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RESUMEN

En el Departamento de Genética y Mejoramiento de las Plantas del Instituto Nacional de
Ciencias Agricolas, se llevo a cabo un experimento con semillas de pimiento (Capsicum
annuum L.) cultivar ‘YAMIL’, en el cual se compararon diferentes concentraciones de
hipoclorito de sodio (NaOCI) [1,25; 2,5 y 5 %] y tiempos de desinfeccidn (uno,tres y cinco
minutos) de las semillas de pimiento cultivar “YAMIL’ para su posterior implantacion in
vitro, en dos medios de cultivo, que contenian las sales del medio de cultivo basal de
Murashige y Skoog (MS),suplementado con sacarosa (15 y 30 g L), con el objetivo de
determinar el mejor tratamiento y tiempo de desinfeccion de las semillas de este cultivar de
pimiento. Los resultados obtenidos en este trabajo, indicaron que el 100 % de las semillas se
desinfectaron con el NaOCI al 2,5% por tres minutos o al 5 % durante tres minutos.EI 100 %

de las semillas germinaron y la mayor altura de las plantulas (5,84 cm), asi como el nimero
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de raices por plantula (5,15) y el vigor de las mismas, mostraron los mejores resultados con
la utilizacion del NaOCI (5 %) durante un minuto y el empleo del medio de cultivo MS
suplementado con sacarosa (30 g L) que fueron estadisticamente superiores a los
tratamientos controles. A partir de los resultados obtenidos se obtiene una metodologia de
desinfeccion para la implantacion in vitro del pimiento cultivar “YAMIL’.
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INTRODUCCION

El pimiento es una de las especies horticolas mas importante para Cuba y el mundo, pertenece
al género Capsicum, familia Solanaceae. El genero Capsicum contiene alrededor de 25
especies silvestres y cinco cultivadas, que son: Capsicum annuum L., Capsicum frutenscens
L., Capsicum chinense Jacqg., Capsicum bacatum L. y Capsicum pubescens Ry P ). Se
desarrolla desde cerca del nivel del mar hasta los 2500 m s.n.m, abarcando diferentes regiones
de México y otros lugares del mundo, razén por la cual se pudiera encontrar este cultivo en
el mercado todo el afio, por lo que su consumo es muy generalizado en fresco e
industrializado en diversas modalidades ).

De las especies cultivadas Capsicum annuum L. es la de mayor importancia econémica, ya
que es ampliamente consumida por la poblacion mundial como condimento; ademas, sus
frutos tienen propiedades medicinales, debido a que contienen aceites volatiles,
capsaisicinoides, carotenoides, vitaminas, proteinas, fibras, antioxidantes y elementos
minerales . Existen cultivares que se diferencian en forma, tamafio, color, sabor y usos
culinarios .

Por otra parte, se ha visto que el uso de explantes para la regeneracion de meristemos apicales
@ hojas, hipocotilos, cotiledones, raices y embrionesinducen la embriogénesis somatica ©-
1), Sin embargo, no todos los cultivares responden de igual manera a estas técnicas ni a la
desinfeccion previa de los explantes, por lo que se necesitan ajustes y conocimientos basicos
de los mecanismos fisiologicos que intervienen en las diferentes etapas de la

micropropagacion de un cultivo @2,
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“YAMIL’, es un cultivar de polinizacion abierta, de un ciclo de 130 dias, presenta buena
adaptacion climatica, se recomienda para época de invierno (15 de septiembre hasta 15 de
febrero); posee buena cobertura de follaje que permite proteger a los frutos de los golpes de
sol y de los depredadores; comienza a florecer a los 29 dias después del trasplante (ddt), su
floracién masiva ocurre a los 34 ddt; los frutos son verde que pasan a rojo en su madurez
fisioldgica; tiene9,94 cm de largo y 9,35 cm de ancho, asi como un grosor de 6,62 mm, la
masa media del fruto oscila entre 200-230 g y tiene entre seis a siete frutos por planta; el
rendimiento es de 30 tha; la acidez (0,16 %), °Brix (4,5), pH (5,5-5,6) y entre 170-175 mg
en 100g de contenido de vitamina C; es resistente a Potuvirus; este genotipo esta inscrito en
el registro oficial de variedades del Ministerio de la Agricultura de Cuba ®®).

