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I. RESUMEN.

En este trabajo se realizaron pruebas de germinacion a semillas de Solanum sessiliflorum para conocer los
requerimientos generales que presenta esta especie para llevar a cabo este proceso y producir plantas
viables en etapas tempranas de crecimiento bajo condiciones diferentes a las de su area de distribucion
habitual. En las pruebas se determinaron porcentajes de viabilidad, porcentajes de germinacién, tiempos
de germinacion y respuesta al estimulo de la luz. Por otro lado, se evallto el efecto de diferentes
tratamientos pre-siembra con los promotores de crecimiento AG; (acido giberélico), KNO;3 (nitrato de
potasio) y PGPRs (rizobacterias promotoras de crecimiento) de los géneros Bacillus sp y Pseudomonas
sp, sobre el desarrollo de S. sessiliflorm. Adicionalmente se obtuvo una descripcion de los estadios de
desarrollo de la especie. El estudio se realiz6 en la Universidad Militar Nueva Granada, Cajica, Colombia,
a una temperatura media de 18°C y 2558 m.s.n.m, con semillas tomadas de frutos maduros de S.
sessiliflorum provenientes de Caqueta, Colombia (temperatura media anual de 27°C y 242 m.s.n.m).
Se determind que las PGPRs no tuvieron efecto positivo sobre el desarrollo de ésta especie, mientras que
los tratamientos con AG; y KNOj; tanto en presencia como en ausencia de luz, presentaron disminucion
de tiempos de germinacion e incremento en los porcentajes de germinacion. El tratamiento mas eficiente
resultd del efecto sinérgico de AG; a 500ppm y KNO; a 0,25M, donde de acuerdo con las pruebas
estadisticas, el porcentaje de germinacién se increment6 significativamente por encima del control y de
los demaés tratamientos. Sin embargo, sobre las variables: altura y nimero de hojas, no se presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos. Finalmente, la descripcion de los estadios

de desarrollo obtenida permiti6 elaborar una escala fenolégica (BBCH) extendida para S. sessiliflorum.

Palabras clave: Solanum sessiliflorum, AG;, KNOs;, rizobacterias promotoras de crecimiento, escala
fenol6gica BBCH.



I. ABSTRACT

This study tested Solanum sessiliflourm for seed germination in order to know the general requirements
for this species to carry out this process and to produce viable plants under different conditions from its
customary distribution area. In tests, we determined viability percentages, germination percentages,
germination times and response to the stimulus of light. Furthermore, we evaluated the effect of pre-
sowing treatments with growth promoters GA; (gibberellic acid), KNO; (potassium nitrate) and PGPRs
(growth promoting rhizobacteria) from the genera Bacillus sp and Pseudomonas sp, over S. sessiliflorum
development at early growth stages. Additionally, we obtained a description of phenological stages for
the species. The study was conducted at Nueva Granada Military University, Cajic4a, Colombia, with an
average temperature of 18°C and 2558 m.a.s.l, with seeds from ripe fruits of S. sessiliflorum native
from Caqueta, Colombia (average annual temperature of 27°C and 242 m.a.s.l). We found PGPRs
provided no positive effect on this species development, while treatments with GA; and KNOj; in
presence and absence of light, had decreased time germination and increased germination percentages
significantly, according with statistic test. The most efficient treatment for germination was the
synergistic effect from GA; 500ppm and KNO; 0.25M treatment, where the germination percentage was
increased significantly over control and other treatments. However, growth variables as height and
number of leaves were not statistically different. Finally, the description of developmental stages obtained

allowed us to develop an extended (BBCH) scale for phenological stages in S. sessiliflorum.

Keywords: Solanum sessiliflorum, AG;, KNOs, plant growth promoting rhizobacteria, phenological scale
BBCH.



I11. INTRODUCCION

En Colombia, el frutal amazonico Solanum sessiliflorum (cocona) es poco conocido a nivel nacional y no
ha logrado posicionarse en el mercado a pesar de su potencial agroindustrial (Cardona, 2011). Sin
embargo, en otros paises de la region, Per( y Brasil, esta especie es conocida y sus productos derivados se
comercializan activamente (Marx et al, 1998; Carvajal y Balcéazar, 2000). Existe una larga trayectoria de
investigacion sobre la especie y abundantes publicaciones sobre cocona, pero la mayoria de estas se
enfocan en el aprovechamiento agroindustrial y pocas en el conocimiento de su biologia béasica (Pereira et
al, 2011). Pese a la gran utilidad de los frutos de cocona, y el creciente interés en su investigacion e
implementacion en sistemas productivos, aspectos como condiciones de germinacion, ruptura de
dormancia o uso de promotores de crecimiento en busca de la optimizacion del proceso germinativo y el
desarrollo temprano en la especie, entre otros, parecen dejarse de lado o no han sido debidamente

documentados en la literatura actualmente disponible para la especie.

S. sessiliflorum (cocona), es nativa de la Amazonia, semilefiosa, perenne y pertenece a la familia
Solanaceae. Sus frutos comestibles tienen gran aceptacion y por ser una planta rustica, facil de cultivar,
considerablemente resistente a enfermedades y sin requerimientos nutricionales muy exigentes, posee
gran potencial para la agroindustria moderna (Oliveira, 2006). Estas cualidades permiten su
comercializacion por buenos precios, no solo como fruto fresco, sino también sus productos derivados
como jaleas, dulces, salsas, yogurt, jugos y algunos medicamentos (Carvajal y Balcazar, 2000; Cardenas,
2004; Silva Filho et al, 2005).

Actualmente, la cocona esté distribuida en el Amazonas brasilefio, peruano, ecuatoriano, colombiano y
venezolano, como también en los Andes del Ecuador y Colombia hasta 1000 m.s.n.m (Silva Filho, 1998).
Se ha reportado que en Brasil y Per(, la cocona se comercializa activamente y ha sido objeto de
investigacion para ejecutar proyectos agricolas con el fin de fomentar el desarrollo y asistir a los
cultivadores (Marx et al, 1998; Silva Filho, 1998; Cardona, 2011), mientras en Colombia, su cultivo solo
se destaca en el Departamento del Guaviare, donde es un alimento tradicional de ésta zona, reconocido

por su refrescante sabor, y por las propiedades medicinales que le son atribuidas (Cardona, 2011).

En Colombia, durante casi una década se han adelantado proyectos sobre manejo y transformacion de
especies frutales de la regién amazonica, dirigidos hacia el conocimiento y aprovechamiento de sus
cualidades agroindustriales (Herndndez et al, 2004). Estos estudios han sido llevados a cabo,

principalmente, por el Instituto Amazdnico de Investigaciones Cientificas (SINCHI), la Corporacion



Colombiana de Investigacion Agropecuaria (CORPOICA) ademas de otras instituciones gubernamentales
y académicas que también han participado del esfuerzo, como la Universidad de la Amazonia, la
Universidad Nacional de Colombia, el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, la Asociacién de
productores para el cambio Econémico del Guaviare (ASOPROCEGUA) y algunas otras asociaciones
pertenecientes a la corporacion Red Colombia Verde (Barrera et al, 2011).

Aln asi, la informacion respecto a la biologia de la especie resulta escasa y la investigacion referente a
procesos como la germinacion y el desarrollo temprano, no resulta clara y disponible: Evidentemente
conocer como funcionan estos procesos es una necesidad para los interesados en implementar sistemas
productivos de S. sessiliflorum, dadas sus implicaciones para el establecimiento y produccion de la
especie (Diaz y Martins, 2010; Pereira et al, 2011).

Con el estudio de la germinacion de la especie, su fenologia y la evaluacion de como responden las
semillas de cocona a la aplicacion de diferentes promotores de crecimiento durante la germinacién y el
desarrollo temprano, este trabajo pretende aportar informacion sobre la biologia basica de la especie y
explorar metodologias que pueden favorecer el crecimiento de cocona bajo condiciones diferentes a las de

su area de distribucién natural para promover la expansion de su uso.

3.1. Objetivo general

Estudiar el desarrollo de Solanum sessiliflorum bajo condiciones ambientales diferentes a las de su area

de distribucion habitual.

