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ABREVIATURAS

ANA = dcido naftalenacético

AIA = &cido indol-3-acético

2,4~-D = &cido 2,4-diclorofenoxiacético
BA = 6-bencilaminopurina

K = 6-furfurilaminopurina (cinetina)
CTV = cultivo de tejidos vegetales
cv. = cultivar

MS = medio Murashige y Skoog (1962)

LS = medio Lin y Staba (1961)



RESUMEN

En el presente trabajo se analizd la respuesta in vitro

de Capsicum chinense L. (chile habanero) y C. annuum L.

cv. Serrano.

Los explantes utilizados para este andlisis fueron
hipocdtilos y meristemos.

El medio de cultivo utilizado fué el MS, al cual se
le adiciond las auxinas, ANA, AIA, y 2,4-D en combinacidn
con las citocininas BA y K.

En ambos explantes (hipocdtilos y meristemos), se
indujo la formacidn de callo.

Los explantes respondieron mejor al estar presente
la auxina AIA.

Se obtivo la mejor respuesta morfogendtica con el
meristemoc e hipocdétilo. en la combinacidn K/AIA.

El mejor explante para fines de propagacidn fué el me-
ristemo.

Dado gue se obtuvo una buena produccidn de callo con
las combinaciones 2,4-D/BA y 2,4-D/K,,se cultivaron hipo-
cdtilos de C. annuum L, &v. Serrano y se construyd una
curva de crecimiento, los datos de los pesos fresco y seco
por semana se trabajaron estadisticamente por medio de
unranélisis de varianza. Se encontrd mayor induccidn de

callo con la combinacidn 2,4-D/K.



1, INTRODUCCION

Desde que el botdnico alemdn Haberlandt en 1902 rea-
1izd estudios sobre el cultivo de células, dejd 1la inquie
tud en nuchos investigadores para profundizar en dicho co
nocimiento, el cual posteriormente daria origen a una rama
de la Biologia, el Cultivo de Tejidos Vegetales (CTV),
(Gautheret, 1982).

Hasta antes de la década de 1930, hubo pegueilos pro-
gresos en relacidn a la asepsia del cultivo; en 1934 se
logra por primera vez el cultivo por tiempo indefinido de
un drgano, el cultivo exitoso de raices aisladas de varias
especies. El siguiente Aavance significativo fué en 1938,
cuando se logrd el cultivo de callo de zanahoria y tejido
tumoral de hibridos dc tabace. Estos éxitos siguieron con
el desarrollo de medios de cultivo cada vez mds completos
y con técnicas gque permitieron el cultivo de una amplia

‘variedad de drganos y cultivos de callos de diferentes

especies. En 1960, las técnicas se hicieron altamente es-
pecializadas para el cultivo de células aisladas, cultivos en
suspensidn y aislamiento de protoplastos (Butcher e Ingram, 1979).

Las técnicas de CTV han llegado a ser tan sofisticadas
y a tener tal impacto, que se consideran como el arte de

crecimiento aséptico y heterotrdfico de partes aisladas de



‘vegetales sobre un medio nutritivo apropiado (Steward, 1983).

El Cultivo de Tejidos Vegetales se basa en la teoria
de la Totipotencia Celular, gqgue nos dice que se puede rege
nerar todo un ofganismo a partir de una sola célula. Schwann
propuso que cada célula posece la capacidad{informacidn ge-
nética) para crear nuévas meoléculas por sf misma para crecer,
desarrollarse independientemente y .llegar 2 generar un nueévo
individuo, idéntico al que le did origen. Estc, solamente
si se le provee de condiciones externa; bajo las cuales
pueda expresar su potencialidad (infoxrmacidén genétical.

Las técnicas de CTV son ttiles para: la obtencidn de
productos farmacelticos y productos naturales, el mejora-
miento gendtico, la recuperacidn de clones libres de en-—
fermedades, la preservacidn de germéplasma vy la multipli-
cacidn clonal masiva y rdpida de variedades selectas (Murashige,
1974). Ademds, pretende resolver problemas bdsicos de bio-
quimica, gendtica, patologia y fisiologia (Steward, 1983).

Las técnicas de CTV han llegado a. ser muy importantes,
debide a gue con ellas se puede hacer frente a un amplioc

rango de problemas fundamentales y aplicados en investiga-



cidn y desarrollo {Gamborg, et al., 1976). Utiliza una se
rie de procedimientos entre otros, la induccidn del creci
miento de masas de células desorganizadas llamada callo —
obtenidas a partir de una estructura o fragmento de la -~
planta madre (Murashige, 1974). Este tipo de crecimiento
en agar o en suspensidn se utiliza ampliamente, por ejem
plo, en estudios bioquimicos, de crecimiento y de induc-
cidén de variabilidad gendtica (Gamborg,et al., 1976). El
cultivo de segmentos de tallo, raices, hojas o callos pro
‘vee sistemas para estudiar la diferenciacidn, morfogénesis
Yy regeneracidn. Los métodos de cultivo de meristemo enfo-
cados a la regeneracidn, han sido adoptados para propaga-
cidn clonal y produccidén de plantas libres de virus. El —
cultivo de polen y anteras provee la formacidn de plantas
haploides. Recientemente se han incluido el aislamiento y
cultivo de protoplastos gue se han utilizado en la fusidn

e hibridizacidn de células somdticas (Gamborg, et al.,l1976).

2. ANTECEDENTES

2.1, Capsicum annuum L.

2.1.1. Origen y Descripcidn

El chile, al igual gue otras Solandceas, se cree gue e$



originario de América Trépical, principalmente de Perd y

que de ahi fue traido a México, aungque otros autores sugie
ren que México puede ser su centro de origen, ya que aqui
existe una gran variedad de ellas. Se ha aclimatado en

casi todas las regiones del mundo, por lo gque su cultivo

se halla muy extendido. Segin De Candolle (1959), la especie

Capsicum annuum L. fué introducida a Europa en el siglo XVI.