En la actualidad se trabaja en el mejoramiento genético del cultivar “YAMIL’ para las altas
temperaturas; por una parte, ya que es un genotipo para campo abierto y para mejorar la
calidad de los frutos; por otra parte, en cuanto al contenido de licopeno. Por lo que obtener
plantulas de este cultivar en un menor tiempo resulta imprescindible y se debe acudir a las
técnicas biotecnoldgicas, por lo que se deben iniciar las investigaciones por la desinfeccion
de las semillas para su implantacion in vitro y disminuir el tiempo de mejoramiento con
respecto a los métodos tradicionales.

Existe una amplia gama de agentes quimicos que se emplean en la desinfeccién de los
explantes antes de su inoculacion in vitro, por lo que es imprescindible establecer el tipo de
desinfectante a utilizar, el tiempo de los tratamientos y las concentraciones, ya que de la
misma forma que estos acttan sobre los microorganismos, lo hacen sobre el material tratado
y pueden ocasionarle dafios irreparables 4,

La desinfeccion de las semillas de diferentes genotipos de Capsicum spp. se realizd con
hipoclorito de sodio al 5 % durante 10 minutos ®®. Por otra parte, Matos et al. 19,
informaronque la desinfeccion adecuada de los explantes (estructuras embridn-endospermo)
de semillas de moringa (Moringa oleifera Lam.), se realiz6 con hipoclorito de sodio 1 %
(v:v) en agitacion durante siete minutos. También se utiliza el hipoclorito de calcio a
concentraciones y tiempos de desinfeccion diferentes, en dependencia de la especie y el
cultivar. Asimismo, se emplea también el cloruro de mercurio Il (HgCl2) en la desinfeccion
de los explantes para iniciar el cultivo in vitro en diferentes especies de plantas, pero este

agente desinfectante es muy toxico, por lo que se debe emplear con mucha precaucion.
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Teniendo en cuenta lo antes expuesto, este trabajo se realiz6 con el objetivo de determinar el
mejor tratamiento de hipoclorito de sodio y tiempo de desinfeccion de las semillas de

pimiento (Capsicum annuum L.) cultivar “YAMIL’para su implantacion in vitro.

MATERIALES Y METODOS

El experimento se realizé en el Departamento de Genética y Mejoramiento de las Plantas del
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas (INCA), Cuba.

Material vegetal

Se emplearon semillas certificadas de pimiento (Capsicum annuumL.) del cultivar “YAMIL’
de la campaiia 2016-2017.

Medio de cultivo

Se empleé como medio de cultivo basal las sales de Murashige y Skoog " [MS]. Las
combinaciones de medios de cultivo fueron las siguientes:

e MS + 159 L de sacarosa

e MS + 309 L*de sacarosa

El pH se ajustd a 5,810, 2 antes de realizar la esterilizacion del mismo en autoclave a 1,5
atmosferas de presion y 121 °C de temperatura durante 20 minutos.

En todos los casos se emplearan 10 mL de medio de cultivo por frasco.

Condiciones de cultivo

Todos los frascos con los explantes se colocaron en una camara de crecimiento a una
temperatura de 24+2 °C, a una densidad de flujo de fotones fotosintéticos entre 220-250
umolm2s, con un foto periodo de 16 horas luz y ocho de oscuridad y humedad relativa entre
70-75 %.

Los tratamientos fueron los siguientes:

1. Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucion) + inoculacién en el
medio de cultivo basal MS + sacarosa (15 g L) - Control.

2. Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucion) + inoculacién en el
medio de cultivo basal MS + sacarosa (30 g L) - Control.

3. Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucién) + hipoclorito de
sodio (1,25 %) - 5 minutos + inoculacion en el medio de cultivo basal MS + sacarosa (15 g
L.
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4. Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucién) + hipoclorito de
sodio (1,25 %) - 5 minutos + inoculacion en el medio de cultivo basal MS + sacarosa (30 g
LY.

5. Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucion) + hipoclorito de

sodio (2,5 %) - 3 minutos + inoculacion en el medio de cultivo basal basal MS + sacarosa

(15g LY.

6. Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucion) + hipoclorito de

sodio (2,5 %) - 3 minutos + inoculacién en el medio de cultivo basal MS + sacarosa (30 g L

1.

7. Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucion) + hipoclorito de

sodio (5 %) - 1 minutos + inoculacion en el medio de cultivo basal MS + sacarosa (15 g L™).

8. Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucién)+hipoclorito de sodio

(5 %) - 1 minutos + inoculacion en el medio de cultivo basal MS + sacarosa (30 g L™).

Evaluaciones

Se realizaronalos 7, 14 y 21 dias, pero en el trabajo se presentaran los resultados de la tltima

evaluacion. Las variables evaluadas fueron las siguientes:

e Porcentaje de desinfeccion de las semillas [explantes]: se determind el total de semillas
que se desinfectaron, con respecto al total, que fueron inoculadas en el medio de cultivo.
Posteriormente se determind el porcentaje.

e Porcentaje de germinacion de las semillas [explantes]: se determing el total de semillas
que germinaron con respecto al total que fueron inoculadas en el medio de cultivo.
Posteriormente se determind el porcentaje.

e Altura de las plantulas in vitro (cm): se midié con un papel milimetrado estéril que se
encontraba en una placa de Petri®.

e Numero de raices por plantulas in vitro: se conto el total de raices de cada plantula por
tratamiento y posteriormente se obtuvo la media.

e Longitud de las raices por plantulas in vitro (cm): se siguio el mismo procedimiento para
medir la altura de las plantulas.

e Vigor de las plantulas in vitro: Se determind segun la escala propuesta por Izquierdo et
al ® donde: 1.- Poco vigoroso;2.- Vigoroso; 3.- Muy vigoroso. Esta evaluacion se

realizd por apreciacion visual.
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Disefio experimental y analisis de los datos

Se emple6 un disefio completamente aleatorizado con 15 frascos por tratamiento con dos
semillas (explantes) por frasco y el mismo se repitié dos veces en el tiempo. Los datos se
procesaron mediante Andlisis de Varianza de Clasificacion Simple (ANOVA), con el
programa SPSS 11,5 para Windows (SPSS, Inc., Chicago, IL) y la comparacion entre las

medias se realizo de acuerdo a la prueba de Tukey (p<0,05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados relacionados con el porcentaje de desinfeccion y germinacion de las semillas
(explantes) de pimiento se reflejan en la Figura 1. Como se puede observar hubo diferencias
significativas en cuanto al porcentaje de desinfeccion de las semillas; el 100 % de las semillas
de los tratamientos 6 y 8 se desinfectaron y no hubo diferencias entre las semillas de estos
tratamientos, pero si se diferenciaron de las de los tratamientos 1 y 2. Es importante aclarar,
que la contaminacion de las semillas (explantes) en los diferentes tratamientos fue
fundamentalmente con bacterias. Con respecto al porcentaje de germinacion de las semillas,
solo las del tratamiento 8 alcanzaron el 100 % de germinacién y se diferenciaron

estadisticamente del resto de los tratamientos.
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T1.- Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucién) + inoculacién en el medio de cultivo basal MS + sacarosa (15
g Lh).- Control
T2.- Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucidn) + inoculacién en el medio de cultivo basal MS + sacarosa (30
g L'h).- Control
T3.- Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucién) +hipoclorito de sodio (1,25 %) - 5 minutos + inoculacién en el
medio de cultivo basal MS + sacarosa (15 g L)
T4.- Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucién) + hipoclorito de sodio (1,25 %) - 5 minutos + inoculacién en el
medio de cultivo basal MS + sacarosa (30 g L)
T5.- Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucién) + hipoclorito de sodio (2,5 %) - 3 minutos + inoculacién en el
medio de cultivo basal MS + sacarosa (15 g L)
T6.- Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucién) + hipoclorito de sodio (2,5 %) - 3 minutos + inoculacién en el
medio de cultivo basal MS + sacarosa (30 g L)
T7.- Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucién) +hipoclorito de sodio (5 %) - 1 minuto + inoculacién en el
medio de cultivo basal MS + sacarosa (15 g L)
T8.- Agua corriente + detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucién) + hipoclorito de sodio (5 %) - 1 minuto + inoculacién en el
medio basal MS + sacarosa (30 g L)
n.- total de semillas (explantes) del experimento en las dos repeticiones Ttos.- tratamientos
EEX.- error estandar de la media D.E.- desviacion estandar
Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas entre tratamientos para la prueba de Tukey (p < 0,05)

e

Medias con letras distintas difieren estadisticamente segln la prueba de Tukey (p<0,05) (
Figura 1. Porcentaje de desinfeccion (EEx = 3,25***; D.E = 4,10) y germinacion (EEx = 2,90***; D.E = 3,00)
de las semillas (explantes) de pimiento (Capsicum annuum L.) cultivar “‘YAMIL’ en medios de cultivo con

significativo para p<0,001)

diferentes concentraciones de sacarosa, a los 21 dias de inoculadas in vitro. n=60
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El 100 % de las semillas de pimiento del cultivar ‘Jalapeiio M’, se desinfectaron con 100 y
50 % de Clorox; sin embargo, el porcentaje de germinacion fue superior con la concentracion
mas elevada (92,6 %) y la més baja afectd la misma (64,2 %) 9,