3.2. Objetivos especificos

o Evaluar la germinacion de Solanum sessiliflorum bajo condiciones de la Sabana de Bogota.
o Evaluar el efecto de tratamientos con AGz;, KNOs sobre la germinacion de Solanum sessiliflorum.
o Evaluar el efecto de cuatro cepas de rizobacterias sobre la germinacion de Solanum sessiliflorum.

o Elaborar una escala fenolégica (BBCH) extendida para Solanum sessiliflorum.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Solanum sessiliflorum Dunal.

Esta planta pertenece a la familia Solanaceae, seccidon Lasiocarpa, género Solanum y se conoce
cominmente como cocona, tdpiro, tomate indio, Orinoco apple o peach tomato. Es semilefiosa, nativa de
la Amazonia y ha sido domesticada por las poblaciones indigenas de la zona. (Volpato et al, 2004; Silva
Filho, 2005).

Todos los tipos de cocona que han sido recolectados por institutos oficiales en las distintas regiones del
Amazonas brasilefio, peruano y colombiano provienen de los campos y parcelas de los habitantes de la
region, o de mercados locales donde son comercializados, por lo cual es posible encontrarse con
numerosas etnovariedades que van desde el tipo silvestre hasta la mas avanzada en el proceso de
domesticacién, que se distinguen principalmente segln el tamafio y forma de los frutos (Silva Filho,
1998).

Las etnovariedades de cocona han sido también mejoradas ex situ y muchos materiales promisorios han
sido seleccionados por calidad del fruto y productividad, asi como en términos de resistencia a plagas y

enfermedades, entre las que se han encontrado materiales resistentes a Ralstonia (Pseudomonas)
solanacearum y Sclerotium rolfisii, patdgenos considerados de importancia econémica en las Solanaceas
gue producen frutos comestibles en el Amazonas (Noda et al, 1997 citado en Silva Filho, 1998). Estos
materiales fueron mejorados ex situ y actualmente han sido devueltos al agricultor de zona rural como un

recurso genético de mejor calidad (Silva Filho, 1998).

Estudios efectuados en el Pert indican la existencia de mas de 25 ecotipos, de los cuales se han
seleccionado 11 promisorios, pero estos no han sido mantenidos en ninguna coleccion de germoplasma,
dificultando asi su disponibilidad (Silva Filho, 1998). En la Amazonia colombiana pueden distinguirse 6
ecotipos de S. sessiliflorum, que se diferencian por caracteres como tipo de crecimiento, variables de la
hoja, color del epicarpio y color de la pulpa, peso y tamafio del fruto. (Hernandez et al, 2004; Hern&ndez
y Barrera, 2004).

Durante la siembra, el espaciamiento entre plantas de cocona puede variar de acuerdo con la intensidad
del cultivo, de la etnovariedad y el tipo de suelo. Generalmente ocurren etnovariedades que

crecen poco y pueden ser cultivadas en cualquier tipo de suelo en un espaciamiento



de 1,0 x 1,0 m. Las etnovariedades que crecen mas de 1,50 m de alto, en suelos con baja
fertilidad natural deben ser cultivadas en un espaciamiento minimo de 1,00 x 1,50 m, dado que una
plantacion muy densa hace que la cosecha de los frutos sea incomoda para las personas que ejecutan esta
tarea (Silva Filho, 1998).

Esta especie tiene un ciclo vegetativo corto y la produccion comienza aproximadamente 7 meses después
de la emergencia (Marx et al, 1998). Es muy productiva y dependiendo de las condiciones del suelo, el
clima y el genotipo sembrado, pueden durar cerca de 3 afios y la cosecha por planta puede llegar a 14kg
por afio pudiendo dar 100 toneladas por hectarea de frutos (Carvajal y Balcazar, 2000).

Las plantas de S. sessiliflorum crecen rapidamente y pueden alcanzar una altura aproximada de 2m. La
especie se cultiva en altitudes que varian desde el nivel del mar hasta 1.500 m sobre el
nivel del mar, sin embargo sobre los 1.000 m su produccion disminuye, y a los 1.500 m no produce nada
econémicamente (Silva Filho, 1998). La especie esta bien adaptada a regiones de clima calido con
humedad relativa superior al 80%, donde la temperatura promedio llega a 24°C y con precipitacion anual
de 2000 y 8000mm (Figura 1) (Carvajal y Balcézar, 2000; Silva Filho et al, 2005).
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Figura 1. Solanum sessiliflorum. Origen y localizacion geogréafica de 28 etnovariedades de cocona.

Tomado de Silva Filho et al, (2005).

La planta presenta potencial para la agroindustria moderna dada su rusticidad y alta produccién. El
principal interés sobre esta especie radica en sus frutos, que son de tamafio variable sub-globosos a
ovoides de color verde cuando estan inmaduros y naranja cuando maduran, de pulpa &cida con numerosas

semillas pequefias y achatadas (Marx et al, 1998).



La pulpa del fruto es amarga pero agradable, su sabor es similar al de algunos citricos y puede ser
consumido en: compotas, dulces, ensaladas, jaleas, jugo, pasteles, junto con pescado y carnes.
Adicionalmente, puede usarse para elaborar cosméticos y medicamentos con accién hipocolesterolémica
e hipoglucémica y, aunque el fruto de cocona no alcanza a cubrir las necesidades nutricionales minerales
de un hombre adulto, constituye una excelente opcién para complementar la dieta, particularmente para

individuos con restricciones de sodio (Rincon et al, 2011; Silva Filho et al, 2005).

En los frutos de S. sessiliflorum, los minerales, carbohidratos y acidos organicos son representativos en el
total de su valor nutricional. El alto contenido de agua (aproximadamente 90%) se ve reflejado en su
consistencia jugosa, mientras que su sabor agradable puede atribuirse a su contenido de acido citrico y su
considerable contenido de azlcar. Es importante enfatizar que tienen un valor calérico bajo, son
promisorios como productos para dieta y por su alta concentracién de fibra son 6ptimos para la digestion
(Marx et al, 1998; Pizzinato et al, 2008).

El principal medio de propagacion de ésta especie es el uso de semillas obtenidas de frutos maduros,
provenientes de plantas que son seleccionadas por presentar caracteristicas agrondmicamente favorables
como buena produccion, ausencia de enfermedades y vigor (Carvajal y Balcazar, 2000). Se ha reportado
gue la germinacion de las semillas bajo condiciones ambientales ideales puede ocurrir entre un periodo de
18 a 90 dias después de la siembra en campo y 30 dias en cultivos in vitro (Oliveira, 2006). Sin embargo
el proceso germinativo de S. sessiliflorum ha sido poco estudiado y se desconocen trabajos orientados a la

obtencion de porcentajes de germinacién elevados y uniformes (Pereira et al, 2010).

4.2. Acido giberélico.

Diversos autores han reportado la efectividad del acido giberélico aplicado ex6genamente en el control y
promocion de la germinacion de semillas dada su habilidad de interrumpir estados de latencia y
reemplazar estimulos ambientales como la luz o la temperatura dando como resultado incrementos en los
porcentajes de germinacion y disminucion de tiempo de germinacion en especies como Carica papaya L.
(Bhattacharya y Khuspe, 2001), Onopordum nervosum (Fernandez et al, 2002) Minthostachys mollis
(Suérez et al, 2011), en Arabidopis thaliana y en algunas plantas de importancia comercial de la familia

Solanaceae como Nicotiana tabacum y Solanum lycopersicum (Peng y Harberd, 2002).

El &cido giberélico se descubri6 en la década de los 30s, cuando en Japdn identificaron plantas de arroz

enfermas que crecian muy altas y que no producian semillas. Cientificos japoneses investigaron la



enfermedad, y encontraron que dicha altura era inducida por un quimico secretado por el hongo
Gibberella fujikuroi que habia infectado a las plantas altas. EI quimico fue aislado y lo llamaron
giberelina. Los cientificos japoneses tuvieron éxito en obtener cristales impuros de dos componentes

activos de crecimiento del hongo, que llamaron giberelina A y giberelina B (Taiz y Zeiger, 2010).