Esta misma especie conocida en Brasil bajo el nombre de
quija o quiya, parece ser cultivada desde épocas remotas
en las Indias Occidentales.

El chile es una planta anual de tallo anguloso, sur-
cado, simple en la base y ramificado dicotdmicamente en
su parte superior. Puede alcanzar alturas de 30 a 70 cm.
"Las hojas son alternas, ovales o lanceoladas. Tiene flores
solitarias de color blanco amarillento, hermafroditas.
Fructifica en baya semicartilaginosa, de forma y dimensiones
‘wvariables, con 2 o 3 ldéulos o departamentos no completa-
mente aislados, ya que 155 paredes de separacidn no llegan
hasta el vértice del fruto. Sobre la prolongacidn carnosa
del pedicelo del fruto se encuentran las semillas de color
blanco amarillento, disciformes y aplanadas (Garcia Romero,

1959). El principio activo picante del chile es la



capsaicina, es decir la vanililamida del icido metilnonénico,
que se localiza de preferencia en las placentas del fruto,
esto es, en los tabiques incompletos del pericarpio, donde

se insertan las semillas (Font Quer, 1980).

2.1.2. Clasificacién

Divisidn Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales Lindley 1833
Familia Solanaceae A. L. de Jussieu 1789 nom. conserv.

Género Capsicum

Especie C. annuum L.
Clasificacidn taxondmica tomada de Cronguist, 1981,

2.1.3. Importancia Econdmica en México y en el Mundo

El cultivo del chile tiene una funcidén muy importante
para el pais, ya que su consumo forma parte de la alimen-

tacidén diaria de la mayor parte de la poblacidn. E1 maiz,



frijol, las calabazas y el chile fueron la base de la ali-~
mentacidén de las diferentes culturas gue poblaron Mesocamé-
rica. A esta regidén se le considera como uno de los prin-
cipales centros de domesticacidn del género Capsicum, en

particular de la especie €. annuum (Laborde y Pozo, 1984).

Por la gran diversidad de tipos de chiles cultivados
Y silvestres que tiene México, su fruto tiene diversos
‘usos:

como alimento directo o precesado en salsas, polvo o
encurtidos; la importancia econdmica de este cultivo es
évidente por su amplia distribucidn y uso que tiene en to-
do el pais {(Laborde y Pozo, 1984).

En México el chile ha ocupado por siglos un lugar im-
portante en el consumo de verduras, ya gue se conseifva
por largo tiempc almacenadc en forma desecada, y facilita
su transporte a grandes distancias.

México es uno de los principales abastecedores de
chile a los mercados de Estados Unidos y Canadd. Dentro de
las variedades introducidas en los Estados Unidos, y que
se destinan para el mercado de exportacidn son:

-chiles dulces (no picantes): Yellow Wonder, Califor-
nia Wonder, Esmerald Giant (resistente al virus del mosai-

co), Keystone Resistant Giant y Florida Giant.



-chiles picantes: Anaheim, Fresno, Yellow Cuban, Cari
be, Floral Gemy 62 M18. » ‘

En el ciclo 1979-1980, Méxiéo exé&rté'SG'
rrespondiendo el 87% a chiles duléesHQ;lé%‘aj
principalmente de las variedades frééﬁai.qé:ibé:y'Anaheim
(Laborde y Pozo, 1984). e

Los chiles mds importantes a nivel nacional, son los
anchos, serranes, mirasol y Jjalapefios, los cuales cubren
el 75% del drea total sembrada con chile en el pais. El
80% de ese total es cultivado con riego y el 20% restante
es de temporal y humedad residual, principalmente en las

regiones productoras de Veracruz y Oaxaca (Laborde y Pozo,

2.1.4. Valores Nutritivos

E1l chile es una verdura gque se conserva por largo
tiempo, ya dque la desecacidn permite su almacenamiento vy
transporte a grandes distancias. Es una fuente de ener-
gia durante las. épocas de malas cisechas o en lugares
aislados, ya gue por andlisis quimicos se ha demostrade
gue el fruto seco conserva un alto valor nutritivo, es-

pecialmente de vitaminas A y C.

hiles ‘picantes,

1984) .



2.1.5. Métodos de Produccidn

El chile se siembra como cultivo idnico en 90% del
drea total sembrada; el otro LO0% se siembra como cul-
tivo asociado principalmente con frijol y maiz. También se
puede encontrar asociado con frutales, con el fin de hacer
mds eficiente el uso del terreno.

La preparacidn de la cama del almdcigo debe hacer-
se con 2 partes de tierra comin, una parte de arena y una
parte de estidrcol fermentado. Estos materiales deben de
ser cribados para que la mezcla sea uniforma (Pinto, 1969).

ES necesario fumigar los almdcigos con el objeto de
evitar malas hierbas y enfermedades; esto puede hacerse
con Bromuro de Metilo, aplicando 1 libra para cada almdcigo
de 10 mz; Antes de fumigar se recomienda que haya humedad
v calor en el almdcigo, debiéndose regar 3 dias antes de la
aplicacidn para favorecer la germinacidn de las semillas
presentes y esporas (CIANOC, 1979).

El chile es uno de los cultivos anuales que, si
técnicamente es bien llevadeo, tiene buenas remuneraciones

econdmicas para el productor.

10



Considerdndo el drea total cultivaéa con -chile verde
y seco (81,490 ha), se observa que en-1981, él‘volumcn de
produccidn por tonelada fué 586,946 para:chiiéYQErde vo—
31,862 para chile seco. o . ‘

La produccidn de chile seco ha sido éonstantemente -
mds baja que la de verde, y las regiones de broducciég pg
ra uno y otro son diferentes.

Sinaloa, Veracruz y Guanajuatolencabezan la produccidn
de chile wverde, con mas de la tercera parte de la extensidn
total de cultivo. Zacatecas,-san Luis Potosi y Aguascalien
tes, son tradicionalmente los centros de produccidn de -
chile seco y abkarcan cerca de la cuarta parte del total -
del drea cultivada. Esta divisidn de las regiones de culti
‘vo es el resultado de la intervencidn de varios factores
como el clima, los transportes y el mercado {(Chan y Retes,

1973).