Explantes obtenidos a partir de semillas de diferentes genotipos de Capsicum spp., se
desinfectaron con agua que contenia Tween 20, etanol al 70 % y NaOCI al 5 % durante 10
minutos y obtuvieron un elevado porcentaje de germinacion de las semillas ). Por otra parte,
Stanislava y Velichka ©® también obtuvieron buenos resultados con respecto a la
germinacién de las semillas de los cultivares de pimiento "Yasen F1' y 'Kurtovskakapia
1619',cuando las mismas se desinfectaron con una solucion de hipoclorito de calcio al 5 %
durante una hora.

Si bien el hipoclorito de calcio, es un buen agente desinfectante, es posible que en los
resultados anteriores, se haya afectado un poco el porcentaje de germinacion de las semillas
en ambos cultivares de pimiento, ya que estas semillas estuvieron expuestas mucho tiempo
al agente quimico.

En otros cultivos como Aloe vera (L.) Burm. f., Lavanya y Thayamini ?%, se informé que los
brotesque extrajeron de la planta madre se lavaron con agua del grifo durante
aproximadamente 40 minutos y después se desinfectaron con etanol al 70 % durante 30
segundos y posteriormente estos explantes se colocaron en Clorox al 20 % (5,25 % de
NaOCI) con dos gotas de Tween 20 durante 30 minutos. Segln otros autores ??, cuando se
realizo la desinfeccion durante un minuto en alcohol 96° y 20 minutos en NaOCl al 2 % (5,6
gLt de cloro activo), con dos gotas de Tween 20, el porcentaje de contaminacion in vitro de
semillas de Schinus fasciculata (Griseb) J.M. Johnstvar. fasciculata (molle), implantada en
agar, -agua fue de 16 %. Estos autores, informaron ademas, que el porcentaje de germinacion
fisioldgica a los tres dias de la inoculacion en el medio de cultivo fue de 40 % y a los siete
dias alcanzaron el 84 %.

Otros autores desinfectaron semillas albahaca (Ocimum basilicum L.) con NaOCI al 10 %
durante cinco minutos y etanol al 70 % durante 20 segundos . En otras investigaciones se
emplearon tres métodos para la desinfeccion de las semillas de Aristotelia chilensis (Molina)
Stuntz ¥, la primera desinfeccion la realizaron en una solucién que contenia Mancozeby
Benomilo (2 gL de Mancozeb; 0,6 gL de Benomil, méas unas gotas de Tween 20) por 20

minutos y se colocaron en un agitador magnético; la segunda desinfeccion fue con una
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solucion de alcohol 75° por cinco segundos y, por ultimo, las semillas se sumergieron en
NaOCl al 1 % por 10 minutos.

Los fertilizantes quimicos, como el Benomilo y el Mancozeb, son muy agresivos para
emplearlos en la desinfeccion de explantes in vitro, con independencia de los resultados que
se obtengan, ya que pueden ser toxicos y de dificil remocién del explante in vitro, que
posteriormente se convertira en una planta, que consumen las personas y los animales v,
ademas, afectan el medio ambiente.

La desinfeccion de los cultivares de berenjena (Solanum melongena L.) 'Mattu Gulla' y
‘Perampalli Gulla’, la realizaron introduciendo sus semillas en una solucién jabonosa (dos o
tres gotas de Tween 20) durante cinco minutos, seguido de un tratamiento con etanol al 70
% durante un minuto y posteriormente colocaron las semillas en cloruro de mercurio (1)
(HgCl) 0,1 % (w/v) durante cinco minutos @®. La germinacion de las semillas de
Stenocereus queretaroensis (F. A. C. Weber) F. Buxb. (una cactacea arborescente, endémica
de México), tratadas conhipoclorito de sodio al 10 % durante cinco minutos, fue superior a
las que no se trataron ),

El hipoclorito de sodio y calcio, asi como el cloruro de mercurio (I1) causan la muerte de los
microorganismos infecciosos como bacterias y hongos exdgenos, que permiten que haya un
mayor indice de establecimiento en el material vegetal. Sin embargo, los dos primeros deben
usarse a ciertas concentraciones y tiempos de desinfeccién, ya que son muy potentes y en el
ultimo caso, no debe emplearse en la desinfeccion de los explantes, ya que es muy toxico
para los mismos cuando se cultivan in vitro y muy dificil de remover de los mismos.