Solo hasta mediados de 1950 como resultado de un descubrimiento simultaneo, se reveld la estructura del
componente quimico que inducia el incremento en la elongacidon de las plantas: un grupo en Gran Bretafia
y otro en Estados Unidos, tuvieron éxito en resolver la estructura de un material que habian purificado a
partir de filtrados de cultivo del hongo, y que llamaron &cido giberélico. Casi al mismo tiempo,
cientificos de la Universidad de Tokio aislaron tres giberelinas a partir de su giberelina A original
(giberelinas A1, A2 y A3 respectivamente). La estructura de la giberelina A3 de los cientificos de Tokio y
la del acido giberélico de los cientificos de Gran Bretafia y Estados Unidos, resultaron ser idénticas (Taiz
y Zeiger, 2010).

La caracteristica estructural que todas las giberelinas tienen en comun y que las define como una familia
de moléculas es que son diterpenos ciclicos derivados del ent-kaureno y son sintetizadas a partir de
unidades de acetato del acetil CoA en la ruta del acido mevalénico (Azcon-Bieto y Talon, 2000). Después
de su descubrimiento, el acido giberélico rapidamente comenz6 a estar al alcance de los fisidélogos
guienes comenzaron a probarlo en una gran variedad de plantas y obtuvieron efectos impresionantes

sobre el crecimiento y desarrollo (Taiz y Zeiger, 2010).

Ademas de controlar la elongacién del tallo, el acido giberélico es una hormona vegetal involucrada en
una gran variedad de procesos del desarrollo (Gonzales et al, 2007). En el desarrollo reproductivo puede
afectar la transicion del estado juvenil al estado maduro y en la germinacion de las semillas, puede
controlar aspectos como la pérdida de dormancia y la movilizacién de las reservas del endospermo
(Saldivar et al, 2010; Taiz y Zeiger, 2010; Peng y Harberd, 2002).

4.3. Nitrato de Potasio

El nitrato de potasio (KNO3) es un compuesto comunmente usado para romper la dormancia y promover
la germinacion de semillas (Siadat et al, 2011). La AOSA (Association of Official Seeds Analysts) y la
ISTA (International Seed Testing Association) recomiendan el uso de soluciones con diferentes
concentraciones de éste compuesto en pruebas de rutina de germinacién para semillas de diversas

especies (Copeland y McDonald, 2001).


http://www.google.com.co/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22Lawrence+O.+Copeland%22
http://www.google.com.co/search?hl=es&tbo=p&tbm=bks&q=inauthor:%22M.+B.+McDonald%22

A pesar de que el efecto promotor en la germinacién de semillas por parte de los compuestos
nitrogenados fue reconocido hace mucho tiempo y a pesar de que diversos autores han evidenciado su
habilidad para incrementar la sensibilidad a la luz y reducir el requerimiento de luz en semillas de muchas
especies, su mecanismo de accion ain no es claro (Giba et al, 2006; Siadat et al, 2011). Para esclarecer
este fendmeno, diferentes autores han usado modelos experimentales como Sisymbrium officinale, cuyas
semillas requieren la presencia simultanea de nitrato y de la forma “rojo-lejano absorbente” (Prf) del
fitocromo para poder germinar (Hilhorst, 1990), Spirodela polyrhiza cuya germinacién es dependiente de
fitocromo y la germinacion de esporas de helechos, entre otros (Giba et al, 2006).

Entre tanto, lo que se sabe es que los nitratos han sido reportados como cofactores en la accion del
fitocromo y han sido asociados con el incremento del nimero de receptores Pfr en especies fotoblasticas
positivas (Alboresi et al, 2005; Kenanoglu et al, 2007). Por otra parte, autores como Nonogaki et al,
(2010), afirman que los nitratos también podrian estimular la germinacién a través de otras vias, como las
implicadas en el metabolismo de hormonas o después de ser reducidos a nitrito, podrian acelerar el flujo
metabolico a través de la via pentosa fosfato (PPP) al aumentar indirectamente la oxidacion de NADPH,

actuando asi como un importante componente de transduccion de sefiales.

Sin embargo, aunque la informacién disponible es una gran avance hacia la comprension del papel de los
compuestos nitrogenados en el proceso germinativo, algunas hipétesis ain no se han podido corroborar
experimentalmente y hacen falta investigaciones que permitan dilucidar el mecanismo molecular y
fisioldgico por el cual la aplicacion exdgena del mismo, resulta efectiva para romper la dormancia de

semillas e inducir su germinacién (Sheng Tang et al, 2008; Siadat et al, 2011).

4.4, Rizobacterias Promotoras de crecimiento PGPRs.

Las bacterias que colonizan las raices son conocidas como rizobacterias. La mayoria de estas
permanecen confinadas en su superficie o en el rizoplano (microambiente inmediato que rodea la raiz)
(Taiz y Zeiger, 2010), pero otras ingresan a las raices y permanecen alli como enddfitas (Van y Bakker,
2003). En el rizoplano ocurren diversas interacciones que pueden ser benéficas, neutras o nocivas para las
plantas. Los efectos perjudiciales incluyen actividades fitotdxicas y patogénicas por parte de las bacterias
y por el contrario, el efecto benéfico incluye actividades que incrementan la disponibilidad de agua y
nutrientes minerales, ademas de establecer relaciones simbiéticas como la formacién de nédulos radicales

en el caso de las leguminosas (Van y Bakker, 2003).



En la mayoria de los casos, las cepas bacterianas aisladas de las raices tienen poca especificidad, pero la
liberacion de ciertos exudados por parte de las raices favorece la colonizacion selectiva para algunas de
ellas (Van y Bakker, 2003). Entre las rizobacterias, existe un grupo llamado PGPRs (plant growth
promoting rizobacteria) que presentan habilidad para promover el crecimiento de las plantas (Van y
Bakker, 2003). A este grupo pertenecen bacterias de los géneros Azospirillum, Azotobacter, Alcaligens,
Bacillus, Burkholderia, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonas y Serratia (Ahmad et al, 2008).

Las PGPR pueden afectar el crecimiento de las plantas de manera directa cuando la bacteria le provee a la
planta algin regulador de crecimiento sintetizado por ella, como auxinas, citoquininas y giberelinas y/o
facilitando la toma de algunos nutrientes del ambiente como nitrégeno fijado, fésforo y hierro del suelo, y
de manera indirecta, cuando estas ejercen antagonismo contra microorganismos fitopatdgenos, por
ejemplo, mediante la secrecion de moléculas de bajo peso molecular conocidas como sideréforos y/o
antibidticos (Glick y Bashan, 1997).

Para el caso particular de cepas bacterianas de los géneros Pseudomonas sp y Bacillus sp, existen
numerosas publicaciones que las reportan como potenciales estimuladoras del crecimiento vegetal al ser
inoculadas en las semillas y como exitosas competidoras que pueden llegar a dominar la poblacion en la

rizosfera y colonizar extensamente la endorrizosfera (Bathia et al, 2008).

Estos microorganismos aplicados en las semillas, tienen el potencial de establecerse en la rizosfera y de
transferirse a las raices a medida que éstas emergen de las semillas (Bennett y Whipps, 2008). La ventaja
de esto radica en que pese a que en los sistema agricolas convencionales la intervencion de los suelos
puede modificar la estructura poblacional natural, alterando la comunidad microbiana y llevando a la
pérdida de microorganismos benéficos, la incorporacion de PGPRs en los sistemas productivos, permitiria
cambiar el balance de las comunidades microbianas hacia una estructura poblacional orientada a

incrementar la sanidad y productividad de las plantas (Avis et al, 2008).

4.5. Escala Fenoldgica BBCH.

La escala BBCH (Biologische Bundesanstalt, Bundessortenamt und CHemische Industrie) es un sistema
para la codificacion uniforme de estadios de crecimiento fenoldgicamente similares, para todas las
especies de plantas mono y dicotiledoneas (Meier et al 2009). La ventaja de la escala es su simplicidad, y
su facilidad de ser usada en plantas anuales y perennes, y tanto para los estados del desarrollo vegetativo

como reproductivo. Desde que el uso de la escala BBCH ha sido aceptado para cereales, papa, colza,
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remolacha, girasol y haba, muchos investigadores hicieron escalas basadas en la BBCH para frutales, vid,

varias verduras, granada, citricos, nispero y mango (Rajan et al, 2011).