2.1.6. Problemas Fitosanitarios: wvirus, bacterias y

hongos

Enfermedades.

Las mas comunes y peligrosas en el almacigo son el

11



ahogamiento (Phythium spp), y la pudriccidn (Rhizoctonia sp).
En el cultivo establecido se presenta la marchitez del «

chile o tizon (Phytophthora capsici Les.), que causa la

marchitez de la planta, la antracnosis. (Gloeosporium
piperatum) gue causa la mancha de los frutos verdes y
rojos, los hongos viven sobre y dentro de la cubierta de
la semilla; la pudricecidén del fruto rojo (Vernicularia
capsici) destruye al fruto después dg su madurez. Las
enfermedades virales que se presentan son el virus cau-
sante del mosaico del Tabaco y el virus del mosaico del
pepino.

A partir de 1966, enfermedades virales comenzaron a
causar dafio econdmico, En ese afio se registraron pérdidas
en el Sur de Tamaulipas. Desde‘eqtonces el problema se ha
incrementads y estas enfermedades han invadido nuévas re-
giones en las cuales no existlian, Actualmente, la magnitud
del problema de los virus es similar al de marchitez del
chile y en algnnas regiones como en Veracruz, Yucatdn y el
Sur de Tamaulipas es aun mds sévero.

Plagas.

Las principales plagas gue atacan al cultivo de chile
durante su desarrollo son las siguientes: en el almé&cigo

se presentan el pulgdn (Myzus persicae) y la pulga saltona
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(Epitrix spp.). Después del transplante, taca al cultivo 1a
pulga saltona, gue se alimenta de las hojas tiernas de 1la

planta; a ella se asocian las catarinas (Diabrotica spp-}).

El pulgdn, gue se presenta sobre todo en floracidn vy fructi
ficacidn, es un vector gque transmite el virus del mosaiceo

del tabaceo. El gusano del frute {(Heliotis spp.l, v el gu-

sano soldadc (Spodoptero exigua Hbn.),

atacan al principiar
la fructificacidn. Al iniciarse la floracidn v durante la
fructificacidn aparece el ateque del barrenillo o picudo

del chile (Antheopomus eugenii Cano.).

2.2. CULTIVC DE TEJIDOS VEGETALES
2.2.1. Generalidades

El Cultivo de Tejidos Veagetales (CTV), de acuerdo a

Gautheret (1582), comenzd como una mera especulacidn cien-

tifica del Prof. Haberlandt a principios del siglo. En
1902 Haberlandt estuvo interesado en la autonomfa biao~
sintética de células fotosintdtica y presumia que cada

célula podia proveer excelente material para su trabajo de

cultivo celular. El basd su trabajo en la suposicidn de gue
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las células vivientes eran verdaderamente totipotentes.
Sus ensayos para cultivar células no tivieron éxito y
volvid a los aspectos de desarrollo de biologia vegetal.

En 1921 Molliard, demostrd con éxito limitado el
cultivo de fragmentos de embriones vegetales {(Gautheret, 1982).
En 1922 Katte, un estudiante de Haberlandt en Alemania, e
independientemente Robbins en los Estados Unidos, dan a
conocer el éxito del crecimiento de raices por algunas
semanas en solucidn nutritiva. White (1934), demostrd 1la
posibilidad de crecimiento teoricamente por tiempo ilimitado,
al cultivar in vitro dpices de jitomate (Gautheret, 1982).
Esto representd el primer éxito continuoc de cultivo de Srganos.

En 1939 Gautheret en Paris, Nobecourt en Grenoble, Fran-
cia y White en Princeton, E.U., publicaron independientemente
sus trabajos exitosos del cultivo de cambium de zanahoria vy
tabaco por periodos prolongados. E1 trabaijo del CTV progresd
lentamente hasta 1963, cuando White organizd el Primer Con-
greso Internacional de Cultivo de Tejidos en Pénsylvanié, E.U.
En 1970 fué el Segundo Congreso de CTV en Strasburgo, Francia,
seguido por el Simposio Internacional sobre Morfogénesis

en Tejidos y Células Vegetales, y Cultivo de Organos en la



Universidad de Delhi en India. El1 Tercer Congreso de Cultivo
de Tejidos se realizd en 1974, mientras que en 1978, se
realizé el Cuarto Congreso Internacional de CTV en Alberta,
Canadd. En 1982, se realizd el Quinto Congreso Internacional
en Tokio, Japdn, y el prdximo a reélizarse serd en Agosto
de 1986 en Minnesota, Estados Unidos.

Durante 197G, Street organizd la Asosciacidn Interna-
cional de Cultivo de Tejidos Vegetales.

El CTV se basa en la totipotencia celular o la potlten-
cialidad para regenerar todo un organismo a partir de una
célula simple (Krikorian, 1982), 1o cual se desprende de
los postulados de la Teoria Celular. La "célula" de Hooke,
los "nlcleos" de Brown y el "revestimiento semifluido del
esqueleto celular" de Dujardin,(Caldas et al., 1975) for-
maron las bases para la formulacidn de 1la Teoria Celular,
la cual fué propuesta independientemente por el botdnico
Schleiden en 1838 y el zoologo Schwann (1839). Schwann nos
dice que las partes elementales (células), no difieren de
otras, y son capaces de ser separadas del organismo y con-
tinuar creciendo independientemente.

Winkler (1993) reporta que los brotes adventicios que

forman generalmente hojas, pueden originarse de una simple
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célula epidérmica o de un grupo pequefio de células. La ex
presidén mds significativa de totipotencia o competencia -
morfogenética fué hecha por Haberlandt en 1902, aungue sin
ninguna évidencia experimental (Krikorian, 1982).