En la Tabla 1, se muestra la altura de las plantulas, el namero y la longitud de las raices, asi
como el vigor de las plantulas y hubo diferencias significativas entre los tratamientos en todas
las variables que se evaluaron. Con respecto a la altura de las plantulas, el mejor tratamiento
fue en el que se colocaron las semilla en NaOCI 5 % durante un minuto y las mismas se
implantaron en el medio de cultivo MS suplementado con 30 g L™ de sacarosa, con 5,84 cm
de altura de la plantula, que se diferenci6 estadisticamente de los tratamientos controles 1
(medio de cultivo MS suplementado con 15 g L™ sacarosa) y 2 (medio de cultivo MS
suplementado con 30 g L* sacarosa), que las plantulas alcanzaron 4,61 y 4,94 cm,
respectivamente. Las plantulas del tratamiento 8, también se diferenciaron estadisticamente

de las del resto de los tratamientos.
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Tabla 1. Altura (cm), nimero y longitud (cm) de las raices, asi como el vigor de las plantulas de
pimiento (Capsicum annuum L.) cultivar “YAMIL’ en medios de cultivo con diferentes

concentraciones de sacarosa, a los 21 dias de inoculadas in vitro

No. Tratamientos Altura de Numero de Longitud Vigor de
la plantula raices por de las las
(cm) plantula raices (cm) plantulas
1 Agua corriente + detergente comercial (0,5 gen 4,61f 3,75¢ 3,04d 2b

100 mL de solucién) + inoculacion en el medio de
cultivo basal MS + sacarosa (15 g L1).- Control

2 Agua corriente + detergente comercial (0,5 gen 4,94 de 4,20b 348¢c 2b
100 mL de solucién) + inoculacion en el medio de
cultivo basal MS + sacarosa (30 g L1).- Control

3 Agua corriente + detergente comercial (0,5 gen 4,89¢e 435Db 4,08 a 2b
100 mL de solucion) + hipoclorito de sodio (1,25
%) - 5 minutos + inoculacion en el medio de
cultivo basal MS + sacarosa (15 g L)

4 Agua corriente + detergente comercial (0,5gen 5,00d 425Db 3,09d 2b
100 mL de solucién) + hipoclorito de sodio (1,25
%) - 5 minutos + inoculacion en el medio de
cultivo basal MS + sacarosa (30 g L)

5 Agua corriente + detergente comercial (0,5 gen 5,23¢ 4,35b 3,16d 2b
100 mL de solucién) + hipoclorito de sodio (2,5
%) - 3 minutos + inoculacién en el medio de
cultivo basal MS + sacarosa (15 g L)

6 Agua corriente + detergente comercial (0,5gen 5,38b 4,30 b 3,94 a 2b
100 mL de solucion) + hipoclorito de sodio (2,5
%) - 3 minutos + inoculacién en el medio de
cultivo basal MS + sacarosa (30 g L)

7 Agua corriente + detergente comercial (0,5gen 525¢ 460b 3,45¢ 2b
100 mL de solucién) + hipoclorito de sodio (5 %)
- 1 minuto + inoculacion en el medio de cultivo
basal MS + sacarosa (15 g L)

8 Agua corriente + detergente comercial (0,5gen 584a 515a 3,76 b 3a
100 mL de solucién) + hipoclorito de sodio (5 %)
- 1 minuto + inoculacion en el medio de cultivo
basal MS + sacarosa (30 g L)

E.Ex(%) 0,02*** 0,10%** 0,04*** 0,00***

D.E 0,36 0,57 0,41 0,33

Letras diferentes en la misma columna, indican diferencias significativas entre tratamientos para la prueba de Tukey (p < 0,05). n=60
n.- total de plantulas (explantes) del experimento en las dos repeticiones EEx.- error estandar de la media

D.E.- desviaci6n estandar
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En relacion con el nimero de raices, las plantulas del tratamiento 8, fueron estadisticamente
superiores a las del resto de los tratamientos, incluyendo a las de los tratamientos controles
(1y 2). Sin embargo, con respecto a la longitud de las raices, las plantulas de los tratamientos
3y 6, con 4,08y 3,94 cm, respectivamente alcanzaron los mejores resultados (Tabla 1).
Finalmente, las plantulas mas vigorosas fueron las del tratamiento 8, que alcanzaron un vigor
de 3 y superaron a las de los tratamientos controles 1 y 2, con un vigor de 2 en ambos casos
(Tabla 1).