Como todas las ramas de la ciencia, las ciencias agricolas estdn cada vez mas integradas en redes
internacionales y el intercambio de los nuevos hallazgos requiere un entendimiento comin de los
términos en uso. Es por esto que también es necesaria una comprension comun de la terminologia para la
descripcion de las etapas de crecimiento de las plantas (Meier et al, 2009). El esquema BBCH es una
buena base para satisfacer esta demanda cientifica, ya que ademas de una terminologia uniforme, su
sistema de codificacion y descripcion de las etapas de desarrollo de las plantas estandarizada facilita el
procesamiento de datos en distintas herramientas de software para agricultores, que son muy usados

actualmente (Meier et al, 2009).

El uso de la escala BBCH no se restringe solo para los agricultores, sino que también puede ser (til para
profesionales en areas como entomologia o fitopatologia, con el propésito de precisar correlaciones por
ejemplo, sobre el estado fenoldgico en el cual una especie es mas susceptible al ataque de plagas o
enfermedades (Attibayéba et al, 2010; Hormaza et al, 2012).

El cédigo decimal de la BBCH se divide entre estadios de crecimiento principales y secundarios y esta
basado en el codigo desarrollado para cereales y arroz por Zadoks et al, (1974), citado en Meier et al,
(2009). Los autores de la escala afirman que para una codificacion uniforme que cubra el maximo ndmero
de especies de plantas, es necesario utilizar criterios principalmente fenoldgicos. Por ejemplo, la
germinacion de semillas verdaderas y el brote de las yemas se clasifican en una sola etapa de crecimiento

principal, la etapa O (Finn et al, 2007).

Aunque la escala BBCH es de facil acceso y se encuentra disponible en inglés, aleman, espafiol y francés,
esta es solo una base general y no contiene una descripcion lo suficientemente exacta que represente por
ejemplo, a todos los frutales, y por tanto, los investigadores pueden tener dificultades al interpretar
escalas que generalizan demasiado y pierden informacion relevante (Hess et al, 1997). Sin embargo,
actualmente pueden encontrarse y elaborase escalas mas especificas para familias, géneros y especies que
facilitan la construccion e interpretacion de la informacion para las respectivas especies de interés y que
estan basadas en la codificacion BBCH (Hess et al, 1997; Finn et al, 2007).

Algunos de los principios generales para la elaboracion de la escala BBCH son presentados a

continuacion:
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- La descripcién de un estadio de crecimiento esta basada en las caracteristicas principales de una
planta individual. Si la escala es usada para describir un estadio de desarrollo de una poblacion de
plantas, la descripcion debe por lo menos describir el 50% de la poblacion de plantas

- El ciclo completo del desarrollo de las plantas se subdivide en diez etapas principales claramente
distinguibles. Estos estadios principales de crecimiento, son descritos usando nimeros del 0 al 9 en
orden ascendente. Debido a la diversidad de especies de plantas, pueden presentarse cambios durante
el proceso de desarrollo, o incluso algunas etapas pueden no ocurrir. Los estadios principales de
crecimiento no necesariamente ocurren siempre en el estricto orden ascendente de los nimeros, y

pueden, ocasionalmente, también desarrollarse en forma paralela.

V. MATERIALES Y METODOS
5.1. Area de estudio.

El estudio se realiz6 en la Universidad Militar Nueva Granada, ubicada en Cajica, Colombia, a una
temperatura media de 18°C y 2558 m.s.n.m, en el 2011.

5.2. Recoleccién y almacenamiento de semillas.

Frutos maduros de S. sessiliflorum provenientes de Caqueta, Colombia fueron la fuente de semillas. Estas
fueron retiradas del fruto, junto con el arilo, y fueron dejadas en un frasco con tapa a temperatura
ambiente durante 48 horas para permitir su fermentacion, activando asi los mecanismos de post-
maduracion. Después de fermentarse, las semillas fueron lavadas y secadas a temperatura ambiente, Una

vez secas, fueron almacenadas en oscuridad a 4°C.
5.3. Determinacion del porcentaje germinacion y fotoblastismo

Las semillas fueron imbibidas en agua destilada estéril durante 24 horas en agitacion orbital (120 rpm).
Posteriormente fueron ubicadas en recipientes plasticos de 11lcm de largo, 6cm de alto y 9cm de
profundidad, con el fondo recubierto de papel de filtro saturado con agua destilada. Se evalto un total de
400 semillas para la germinacion con iluminacion natural y 400 para la germinacion en oscuridad,

distribuidas en cuatro repeticiones.
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Se realizaron observaciones cada cuatro dias para determinar si habia ocurrido germinacién, teniendo

como criterio la presencia de radicula con 4 mm de longitud.

5.4. Evaluacion de la viabilidad.

Un total de 100 semillas fue colocado en agua destilada estéril, y dejado en agitacion (120 r.p.m) durante
24 horas. Posteriormente se realizd una diseccion a la testa de cada semilla, antes de ubicarlas en cajas
plasticas de 11cm de largo, 6cm de alto y 9cm de profundidad, con el fondo recubierto de papel de filtro
saturado con la solucion de cloruro de tetrazolio (cloruro de 2,3,5-tripfenil-2H-tetrazolio (TTC) a pH 6.5-
7.5 cloruro de tetrazolio al 1.0%). Este montaje se incubd por 72 horas, al cabo de las cuales los
embriones fueron observados y se registro si estaban tefiidos de color rojo o no. El experimento se repitio

4 veces.

5.5. Evaluacion del efecto de AGzy KNO; sobre la germinacion

A pesar de tener diversos tratamientos se realizé un protocolo comun inicial. En él, las semillas fueron
esterilizadas superficialmente con una solucién de alcohol al 70%, por dos minutos, y lavadas tres veces
con agua destilada estéril. Posteriormente, fueron sumergidas en agua destilada y dejadas en agitacion a
120 rpm, durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, se retir6 el agua y se sustituyd por diluciones

correspondientes a cada promotor de crecimiento, como se muestra en la Tabla 1.

Posteriormente, se retiraron los promotores y las semillas fueron colocadas en cajas cubicas de plastico de
11cm de largo, 6¢cm de alto y 9cm de profundidad, recubiertas con laminas de papel absorbente saturado

con 7 ml de agua destilada estéril, con luz natural y a temperatura ambiente (18 °C).

Los montajes se realizaron simultdneamente en presencia y ausencia de luz para los tratamientos 1 al 8 y
para los tratamientos del 9 al 12, solo en presencia de luz (Tabla 1). Se evaluaron un total de 100 semillas
por cada tratamiento, y se repiti6 el experimento cuatro veces. Cada cuatro dias se determiné el nimero
de semillas germinadas, utilizando como criterio que la radicula midiera al menos 4mm de longitud. Se

humedecio el papel absorbente cada vez que se requirio.
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. Control (Agitacion durante 24 horas en agua destilada estéril).
. Agitacién durante 24 horas en KNO3 0.5M

. Agitacién durante 24 horas en KNO3; 0.25M

. Agitacién durante 24 horas en KNO3 0.1M

. Control (Agitacion durante 24 horas en agua destilada estéril).
. Agitacién durante 24 horas en AG3;500ppm.
. Agitacion durante 24 horas en AGz 300ppm.
. Agitacion durante 24 horas en AGz; 150ppm.

Ol 0 N O O &~ W N

. Control (Agitacion durante 24 horas en agua destilada estéril).
10. Control (Agitacion durante 24 horas en AG; 500ppm)

11. Control (Agitacion durante 24 horas en KNO3 0.25M)

12. Agitacion durante 24 horas en AG; (500ppm) + KNO; (0.25M)

Tabla 1. Tratamientos usados en las pruebas de germinacion.