Md&s. tarde, Steward, Mapes y Mears (1958) informaron
que las cédlulas en suspensidn derivadas de explantes de -
raiz de zanahoria fueron capaces de formar células desor-
ganizadas que dieron primero raices, brotes y después la
planta completa (Krikorian, 1982).

El siguiente esquema nos da una’ visidn mds completa
de la feormacidn de pldntulas a partir del callo desorga-
nizado y células totipotentes:

Callo desorganizado
o Células Totipotentes

Organcgénesis adventicia l
Induccidn y desarrollo Induccidn y Embriogénesis
del brate apical desarrollo de somitica
dpices de raiz
Crecimiento del GlSbulo
apice ) Crecimiento de proembridnico
raiz
Induccidn de Embridn bipolar
raiz Induccidn del
brote Crecimiento
Plantula Plantula balanceado de

dpices embrionarios

Tomado de Krikorian, 1982. Plantula



Medio de Cultivo

El medio de cultivo desarrollado por Murashige y Skoog
(MS) para cultivo de tejidos de tabaco ha sido utilizado
ampliamente para el cultivo de calles en agar asi como -
cultivos de células en suspensidn en medio liquido y pa-
ra estudios morfogenéticos (Gamborg, et al., 1976; Gam—--—
borg, 1982). ﬁna caracteristica distinguible del medio -
MS es su alto contenido de nitrato, potasio y amonio en -
relacidn a otros medios de cultivo.

La composicidn del medio nutritivo es un factor de-
terminante para el crecimiento (Gamborg, et al., 1976). -
El éxito del cultive de tejidos vegetales depende del me«
dio nutritivo que se elija. Hay dos factores en particular
que gobiernan el buen desarrollo de los cultivos celulares:
el origen dcl explante y el medio de cultiva.

El medio contiene las cantidades correctas y propor-
c@éones de nutrientes inorgdnicos para satisfacer la nutri
cidn; asi como las necesidades fisdoldgicas, de muchos cul
tivos celulares vegetales. Este sustrato usado para CTV -~
debe suplir al suelo, fertilizantes, agua, fuente de Car-—
bono y energia solar accesibles para las plantas que cre-—

cen en el campo (Caldas et al., 1975). El medio nutritivo-
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para la mayoria de los cultivos de tejidos vegetales com-
prende cinco grupos de ingredientes: sales inorganicas, -
fuente de Carbono, vitaminas, reguladores del crecimiento
(fitohormonas) y suplementos orgdnicos.

- Sales Inorgdnigas. Los nutrientes inorgdnicos con-
sisten de salgs minerales las cuales proveen 1los requeri-
mentos para macro y micronutrimentos, estos son el N, K,
P, Ca, S y Mg;y como micronutrimentos Fe, Mn, 2n, B, Cu y
Mo.

- Fuentes: Carbono y Energia. La sacarosa a una con-
centracidn de 2-4% es preferible para la mayoria de las -
células. Esta puede ser reemplazada por glucosa. La fruc-
tuosa también es utilizada, pero otros azucares son pobres
como fuente de carbohidratos. E1 m-inositol puede no ser
esencial, perc es adicionado porgue na mestrado desencade
nar €1 crecimiento del callo.

- Reguladores del Crecimiento. Los grupos de hormonas
son las auxinas, citocininas, giberelinas y dorminas. De
estos, los dos primeros son los mis importantes en CTV.
Las auxinas son una clase de compuestos gue estimula la
elongacidn celular y el enraizamiento, sSe usan normal-

mente en el inicio y mantenimiento del callo (Caldas et



al,.1975; Dodds y Roberts, 1982). las auxinas més usadas
en CTV son el Acido indol-3-acético (AIA), el Acido -
l-Naftalenacético (ANA) y el Acido 2,4- Diclorofenoxiacg
tico (2,4-D). Algunas de estas son naturales como el AIA,
esta es muy sensible a la degradacidn bidldgica por enzi-
mas oxidasas (AIA oxidasa) y peroxidasas, vy a la luz, no
asi el ANA y el 2,4-D que son estables en sclucidn (Cal-
das et al., 1975). El1 AIA fué aislado en 1885 por el gui-
mico Salkowski, durante su investigacidn sobre la descom-
posicidn de proteina (Gautheret, 1982). E1JAIA es utiliza
do en concentraciones de 10 °— lO—loM. Dentro de este gru
po hay compuestos que son sintéticos como el 2,4-D. La -
produccidn de callo en la mayoria de los casos es exitosa
usando solamente 2,4-D (10_6— 10" ™, este induce la divi-—
'sidn celular, pero también tiende a reprimir la morfogéne
sis. En general, la accidén de las auxinas son: la doménan
cia apical, extrusidn de protones ) y cambios en la -
permeabilidad del plasmalema, formacidn del etileno, in--
duccidn del crecimiento desorganizado a altas concentracip
nes (herbicida), inhibem la formacidn del embridn en culti
"vos en suspensidn e irregularidades mitdticas en cultivos

por largo tiempo (Jacobsen, 1983).
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Las citocininas son por definicidn sustancias natura
les gue estdn presentes en extractos de plantas verdes -
(caldas, et al., 1975). Pocas citocininas han sido aisla-
das desde que Letham aisld la zeatina (2) de frutos de
maiz. Sin embargo, un rango de sustancias con propiedades
de citocininas han sidc descritas. Entre é&éstas estd la
Kinetina que fué descubierta por Miller, Skoog, Salza y -
Stron (1955) de semillas inmadiiras de Zea mays y subse- -
cuentemente en otros tejidos vegetales (Jacobsen, 1983).
Las citocininas mds utilizadas en CTV son: 2-isopentil-
adenina (2-iP) y Zeatina (2Z), ambas son citocininas natu
rales y las sintéticas Kinetina (K) y 6-Benzilaminopurina
(BA). En general, las citocininas actuan como: estimulado
res de la divisidn celular, retardadores de la senescencia
v estimuladores para la germinacidn de semillas (Jacobsen,
1983).

