERTER PDE L 7 product at www.SolidPDF.com




RECOMENDACIONES

Dados los resultados de este trabajo, la discusion de ellos y las
conclusiones obtenidas, es evidente la necesidad de reorientar futuros
trabajos de investigacion para explicar las dificultades observadas en el
cruzamiento entre los materiales utilizados de chile jalapefio, hacia el
estudio de los efectos de los componentes del manejo agronémico del
material vegetativo y del ambiente (temperatura, humedad relativa,

iluminacion etc.) como causas de estos problemas
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