5.6. Evaluacion del efecto de las PGPRs sobre la germinacion

Se emplearon cepas bacterianas pertenecientes a la coleccion de aislados de rizoplano de uchuva de los
géneros Pseudomonas sp (PC20 y P19) y Bacillus sp (B14 y B34), del laboratorio de fitopatologia de la
Universidad Militar Nueva Granada. Las bacterias fueron reactivadas haciendo siembra masiva de un

indculo sobre agar nutritivo, se incubaron a 25°C durante 24 horas.

Con el propdsito de desprender las bacterias del medio, sobre los cultivos de bacterias se aplic6 agua
destilada estéril y con una punta de micropipeta estéril se raspd suavemente la superficie del agar. Una
vez obtenida una mezcla homogénea, se suspendié en 50ml de agua destilada estéril y se agitd
vigorosamente. Posteriormente, se tomd una muestra de dicha suspension y se determind su densidad

Optica a 540nm, utilizando un espectrofotémetro (Spectronic 20).
Se ajusto la suspension hasta una lectura de densidad optica (DO) entre 0,1 y 0,2 la cual corresponde a
una concentracion de 10® ufc/ml. Esta medida se determind utilizando una curva de crecimiento

establecida previamente.

Las semillas se esterilizaron superficialmente con una solucién de alcohol al 70% por dos minutos, y se

lavaron tres veces con agua destilada estéril. Luego fueron sumergidas en agua destilada y dejadas en
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agitacion a 120 rpm, durante 24 horas. Transcurrido ese tiempo, se retird el agua y se sustituy6 por las
suspensiones correspondientes a cada cepa respectivamente. Estas semillas se mantuvieron durante 48

horas en agitacion a 120 rpm.

Completada la incubacion con bacterias, las semillas fueron colocadas en cajas de plastico transparentes
de 11cm de largo, 6¢cm de alto y 9cm de profundidad. EI fondo de estas cajas estaba recubierto por cuatro
laminas de papel absorbente saturadas de agua destilada estéril. La incubacion de estos montajes se hizo
en luz natural y temperatura ambiente (18°C). Cada cuatro dias se revisd el numero de semillas
germinadas, teniendo como criterio que la radicula midiera al menos 4mm de longitud. Se humedecio el
papel absorbente cuando era requerido. Se utilizaron 100 semillas por cada cepa, y establecieron cuatro

repeticiones.

5.7. Evaluacion del efecto de AGsy KNO;3; sobre el desarrollo

Las plantulas obtenidas de cada tratamiento (Tabla 1) fueron retiradas del papel absorbente vy
trasplantadas a bandejas plasticas de 72 alvéolos. Posteriormente fueron transferidas a bolsas plasticas de
3 Kg, bajo invernadero con luz natural y a temperatura ambiente (18 °C). Sobre éstas plantas se evaluaron

las variables de crecimiento altura y nimero de hojas finales.

5.8. Elaboracion de la escala fenoldgica

Se hizo seguimiento de cada etapa de desarrollo aplicando los principios basicos establecidos en la escala
fenoldgica general BBCH (Hess et al, 1997; Finn et al, 2007; Meier et al, 2009) a 80 plantas, obtenidas
desde la germinacion de las semillas hasta la siembra en campo donde se completé el desarrollo. Se
tomaron fotografias de los 6rganos mas representativos, que fueron incluidas para ilustrar algunos de los
estadios fenoldgicos principales y secundarios, los cuales fueron descritos utilizando caracteristicas

externas claramente reconocibles.

La codificacion fue completada siguiendo los principios de la escala general, donde se establece el uso de
los estadios secundarios para describir fases cortas del desarrollo que ocurren durante un determinado
estadio de desarrollo principal, dando origen al cddigo de dos digitos al combinar los ndmeros
correspondientes al estadio principal y secundario. En los casos donde fue necesaria una subdivision mas
detallada respecto a un estadio de crecimiento principal, que iba més alla de las posibilidades del uso de

los estadios secundarios del 0 al 9, se presentd una escala de tres digitos al lado de la escala de dos
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digitos, lo cual hace referencia a la inclusion de mesoestadios entre el principal y el secundario (Hess et
al, 1997; Finn et al, 2007; Meier et al, 2009).

5.9. Analisis estadistico

Los datos de germinacion se graficaron en curvas de porcentaje de germinacion vs tiempo con Excel
(Microsoft™). Posteriormente se realizd una prueba de normalidad (Shapiro), analisis de varianza
(ANOVA), y test de Tukey usando el paquete estadistico R, para determinar diferencias entre
tratamientos, para las variables porcentaje de germinacion, altura de las plantas y nimero de hojas.

VI. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1. Porcentajes de germinacién y fotoblastismo.

En presencia de luz se obtuvo 25% de germinacion in vitro, mientras en oscuridad, las semillas de S.
sessiliflorum no germinaron. (Figura 2). Con base en la sensibilidad que las semillas presentan al estimulo
de la luz, éstas son clasificadas en tres categorias: Fotoblasticas positivas, que presentan germinacion
promovida por la luz blanca, y no germinan en oscuridad, fotoblasticas negativas cuya germinacién es
inhibida por la luz blanca y las semillas fotoblasticas neutras que son indiferentes al estimulo de la luz
(Benvenuti y Macchia, 1997). Asi, nuestros resultados indican que in vitro, con iluminacién natural y
temperatura media de 18° C, las semillas de S. sessiliflorum presentan respuesta fotoblastica positiva al
estimulo de la luz.

—O— Germinacién en Luz
— -@—-Germinacién en Oscuridad.

Po
o
)

° - o
1 2 3 4 5

Tiempo (Semanas).

Figura 2. Porcentajes de germinacion de semillas de S. sessiliflorum en presencia y ausencia de luz. Las

barras representan la desviacién estandar + SD.
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Para S. sessiliflorum, autores como Santos et al (2000), reportan que en camaras de germinacion y a
temperatura constante de 30°C obtuvieron 60% de germinacion en presencia de luz y 42% en oscuridad,
mientras bajo temperaturas alternantes entre 20°C y 35°C, en oscuridad, obtuvieron 68,5% de semillas
germinadas. Por otra parte, Stefanello et al (2008) reportan porcentajes de germinacion superiores al 80%
tanto en presencia como ausencia de luz, en cdmaras de germinacion a 24°C, y concluyen que las semillas

de esta especie son fotoblasticas neutras.

Adicionalmente, Kambizi et al, (2006) reportan que para S. sessiliflorum, la interaccion de la luz con la
temperatura es importante para regular el proceso germinativo, y asi, el requerimiento de luz que presente
la especie puede variar con la temperatura, siendo este ultimo el factor que més afecta directamente la
germinacion en la especie. Ademas, Santos et al (2000), afirman que pequefias diferencias en la
temperatura pueden causar grandes modificaciones en la respuesta germinativa de S. sessiliflorum y
Pereira et al. (2010), reportan que la temperatura tiene una marcada influencia en el proceso germinativo,
no solo respecto a los porcentajes de germinacion sino también sobre la velocidad de germinacion para

ésta especie.

Sin embargo, nuestros resultados muestran que la germinacion en cocona es altamente dependiente de las
condiciones de luz. El requerimiento de luz para germinar, es un comportamiento que ha sido reportado
para semillas de Solanum quitoense (lulo) y Solanum betaceum (tomate de arbol), asociada a la presencia
de la fotodormancia caracteristica de la forma silvestre de especies en un temprano proceso de
domesticacion (Cardenas et al, 2004), lo cual es consecuente con la situacion de la especie en Colombia,
donde aln se encuentra sembrada espontaneamente en campos y parcelas, principalmente en su forma

silvestre y cultivada a pequefia escala (Barrera et al, 2011).