Algunos tejidos no responden sdlo con una auxina y re
quieren de citocininas. La adicidén de citocininas (K, 2 o
BA) con el 2,4-D puede ser benéfica para la produccidn de
callo, Si el cultivo de tejidos es utilizadoc en estudios
de morfogénesis, el ANA y BR, Z o 2-iP en combinacidn po-

drian dar mejores resultados.
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- Vitaminas. Solamente la tiamina puede ser requerida
como esencial. El dcido nicotinico y piridoxina pueden es-
timular el crecimiento (Gamborg, et al., 1976). Algunos
medics también contienen pantotenato de calcio y biotina,
pero estas y otras vitaminas no se consideran factores 1li-
mitantes del crecimiento (Gamborg y Shyluk, 198J).

- Suplementos Orgadnicos y Aminodcidos. Los aminodci-
dos no son necesarios, aungue en ocaslones se agregan al
medio nutritive la L-glutamina, asparagina y como base
nitrogenada la adenina. Si se afladen solo, deben usarse con
precaucidn, ya que pueden resultar inhibidores del desarrollo
(Gamborg y Shyluk, 1981). La L-glutamina (2-10mM) puede reem-
plazar al hidrolizado de caseina o aminodcidos de la caseina.
Se ha probado que gran variedad de sustancias complejas como
son proteinas hidrolizadas, extracto de levadura, de malta,
agua de coco y jugos de frutas (naranja, pifia, jitomate),
pueden ser intercambiadas por nutrientes definidos (Murashige,
1974; Ccaldas et al., 1975; Gamborg et al., 1976; Gamborg y
Shyluk, 1981).

Si se desea un sustratoc semisdlido, otro componente
del medio nutritivo es el agar, un polisacdrido purifi-

cado de algas Rodofitas, que se disuelve al calentarlo



en solucidén y después de enfriarse forma un gel. El agar
tiene ciertas impurezas que pueden influir en el creci--
miento del tejide en cultivo.

pH. El medic para CTV es generalmente ajustado a un
pH dcido entre 5 y 6. Los efectos directos o indirectos del
pH pueden influir en la respuesta de crecimiento. Durante
el crecimiento de las células, el pH en el medio cambia -—
conforme los iones son absorbidos por estas, o por produc
tos de su metabolismo que son excretados al medio,

Entre los factores medio ambientales que tienen accidn
sobre el desarrollo de los cultivos se encuentran: la tem
peratura, humedad, aereacidén, iluminacidn, efectos gravi-
tacionales y de presidn y efectos magnéticos (Caldas et al.,
1975) .

—-Temperatura. La temperatura es el factor mds citado
en la literatura. Se ha estudiado gue el crecimiento de

papa tiene su dptimo a 28°c. Estudios con Chondrilla

uncea

Kefford & Caso (1972), muestran que el régimen de tempera
tura péra una mdxima formacidn de rafices adventicias estd
entre 21-27°C durante el periocdo de dfa, y para la noche

16 a 223C. Hasegawa et al. {(1973) informan gue una constan-

te de 27°C fué satisfactoria para la multiplicacidn de bro



tes y raices de Asparagus officinalis (Murashige, 1974).

- Humedad. Los efectos de la humedad se ven directa-
mente sobre el medio mds que por efectos en el tejido. -
Cuando la atmdésfera estd muy seca, el medio se deshidrata
Yy concentra las sales disminuyendo asi el crecimiento -
del callo.

- Iluminacidn. Se ha visto que el crecimiento del -
callo en Allium cepa, zanahoria y meristemos de papa, es
mayor en la obscuridad que en la luz. Par algunas especies

como Asparagus, Gerbera, Saxifraga y bromelias la intensi

dad dptima a la cual crecen és a 1000 lux. Otros efectos
de luz en el crecimiento son: 1) estimule de produccidn de
fenoles en células en cultivo:; 2) aumento de la actividad
enzimdtica; 3) aumento en la produccidn de pigmentos (ca-
rotenoides, antocianinas, clorofilas) (Kant y Hildebrandt,
1969; Ulrich y Mac Kinney, 1870; Aftermann y Reinhard, 1971
en Caldas et al¥., 1975, Murashige, 1974).

El método de propagacidn de vegetales por cultivo de
tejidos reguiere una secuenéia de pasos:

1) Establecimiento del cultivo aséptico. Es necesario

gque el cultivo este libre de cualquier infeccidn para gue

el explante sobreéviva y crezca eh el medio de cultivo.
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Ademds, otros factores gque influyen en el crecimiento ade
cuado del explante son los siguientes: la edad y el estado
fisioldgico del drgano o tejido aislado, el periodo del -
afio en el cual el explante es obtenido, su tamafio, la es-
tructura (hoja, meristemos, raiz, tallo, hipoecdtilo etc.)
de la planta madre de la cual se obtienen los explantes.

2) Multiplicacidn del Propdgulo. El incremento pue-—
+de ser realizado a través de la induccidn de drganos o em
briones somdticos.

3) Adaptacidn o aclimatacidn. para el establecimiento

de las pldntulas del medio in vitro a in vivo. Este es un

factor limitante del éxitq éspecialmente por el cambio tan
dréstico que sufre la planta de un estado heterdtrofo en
gue se encontraba bajo condiciones nutricionales y ambien
tales, totalmentc controladas, a un estado autdtrofo bajo
condiciones naturales cambiantes {(Murashige, 1974).