Las plantulas del cultivar 'Jalapefio M', con aplicaciones de Clorox 50 % alcanzaron mayor
altura y longitud de las hojas cotiledonares a diferencia de las plantulas en las que se emple6
Clorox al 100 %. Sin embargo, no informaron diferencias significativas estadisticas con
respecto al ancho de las hojas cotiledonares ni en la longitud de las raices 9.

Otros autores " en estudios realizados con Escobaria cubensis (Britton y Rose) Hunts,
comunmente denominado “cactus enano de Holguin”, informaron que el tratamiento de las
semillas con 2 % de NaOCI y doble desinfeccion, fueron las que tuvieron mayores niveles
de supervivencia de las plantulas; las mamilas respondieron mejor en cuanto a la
supervivencia a las combinaciones mayores de concentracion de NaOCI y el tipo de
desinfeccion.

La obtencion de diferentes tipos de explantes primarios de tres cultivares de pifia (Ananas
comosus (L.) Merr.: yemas de la corona y el meristemo de los hijuelos, a partir de tallos, que
se lavaron previamente con detergente y, posteriormente, se transfirieron a una solucién
diluida de cloro comercial al 20 % (v/v) durante 10 minutos, observaron que a las cuatro
semanas de cultivo, hubo brote de una yema apical en todos los cultivares, con una longitud
de 3 a 4 mm, aproximadamente; después de cuatro semanas adicionales en el mismo medio
de cultivo, hubo alargamiento de las hojas y del vastago (1 a 3 cm) y el alargamiento se
incrementd con el tiempo, sin que se observara brotacion lateral ?®. En sentido general, en
este trabajo, las plantulas del tratamiento 8 (NaOClal 5 % durante un minuto e inoculacion
de las semillas en el medio de cultivo basal MS suplementado con sacarosa (30 g L™),
mostraron un desarrollo homogeneo, dada la alta sincronizacion que se observo en la
germinacion de las mismas. Ademas, este material constituy0 una fuente adecuada de
explantes de calidad para los experimentos posteriores.

A partir de estos resultado se propone una metodologia de desinfeccion de las semillas de

pimiento, cultivar “YAMIL’ para su implantacion in vitro.
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Pasos de la metodologia:

1. Seleccionar semillas de pimiento (Capsicum annuum L.) cultivar “YAMIL’ que estén
certificadas y sintomas aparentes de enfermedades fungosas o bacterianas.

2.Colocar las semillas en un beaker de 250 mL de capacidad y enjuagarlas con abundante
agua del grifo y detergente comercial (0,5 g en 100 mL de solucion).

3. Enjuagar las semillas con agua del grifo hasta eliminar toda la espuma proveniente del
detergente.

4. En la cabina de flujo laminar, las semillas se colocan en hipoclorito de sodio (5 %) durante
un minuto y se le agregan dos gotas de Tween 80 por cada 100 mL de solucion y se agitaron.
5. Decantar la solucién y enjuagar las semillas cuatro veces con agua destilada estéril.

6. Colocar las semillas en una placa de Petri® que contenga papel de filtro estéril, para
eliminar la humedad en las mismas.

7. Inocular dos semillas por frasco, que contenga 10 mL de medio de cultivo MS
suplementado con 30 g L de sacarosa.

CONCLUSIONES

e Seestablecié una metodologia de desinfeccion adecuada para la implantacion in vitro de
las semillas de pimiento (Capsicum annuum L.) cultivar'YAMIL', que garantiza la
germinacion de las semillas (explantes), asi como la supervivencia y el crecimiento
adecuados de las plantulas.

e Lainoculacion de las semillas se debe realizar en un frasco de cristal, que contenga 10
mL del medio de cultivo basal MS suplementado con sacarosa (30 g L™).
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