6.2. Prueba de viabilidad

La prueba con cloruro de tetrazolio para comprobar la viabilidad de las semillas de S. sessiliflorum dio
como resultado una coloracion roja en los embriones de las semillas viables y ausencia de coloracién en
las semillas no viables (Figura 3: a, b y ¢), como era de esperarse, ya que una vez la solucion de tetrazolio
es embebida por la semilla, en las células vivas se lleva a cabo una reaccién quimica de éxido reduccion
en la cual participan las enzimas deshidrogenasas presentes en tejidos vivos. En esta reaccion, se reduce

la sal de tetrazolio a formazan. El formazan es una compuesto estable, no difusible, de coloracion rojiza
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gue permite distinguir las partes vivas de las semillas (coloreadas) de las muertas (no coloreadas) (Wei et
al, 2009).
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Figura 3. (A) Prueba de viabilidad de semillas de S. sessiliflorum, utilizando cloruro de tetrazolio al 1%,
escala 5mm. (B)Semilla viable (notese la coloracion del embridn), (C) Semilla no viable, (D) Porcentajes

de viabilidad. Las barras representan la desviacion estandar + SD.

El porcentaje de viabilidad obtenido fue 84,5% (Figura 3, d) mientras el porcentaje de germinacion fue
(25%) (Figura 2). Estos resultados sugieren que la germinacion pudo verse inhibida por dormancia, ya
que aun cuando las semillas eran viables, no germinaron (Delanoy et al, 2006).

Es sabido que en las semillas, los embriones experimentan un detenimiento en el desarrollo en espera de
condiciones ambientales adecuadas para continuar su ciclo de vida. La transicion de latencia a
germinacion es controlada por las sefiales externas del medio ambiente (calidad y cantidad de la luz,
temperatura, humedad y exposicion transitoria al frio) y por reguladores de crecimiento interno (Bewley,
1997). Dada la alta susceptibilidad a los cambios de temperatura que se reporta para S. sessiliflorum, es
posible que la temperatura promedio registrada para la sede experimental de Cajica (18°C), haya

favorecido la induccién de dormancia.
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Sin embargo, diversos autores han reportado la relevancia de optimizar el proceso germinativo de
semillas bajo condiciones de temperatura inferiores a los rangos 6ptimos para una especie, con el
propdsito de hacer mas eficiente su aprovechamiento comercial (Kenanoglu et al, 2007) y de promover la
expansion del uso de las mismas para hacer una explotacion rentable de un recurso alimenticio en areas
diferentes a las de su distribucion habitual (Rascio et al 2002). Para esto, las metodologias asociadas al
rompimiento de la dormancia inducida por la luz o la temperatura y la utilizacion de promotores de

crecimiento como KNO;y AG;son muy comunes (Kambizi et al, 2006).

6.3. Efecto de AG3zy KNO; sobre la germinacion

Los tratamientos en presencia de luz con AGs y KNO; mostraron porcentajes de germinacion
significativamente superiores al control (P < 0,05) para todas las concentraciones evaluadas, siendo
0,25M la concentracion mas efectiva de KNO; (79%) y 500ppm para AGs (82%), frente al control (25%)
(Tabla 2 y Figura 4).

El efecto benéfico del nitrato de potasio para romper la dormancia, incrementar porcentajes de
germinacion y disminuir tiempos de germinacion, ha sido reportado para especies como Paulownia
tomentosa (Grubisic y Konjevic, 1990), Crithmum maritimum (Atia et al, 2009), Chenopodium album
(Sheng et al, 2008), Echinacea purpurea (Karimian et al, 2011), Descurainia sophia y Plantago ovata

(Ali et al, 2010) y semillas de papayo (Andrade et al, 2008), entre otras.

La aplicacion exégena de AG; también ha dado como resultado la ruptura de dormancia y un incremento
en porcentajes de germinacion y disminucion en tiempos de germinacion para especies como Jaltomata
procumbens (Saldivar et al, 2010), en especies forrajeras como G. ulmifolia, L. leucocephala,
(Hermosillo et al, 2008), Anonna cherimola L y Annona muricata L (Lobo et al, 2007), Brassica
oleraceae L. (Gonzales et al, 2007), Carica papaya L. (Bhattacharya y Khuspe, 2001), Onopordum
nervosum (Fernandez et al, 2002) Minthostachys mollis (Suarez et al, 2011), en Arabidopis thaliana y en
algunas plantas de importancia comercial de la familia Solanaceae como Nicotiana tabacum y Solanum

lycopersicum (Peng y Harberd, 2002).
Adicionalmente, los autores anteriores indicaron que a mayores concentraciones de AG; se obtienen

mayores porcentajes de germinacién en menos tiempo, lo cual también se comprobd en éste trabajo, pues

para S. sessiliflorum, en los tratamientos con AG; la semillas germinaron en 5 semanas, mientras las
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semillas del control germinaron en 7 semanas y los porcentajes de germinacion fueron superiores en los

tratamientos con mayores concentraciones de AG; (Tabla 2 y Figura 4).

----0---- KNO3 0,1M Luz ===0=-=-= KNO3 0,25M Luz ----0---- AG 150ppm Luz -=---¢---- AG 300ppm Luz
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Figura 4. Porcentajes de germinacion de semillas de Solanum sessiliflorum bajo el efecto de &cido
giberélico (AG;) y nitrato de potasio (KNOs), en presencia y ausencia de luz. Las barras representan la

desviacion estandar + SD.

La utilizacion simultanea de &cido giberélico y nitrato de potasio, resulté en un incremento significativo
(P < 0,05) sobre los porcentajes de germinacion (94%) de S. sessiliflorum en presencia de luz. Estos
valores resultan ser superiores al control (25%), y a todos los demas tratamientos y concentraciones de
promotores evaluadas previamente (Tabla 2 y Figura 4), mostrando un comportamiento que permite

suponer un posible efecto sinérgico entre éstos dos compuestos.
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Para las pruebas de germinacion en oscuridad con KNOz y AG3, no se presentd germinacion en ninguno
de los tratamientos control, pero si en los tratamientos con los promotores de crecimiento, Los mayores
porcentajes obtenidos en oscuridad fueron 14% para KNOz y 16,25% para AG; (Figura 4 y Tabla 2).
Estos resultados debidos a la presencia de los promotores, coinciden con el efecto reportado en trabajos
enfocados a la iniciacién, control y promocién de la germinacién de semillas, mediados por KNOzy AGs,
donde se ha evidenciado la capacidad de romper la latencia y reemplazar estimulos ambientales como la
luz y la temperatura que poseen estos promotores (Saldivar et al, 2010).

Ya que S. sessiliflorum esta bien adaptada en zonas donde la temperatura promedio llega a los 24°C y
autores como Pereira et al, (2010) reportan que la temperatura 6ptima para la germinacién de semillas de
ésta especie se encuentra en el rango de 30°C a 35°C (90% de semillas germinadas), es posible afirmar
gue la temperatura promedio en la cual se desarroll6 éste trabajo (18°C), inferior a los rangos Optimos
para la especie, pudo inducir la latencia. Sin embargo, el incremento significativo en los porcentajes de
germinacion obtenidos bajo el efecto de los promotores indica que su aplicacion resulta eficiente para

mejorar el proceso en condiciones ambientales diferentes a las de su area de distribucion natural.

6.4. Efecto de las PGPRs sobre la germinacion

Los tratamientos con Bacillus sp y Pseudomonas sp, no presentaron porcentajes de germinacion
significativamente diferentes entre cepas ni respecto al control (P >0,05) y para los tratamientos con
Pseudomonas sp los porcentajes de germinacion fueron inferiores al control y a los demas tratamientos.
Por tanto, ninguna de las cepas de rizobacterias promotoras de crecimiento evaluadas en este trabajo tuvo

un efecto positivo sobre la germinacion de S. sessiliflorum (Figura 5y Tabla 2).

---0--- B.1.4. ---<---- PC20 ----O0--- PC19
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Figura 5. Efecto de dos cepas de rizobacterias promotoras de crecimiento del género Bacillus sp (B3.4 'y
B1.4.) y dos del género Pseudomonas sp (PC 19 y PC20) en presencia de luz, sobre los porcentajes de

germinacion de semillas de Solanum sessiliflorum. Las barras representan la desviacion estandar + SD.

21



Ha sido reportado un efecto positivo de las inoculaciones con cepas de rizobacterias pertenecientes a los
géneros Pseudomonas sp y Bacillus sp sobre la germinacién de semillas de sorgo, mijo, trigo y en girasol,
dado que las cepas de estos géneros se destacan de forma integral por producir metabolitos de tipo AlA,
siderdforos, acido salicilico y citoquininas (Banchio et al, 2008). La produccion de estas sustancias por
parte de las rizobacterias desencadena la actividad de enzimas como la amilasa, trayendo consigo un
incremento en la disponibilidad de almidén y promoviendo asi la germinacion temprana (Glick y Bashan,
1997).