Dado que la mayoria de las células vegetales viables
pueden dividirse por mitosis in vitro, la regeneracidn ha
sido exitosa a partir de explantes de cotileddn, hipocdti
lo, tallo, hoja, meristemo apical, raiz, peciolos, te&ido
6ovular, embriones etc. (Evans et al., 1981). -

Solo un peguefio porcentaje de las células en un ex-—



Plante dado contribuye a la formacidn de callo. El lugar

de inicio del callo generalmente es en la en la superficie

del indculo o en la superficie del corte (Evans et al., 1581
Es evidente que existe un requerimento de los regula

dores del crecimiento para la expresidn de la organogénesis

o embricgénesis somdtica. En general, una alta concentras

cidn de auxinas en combinacidn con una baja concentracidn

de citocininas promueve la proliferacidn del callo. Alter

nativamente, una baja concentracidn de auxXinas con alta -

de citocininas promueve la formacidn de yemas o plantulas.
2.2.2. Cultivo de callo

Durante 1930 Gautheret y Nobecourt en Europa y White
en E.U.A. révolucionaron los métodos del cultivo de Tejidos
Vegetales. Gautheret en 1939 reportd que del tejido de -
rafz de zanahoria proliferaron grandes masas de tejido de
sorganizado cuando era sembrado en un medio nutritivo en
presencia de la auxina AIA. Esta proliferacién de células
a partir de segmentos de tejido (explantes) y que crecen
en una forma desorganizada y sin diferenciacidn se llama

callo (Butcher e Ingram, 1979). Al mismo tiempo White -

25
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reportd independientemente el cultivo de callo del pro-
cambium a partir de segmentos de tallo del hibrido de taba

co Nicotiana glauca X N. langsdorffii. Subsecuentemente =

fueron obtenidos callos de una gran variedad de plantas, in
cluyendo Dicotileddneas, Monocotileddneas y Gimnospermas.

Los tejidos aislados responden a los tratamientos pa
ra inducir callo, el aislamiento y éxito para su estableci
miento, depende de las condicicnes de cultivo y no de la -
fuente del material vegetal (Street, 1977}. E1l cultivo de
callo ha sido enfocado directamente a plartas con flores,
en especial dicotileddneas (Gautheret,19593} Butenkd, 1964
en Street, 1977). La preferencia de las dicéotileddneas co
mo fuente de material vegetal, es por la disponobilidad de
un amplio rango de especies y bdsicamente porgue ddn una
respuesta ridpida para inducir callos. En algunos casos, el
crécimiento ocurre solamente con mezclas de aminodcidos,
"witaminas, Kinetina y otros factores de crecimiento adi-
cionados al medio.

E1 tamafio y la polaridad del explante en el medio de
cultivo influyen en el desarrollo del calle (Evans et al.,
1981). Explantes mds pequefios forman callo mds facilmente,

mientras que éxplantes grandes mantienen el potencial -



Morfogenético (Evans et al., 1981).

El cultivo de callo en agar es convenierte para empe
zar y mantener lineas celulares (Gamborg y Wetter, 1975).

L.as caracteristicas generales de su crecimiento in-
‘volucran una relacidn complejaentre el material vegetal
usado, la composicidn del medio y las condiciones ambienta
les durante el periodo de incubacidn. Algunos callos son
muy lignificados y de textura dura, mientras que otros se
separan facilmente en pequefios fragmentos. Lecs frdgiles,
que se disgregan facilmente, son denominados cultivos "fria
bles" (Dodds y Roberts, 1982).

El crecimiento de un cultivo por un periodo de tiempo,
es caracterizado por incrementce en el numero de células,
un incremento en volumen o masa y cambios en la compleji-
dad bioguimica y celular.

Hay diversos pardmetros para medir el crecimiento:
conteo celular, volumen celular, peso [resco y secc, in-
dice mitdtico, conteo de elementos tragueidales, nitrdgeno
total etc. (Wetter y Constabel, 1982; Dodds y Roberts, 1982).
Las tasas de crecimiento en callos se expresan en base al
incremento en peso fresco.

La medicidn del peso seco de un callo da una estimacidn
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de la actividad biosintética de un cultivo (Dodds y Ro-

berts, 1982).

2.2.3. Cultivo de Tejidos Vegetales en Solandceas

Las especies de Solandceas han sido usadas como mode

lo de los estndios in vitro. La totipotencialidad fué de-

mostrada primero con Nicotiana tabacum al regenerar plan-
tas maduras a partir de células indiyiduales (Vasil y -
Hildebrandt, 1965 citado por Flick et al., 1983), y espe-
cies relacionadas con ella son ejemplos donde la mayoria-
de las técnicas de cultivo in vi€ro han sido exitosamente
demostradas (Durbin, 1979 citado por Flick et al., 1983).
El‘primer éxtto de produccidn de plantas haploides fué al

cultivar in vitro anteras de Datura innéxia {Guha y Mahesh

wari, 1964 citado por Flick et al., 1983).

Callos y cultivos en suspensidn se han iniciado de ho

jas o tallos de Nicotiana tabacum y de otras especies de

Nicotiana utilizando el medio MS. La regeneracidn del brgo
te a partir del callo y de cultivos en suspensidn es posi
ble para la mayorfa de las especies de Nicotiana, en un -
medio de cultivo sin 2,4-D y adicionando una citocinina o
bien combinando auxinas y citocininas (Murashige y Nakano,

1967 citado por Flick et al., 1983).
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Con Solanum tuberosum se ha iniciado el cultivo de

callo con potencial morfogenético sobre el medio MS a
partir de explantes del tubdrculo, meristemos, hipocdti-
los, hoja y tallo. La formacidn de callo de varias especies
de Solanum requieren de un rango alto de auxina-citocinina.
Esto mismo se ne;esita para S. xanthocarpum (Rao y Naraya-
naswamy, 1968, citade por Flick et al., 1983), S. sisymbri-
ifolium (Fassuliotis, 1975, citado por Flick et al., 1983),

5. dalcamara, 8. nigrum (Z2enkteler, 1972, citado por Flick

et al., 1983), S. khasianum (Bhatt et al., 1979, citadc por

Flick et al., 1983). En Solanum melongena se ha trabajado

con secciones de hipocdtilo para inducir callo y cuando
.este se subcultiva sobre medio MS con zeatina o Kinetina
se obtienen brotes. También se ha obtenidos multiplicacidn
clonal in vitro por Kamat y Rao (1978)(citado per Fdri y
Czakd, 1981), y se han inducido esporofitos haploides{Gu,
1979, citado por Fdri t Czakd, 1981).

Con Lycopersicon esculentum, se han trabajado secciones

de hoja e hipocdtilo para inducir la formacidén de callo.

La formacidén del brote se ha hecho sobre un medio con alta con
centracidén de citocininas o bien citocininas solas

(Kartha et al., 1976 citado por Flick et al., 1983). Se ha
explorado también con esta especie el cultivo de embrio-

nes (Smith, 1944 citado por Fari y Czakd, 1981),



la induccidn del esporofito haploide (Sharp et al., 1971,
citado por Fari y Czakd, 1981), la morfogénesis a partir
del callo (Padmanabhan et al., 1974, citado por Fadri y -
Czakd, 198l1), la cual se logra usando BA y AIA; se han -
aislado protoplastos (Gregory y Cocking, 1965 citade por
FAri y Czakd, 198l1), se ha logrado la hibridizacidn inter
genérica con los protoplastos (Melchers, 1980, citado por
Firi y Czakd, 198l), se han preservado meristemos en ni-—
trdégeno liguido (Grout et al., 1978, citado por Fari y -
Czakd, 198l) y se han cultivado meristemos (Novdk y Mis-
kovd, 1979 citado por Fdri y Czakd, 1981).

Las especies de Petunia son fdciles de trabajar con
técnicas in'vitro; han sido cultivadas sobre medio MS, -
se han utilizado como explantes el talle y hoja para la
regeneracidn’ vegetal. La regeneracidn del broie se ha cb-
tenido con bajas concentraciones de auxinas mientras que
simultdneamente se incrementa la de citocininas. La ma-
yoria de los trabajos in ' vitro de estas especis repor-
tan la facilidad de la regeneracidén vegetal a partir de
protoplastos (Flick et al.,, 1983).

El género Datura no ha sido estudiado in vitro con

gran detalle. D. innoxia representa el material ideal
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para estudios de cultivos de anteras (Guha y Maheshwari,

1964, citade por Flick et al., 1983), regeneracidn vegetal

(Engvild, 1973, citado por Flick et al., 1983) e hibridiza

cidén somdtica (Schieder, 1978, citado por Flick et al., 1983),.

El callo de D. jinnoxia se induce sobre medio MS con 2,4-D

¥ la regeneracidn vegetal a partir del callo se induce con
BA. Las raices se han obtenido en el medio MS sin regula-

dores del crecimiento. También se han obtenide brotes de

esta especie, de cultivos en suspensidn (Hiracka y Tabata,

1974, citado por Flick et al., 1983), de segmentos de tallo

(Engvild, 1973, citado por Flick et al., 1983) y de seccio

nes de hoja (Evans y Gamborg, no publicado}.
Dentro de la familia Solanaceae hay ademds tres espe
cies de Scopalia que han sido regeneradas del cultivo de

anteras, estas son: S. carniolica, S.

lurida, y S. physa-

loides (Wernicke y Kohlenbach, 1975, citado por Flick et

al., 1983).

La regeneracidn a partir de protoplastos parece sex
méds facilmente incducible con la familia de las Solandceas.
38 especies de esta familia han sido regeneradas del cul-
tivo de protoplastos (Evans y Bravo, 1983).

La organogénesis es el primer paso para la regeneracidn



‘'vegetal de la familia Solanaceae. El medio MS ha sido usado
para 39 de las 42 especies cultivadas in vitro. Para algunas
especies de Solandceas, si la relacidn auxina/citocinina es
mayor que 1 se desencadena la formcidn de callo, si es me-
nor que 1 la formacidn del brote se induce (Flick et al.,

1983).

2.2,4, Cultivo de Tejidos Vegetales en Capsicum

En Capsicum se han obtenido pldntulas haploides y callo
a través del cultivo de anteras (George y Narayanaswamy,
1973; Wang-Yu-Ying et al., 1973 c4tado por Fdri y Czakd,
1981; Kuo et al,, 1973 citado por Bajaj, 1983; N&vak,
1974 citado por Bajaj, 1983).

El cultivo de anteras se realizd sobre el medio LS
con Kinetina y AIA con el cual se inicia el desarrollo de-
estructuras multicelulares proembrionarias (George y Nara-
yanaswamy, 1973 citado por Bottino, 1973).

Se han seleccionado lineas celulares mutantes fisio-

l86gicas de Capsicum annuum capaces de crecer en medio 1i-

quido conteniendo una alta concentracidn de NaCl (Dix y =~

Street, 1975, 1976 citado por Tal, 1983).
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Trabajos de criopreservacidn se han realizado también

con Capsicum annuum (Withers y Street, 1977 citado por Ni-

tzsche, 1983) utilizando como medio de cultivo el LS suple
mentado con 2,4-D y K. Después de almacenar el cultivo ce-
lular a —196°C, se resuspende y se subcultiva obteniendo un
crecimiento lento de calloV(Withers, 1978a citado por Nitz
sche, 1983).

Se han realizado estudios de biosintesis en Capsicum
annuum para estimular la sintesis de ia capsaicina en culti
‘vo, esto es logrd reduciendo la concentracidn de los micro
nutrimentos para inhibir el crecimiento del tejido en culti
‘vo (Collin y Watts, 1983).

Gunat y Rao (1978), Fari y Czakd (1981), reportan la

formacidén de brotes en Capsicum annuum, los primeros utili

zaron como eXplantes el cotileddn e hipocdtilo de 4 sema-
nas, sobre medio MS con 2.0 mg/l de BA v 1.0 mg/1 de AIA;
los segndos utilizaron como explantes -el hipocdtiléd cer—
cano al dpice sobre el medic MS con 2.0 mg/1 de BA y 1.0
mg/1 de AIA, utilizando segmentos de hipocdtile de la par-
te media se obtienen raices y callo abundante y ocasional-
mente brotes, con segmentos de la parte basal del hipocdti
lo se obtienen solamente raices y callo sin formacidn de

brotes .