A pesar de que las PGPRs evaluadas en éste trabajo han mostrado efectos positivos sobre la germinacion
de semillas de curuba, pitaya, lulo, tomate y uchuva (datos no mostrados), no se presentd dicho efecto
sobre la germinacién de semillas de cocona. Teniendo en cuenta que nuestros resultados indicaron que la
germinacion pudo verse inhibida por dormancia, ésta podria ser la causa de los bajos porcentajes de
germinacion obtenidos en los tratamientos con PGPRs, pues no se ha comprobado, al menos para las
cepas evaluadas, que éstas tengan la capacidad de romper la dormancia y reemplazar estimulos

ambientales como la luz o la temperatura como parte de sus habilidades promotoras de crecimiento.

Porcentajes de Porcentajes de .
Tratamientos Germinacion Germinacion Tiempo
Luz Oscuridad. (semanas)
Bacillus sp 1 43 £2,4 de 7
Bacillus sp 2 37,25+55 e 7
Pseudomonas sp 1 235+25 ef ) 7
Pseudomonas sp 2 25+43 ef 7
AG3 500ppm 82+438 ab 16,25+1,7 fgh 5
AG3 300ppm 69,25+20 bc 5+12 gh 5
AG3 150PPM 595+41 «cd 0,25+0,2 h 5
KNO3 0,50 M 675+45 bc 8+£0,9 fgh 7
KNO30,25 M 79+72 ab 14+£4,0 fgh 7
KNO20,1 M 395+£55 e 275+£11 h 7
KNO3 0,25M 75,2 +6,7 abc 5
AG3 500ppm 75+1,9 abc - 5
AG3 500PPM + KNO3 0,25M 94+19 A 5
Control 25+14 Ef 0 h 7

Tabla 2. Efecto de tratamientos pre-siembra con AG;, KNO; y cepas de PGPRs de los géneros Bacillus

sp y Pseudomonas sp sobre la germinacion de semillas de Solanum sessiliflorum. Porcentajes con la
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misma letra al lado derecho no presentan diferencias estadisticamente significativas entre si, de acuerdo
con la prueba de Tukey (P >0,05).

6.5. Efecto de AGzy KNO; sobre el desarrollo temprano

El material vegetal obtenido de los tratamientos en germinacién con AGz;y KNOs en presencia de luz fue
conservado porque obtuvimos una gran cantidad de plantulas saludables que presentaban caracteristicas

que indicaban diferencias entre tratamientos.

Las observaciones se registraron para 100 plantulas de cada tratamiento. A simple vista, en las plantulas
de los tratamientos con AG; se percibia mayor altura, hipocotilos delgados y una lamina foliar méas
pequefia, respecto a los tratamientos con KNO3, mientras las plantulas de los tratamientos con KNO3
aparentemente tenian hipocotilos mas gruesos, una lamina foliar mas grande y menos altura respecto a las

plantulas de los tratamientos con AG; (Figura 6).

“ Control

KNOj; +AG;

Figura 6. Plantulas de Solanum sessiliflorum obtenidas de los tratamientos de germinacion con nitrato de
potasio (KNOs3), acido giberélico (AG,) y el control.
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La diferencia en la apariencia de las plantulas se hizo evidente a lo largo del desarrollo. A simple vista,
para el tratamiento con acido giberélico las plantulas parecian tener peciolos elongados y delgados
mientras los de las plantas del tratamiento con nitrato de potasio eran gruesos y cortos. Las plantulas del
tratamiento control parecian tener tallos més cortos que las de los demés tratamientos (Figura 7).

Consideramos importante reportar estas diferencias encontradas en las plantulas provenientes de los
tratamientos pre-siembra con nitrato de potasio (KNO3) y &cido giberélico (AG;) como un precedente
para futuras investigaciones orientadas hacia el entendimiento de las posibles implicaciones de estos
resultados. Esto es importante por ser el efecto de la aplicacion de los promotores que favorecieron las
condiciones para la germinacion, y esto sumado a buenas cualidades fisicas, fisioldgicas, sanitarias y
genéticas de una semilla para producir una planta normal (hipocétilo, cotiledones o epicétilo) y una raiz
(primaria y secundaria), le da a los agricultores mayores perspectivas de producir un cultivo saludable con
rendimientos mejorados (FAO, 2011).

Nitrato de potasio

Figura 7. Plantas de Solanum sessiliflorum provenientes de los tratamientos con &cido giberélico, nitrato

de potasio y del control, durante el transplante a semilleros y a bolsas plésticas.
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El seguimiento sobre el desarrollo temprano se hizo hasta que las plantulas alcanzaron entre 15cmy 25¢cm
de altura. En este punto se registraron valores de altura y nimero de hojas finales. Las pruebas
estadisticas indicaron que no hubo diferencias sigificativas respecto al control en las plantulas
provenientes de los tratamientos con los promotores de crecimiento AG; y KNOs, excepto para las plantas
del tratamiento con KNO; a 0,25M, que presentaron una altura significativamente superior (Tabla 3)
(Figura 8).

Tratamientos Altura (cm) Numero de hojas.
Control 182+0,20 b 4 +£012 A
AG3 500ppm 1924021 b 34013 A
AG3 300ppm 194024 b 3+013 A
AG3 150PPM 18,8+0,25 b 30,13 A
Control 179 £0,25 b 30,10 A
KNO3 0,50 M 18,8 £0,25 b 4 £011 A
KNO3 0,25 M 291+0,31 a 4 £0,09 A
KNO2 0,1 M 18,1+0,25 b 4 £0,09 A

Tabla 3. Altura y nimero de hojas de plantas de Solanum sessiliflorum de tratamientos bajo el efecto de
AG3, KNOs. Los valores con la misma letra al lado derecho no presentan diferencias estadisticamente

significativas entre si, de acuerdo con la prueba de Tukey (P > 0,05).

25



Acido giberélico

Control

Nitrato de potasio

Control

Figura 8. Plantas de Solanum sessiliflorum obtenidas de los tratamientos con &cido giberélico y nitrato de

potasio, y control al concluir del experimento.
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6.6. Escala BBCH extendida para Solanum sessiliflorum.

Estadio principal de desarrollo 0. Germinacion.

Cada fruto contiene de 500 a 2.000 semillas pequefas, ovaladas y achatadas de color amarillo y de un
diametro de 3,2 mm a 4,0 mm, testa lisa, endospermo duro, cotiledones ovoides, enteros y penninervios. Estas
se encuentran agrupadas y envueltas en un mucilago transparente, la germinacién es epigea Yy
fanerocotidelonar (Carvajal y Balcazar 2000; Diaz M y Martins S 2010). Desde el inicio de la imbibicién hasta
la emergencia de la radicula transcurre un periodo de aproximadamente 30 dias, a partir del cual ocurre
elongacion de la radicula, se hace visible el hipocétilo, seguido de la aparicién de raices secundarias y pelos
radicales. Posteriormente, el hipocédtilo forma un gancho, elevandose de la superficie con las hojas
cotiledonares aln enrolladas. Luego se puede observar el hipocétilo saliendo totalmente de la testa y

posteriormente la expansién parcial de las hojas cotiledonares.

00 06 07

Caddigo:

00 Semilla seca.

05 Emergencia de la radicula.

06 Elongacién de la radicula, formacién de pelos radiculares y/o raices laterales.

07 Elongacidn del hipocotilo.

08 El hipocétilo forma un gancho, elevandose de la superficie con las hojas cotiledonares aun enrolladas
09 Las hojas cotiledonares se expanden y continda la elongacion del hipocotilo hacia la superficie.
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Estadio principal de desarrollo 1. Desarrollo de las hojas (Tallo principal).

Inicialmente pueden observarse las hojas cotiledonares completamente expandidas y luego la formacion de la
primera hoja verdadera. Antes de que la primera hoja verdadera esté totalmente desarrollada, se observa la
formacion de la segunda hoja verdadera, seguido de un rapido marchitamiento de las hojas cotiledonares (Rascio
et al 2002). Posteriormente caen las hojas cotiledonares, el primer par de hojas verdaderas se expande
completamente y contindia la aparicion sucesiva de hojas verdaderas.

Las hojas de cocona son grandes, ovaladas, pubescentes, de color verde oscuro por el haz y verde claro por el
envés. Son simples, alternas, de bordes lobulados triangulares y sinuados, pecioladas, de apice agudo y base
asimétrica (Carvajal y Balcazar 2000; Rascio et al 2002; Volpato et al, 2004).

10 11 12

10 Aparicion de la primera hoja verdadera

11 Desarrollo de la primera hoja verdadera.

12 Desarrollo de la segunda hoja verdadera.

13 139 Desarrollo de la tercera hoja verdadera. Caida de las hojas cotiledonares.
19 Desarrollo de nueve o més hojas verdaderas.
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Estadio principal de desarrollo 2. Formacion de brotes laterales.

La planta de cocona se ramifica desde la base del tallo principal, cerca del suelo. Las ramificaciones tienen
una distribucion irregular y abundante y crecen arqueadas con tallos gruesos, cilindricos, semilefiosos y
pubescentes (Carvajal y Balcazar 2000; Rascio et al 2002).

Cadigo:

21 Primer brote lateral visible.
23 Tercer brote lateral visible.
25 Quinto brote lateral visible.
27 Séptimo brote lateral visible.

29 Nueve o mas brotes laterales visibles.
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Estadio principal de desarrollo 3. Elongacion del tallo, desarrollo del brote (Tallo principal).

La cocona alcanza una altura maxima de 1,50m, aproximadamente, siete ramas primarias y nueve
secundarias, de tallos gruesos, cilindricos, semilefiosos y pubescentes (Rascio et al 2002). Durante la
primera fase el tallo crece recto y produce hojas de vida corta que se caen rapidamente dejandolo desnudo.
El crecimiento de yemas axilares es significativamente inhibido debido a la expresién de una fuerte
dominancia apical. El tallo ortrépico crece continuamente hasta la produccion de ocho nodos, después,
ocurre un cambio dréstico con el desarrollo de una yema axilar que pasa a ser yema apical y el tallo se
bifurca en ramas divaricadas plagiotrépicas. Este evento involucra la pérdida de la dominancia apical
(Rascio et al 2002; Barrera et al, 2011).

Cadigo:

31 El tallo ha alcanzado el 10% de su longitud o grosor final.
34 El tallo ha alcanzado el 40% de su longitud o grosor final.
36 El tallo ha alcanzado el 60% de su longitud o grosor final.
39 El tallo ha alcanzado el maximo de su longitud o grosor final.
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Estadio principal de desarrollo 5. Aparicion del 6rgano floral.

Las flores de cocona son completas y perfectas, con inflorescencias de tipo cimosa de peddnculo
corto con cinco a nueve flores o botones (Carvajal y Balcazar 2000; Rascio et al 2002; Barrera et
al, 2011).

Cadigo:

51 Botones florales visibles.
55 Primeros capullos visibles sin abrirse.
59 Primeros pétalos visibles.
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Estadio principal de desarrollo 6 y 7. Floracion y Formacién del fruto.

En una misma inflorescencia se encuentran flores hermafroditas y estaminadas. Las flores estaminadas poseen
estilete reducido y ovario rudimentario. Las flores hermafroditas poseen un estigma himedo, estilete glabro y su
ovario es piloso y con forma de globo (Silva Filho, 1998). Las flores miden entre 4 y 5 cm de diametro y estan
dispuestas en racimos axilares. El caliz posee 5 sépalos duros, triangulares y pubescentes en el lado externo y
glabro en el interno y la corola exhibe 5 pétalos de color blancuzco, ligeramente amarillo o verdoso (Rascio et al
2002). Después de la bifurcacion del tallo, aparecen las flores en ambas ramas, en donde luego se muestra la
presencia de frutos justo encima de esta bifurcacion (Rascio et al 2002). Los frutos son bayas, de forma ovalada y
su tamafio y peso varia de acuerdo al ecotipo. Los frutos maduros son amarillos 0 naranja-rojizos y de pulpa
acuosa (Carvajal y Balcazar 2000; Volpato et al, 2004). El desarrollo de las flores no es simultdneo, pero las
flores abiertas coexisten con flores cerradas de diferentes tamafios y con frutos en diferentes estados de
maduracion. Después de la apertura floral se presenta el crecimiento longitudinal del ovario, hecho que marca el
inicio del crecimiento del fruto. En este momento el fruto cuajado exhibe una longitud de 0.9 cm y una tonalidad

verde oscura, y esta cubierto por pubescencias blancas (Hernandez et al, 2004; Barrera et al, 2011).

60

Cddigo:
60 Primeras flores abiertas.
61 Comienzo de la floracién: 10% de plantas en floracion.
63/71 30% de plantas en floracion. Cuajado de fruto visible.
65/75 50% de plantas en floracién. Pétalos se caen o se secan. El fruto alcanza 50% de su tamafio final.
79 El fruto alcanza su tamafio final.
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Estadio principal de desarrollo 8. Maduracion de frutos y semillas.

El fruto presenta un crecimiento de tipo sigmoidal doble. El periodo de desarrollo desde el estado de fruto cuajado
hasta el estado de fruto maduro (color naranja marron) es de 71 dias. El fruto varia desde casi esférico u ovoide
hasta ovalado, con 4 a 12 cm de ancho, 3 a 6 cm de largo y 24 a 250 g de peso. El color de la baya puede ser desde
amarillo hasta rojizo; los frutos de color amarillo normalmente estan cubiertos de pubescencia blancuzca, fina y
suelta. La céscara es suave y rodea la pulpa o mesocarpio grueso, amarillo y acuoso. Las cuatro celdas que lo
componen estan llenas de semillas envueltas en mucilago claro, similares a las del tomate (Hernandez et al, 2004;
Barrera et al, 2011).

80 801 85 88
Imagen tomada y modificada de Hernandez et al, 2004
Cadigo:
81 801 Comienzo de coloracién del fruto. Cambio de color del fruto de verde a rojo o
85 naranja.
89 809 Continuacion del cambio de color. Aumenta la intensidad del color del fruto.

Maduracién completa. Fin de la coloracion tipica de la especie. Cascara sin
pubescencias, pulpa amarilla y acuosa, abundantes semillas envueltas en mucilago
claro.

VII.CONCLUSIONES.

e A pesar de que otros trabajos reportan que la germinacion en S. sessiliflorum presenta una respuesta
fotoblastica neutra al estimulo de la luz, nuestros resultados discrepan al reportar que la germinacion
de la especie es dependiente de luz. Tal comportamiento puede atribuirse al temprano proceso de

domesticacion en el que aun se encuentra la especie en algunas regiones del pais.

e Las condiciones de temperatura, inferiores a los rangos 6ptimos para la especie pudieron haber
inducido la latencia, pero a pesar de que la temperatura pudo haber afectado el desarrollo de la
especie de una manera méas trascendente de lo que podemos demostrar con estos experimentos, el

incremento en los porcentajes de germinacion obtenidos bajo el efecto de los promotores indica que
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su aplicacidn resulta eficiente para mejorar el proceso en condiciones ambientales diferentes a las de
su area de distribucion natural.

Las pléntulas de cocona presentaron diferencias interesantes en su patron de desarrollo como
resultado del efecto de los promotores. Aunque su evaluacion no estaba contemplada dentro los
objetivos de este trabajo, se reportan como un precedente para futuras investigaciones.

La escala BBCH extendida para S. sessiliflorum se presenta como una base para homogenizar la
terminologia de los estudios fenol6gicos para la especie y para ser usada en las diferentes areas de
investigacion donde se requiera incluir los estados de desarrollo de la misma. Esté abierta a cambios
gue puedan sugerir otros investigadores con el propdsito de enriquecer la informacion disponible y

obtener una escala cada vez mas especifica para la especie.
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