3.6 OBJETIVOS

Distintas especies de hortalizas se han tratado de me
jorar genéticamente por medio del mecanismo de fecundacidn
mntrolada y res cate de embriones inmaduros, producto de-
cruzas interespecificas, yvasi, producir tina planta mEs -
resistente ante factores adversos del medio ambiente como-
son plagas, seguia, viento etc. y también lograr una mejor
calidad de sus productos como: frutos, fibras, semillas, -
flores, bulbos etc.

El chile es una hortaliza muy consumida en Méxicé Yy
la aplicacidn del CTV puede ayudar a incrementar la pro-
duccidn de este.

Dado que el chile tiene problemas fitosanitarios Yy
es atacado por virus, seria muy recomendable contar con

‘variedades resistentes, para lo cual, un primer paso es
establecer la metodologia para regenerar plantas in'vitro
libres de patdgenos.

En particular, los objetivos del presente estudio
fueron:

- Aplicar las técnicas de CTV a cultivares gue tienen

importancia econdmica y alimenticia en México.
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— Conocer 1la respuesta morfogenética de explantes de
plédntulas jdvenes del género Capsicum gue sirvan de
base a la propagacidn masiva de fitocultivos.

- Analizar la respuesta en la formacidn del callo
para que posteriormente pueda utilizarse el mismo
como fuentg de embriogénesis somdtica.

-~ Analizar la curva de crecimiento a partir de callos
de hipocdtilo gque sirvan como base para futuros tra-

bajos de embriogénesis somdtica,
4.0 MATERIALES Y METODOS
4.1 Material Bioldgico (Explantes)

Se utilizaron semillas de Capsicum chinense  (habanero),

€. annuun (serrano) subtipo tipico. Las primeras se obtu-
‘vieron de PRONASE (Productora Nacional de Semillas), vy las
segundas de establecimientos comerciales.

Las semillas fueron esterilizadas con una solucidn
0.6% de cloro activo (clorales comercial 10% v/v), se man-
tuvieron en agitacidn constante durante 15 min. y se enjua-
garon cuatro veces en agua destilada esterilizada realizan-

do este paso dentro de la campana de flujo laminar.
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Se pusieron a germinar bajo condiciones asépticas en frascos
de boca ancha, con una capacidad de 130 ml.,gue contenian
una capa de algoddn humedecido con agua destilada. Se colo
caror. 15 semillas por frasce. Posteriormente, se incubaron
en obscuridad en una estufa a 30°C durante 8 a 10 dfas, y-
después se pasaron a fotoperiodo 16h luz/8h de obscuridad
a una temperatura de 27° 1 1°¢ y con una intensicdad lumino
sa de 1000 lux. Al cabo de este tiempo las plédntulas alcan
zaron el desarrollo adecuado para ser disectadas.

Debido a que en algunos casos hubo problemas para lo-
grar la germinacidn, se probd sembar las semillas en una -
solucidn nutritiva Knop, sustituyendo al agua destilada y
sobre medio de cultivo MS sin glicina y sin sacarosa, con

8g/1 de agar. También se intentd germinar las semillas sobre

0

un sustrato de vermiculita y perlita 1:1. Los porcentaje

de germinacidn entre los dos primeros no tuvieron difere

13

cias significativas, sin embargo, las pliantulas que se ob
tuvieron sobre el medio nutritiveo, eran mds robustas. La -
tercera prueba de germinacidn ocurrid en un mayor poercen-—
taje, por lo que s& optd por seguir empleando ese sustrato.
El material vegetal (explantes) que se utilizdé inclu-

vé hipocdtilos y meristemos apicales de plantulas de apro-
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ximadamente tres semanas. Los explantes se esterilizaron

con la solucidn citada anteriormente durante 20 min. Se sem

braron cuatro éxplantes por frasco en cada una de las combi:

naciones hormonales.
4.2, Medio de Cultive

El medio de cultivo utilizado fué el propuesto por

Murashige y Skoog (MS) (1962), adicionado con los regulado

res del crecimiento utilizados por Fari y Czakd (198l1), y

cinco combinaciones mids para comparar su accién en la mor-

fogénesis de los tejides in vitro.

Para preparar el medio de cultivo se utilizaron sclu=

ciones concentradas de: Macronutrimentos, Micronutrimentos,

Fe con EDTA, Vitaminas, Inositol y Glicina; las cuales se

encontrabkan preparadas en concentraciones de 10X y 20X, Se
agregaron 30 g/1 de sacarosa (Bioxon de México) y 8 g/1 de

agar (Agar Bacterioldgico, Bioxon de México, S.A.) (Ver A~

péndice I). Dependiendo de la cantidad de medio gue se pre
parara, se tomaron alicuctas de las scluciones concentradas
de cada unc de los componentes del medio nutritive.

Los reguladores del crecimiento empleados fueron pre-

parados en soluciones concentradas 10~3M, y de estos se to

maron alicuotas para obtener las concentraciones deseadas.



Los reguladores del-crecimiento utilizados fueron:

Citocininas: BA (6-Benzilaminopurina) (ICN., Pharma-
ceuticals Inc.)

K (6-Furfurilaminopurina) (ICN., Pharma-
ceuticals, Inc.)

Auxinas: ANA (Acido 1-Naftalenacético) (ICN., Pharma-—
ceuticals, Inc,) -

ATA (Acido indol-3-acéticeo) (ICN., Pharmaceu
ticals, Inc.)

2,4-D (Acido 2,4-Diclorofenoxiacético) (Merck
Schardt).

Las citocininas se adicionaron auna concentracidn de
2.0 mg/1 y las auxinas a 1.0 mg/1.

E1l medio de cultivo se prepard en vasosde precipitadcs
¥y el volumen final fué aforado en probetas graduadas. Cada
uno de los componentes del medio, se agregaron al’ vaso de-—
precipitados y fueron sometidos a agitacidn constante sobre
una parrilla con agitacidn magnética. E1 pH se ajustd a 5.7
con ayuda de un potencidmetro digital Corning adicionando
soluciones de HCl y NaOH 0.5 y 0.1N. Al medio nutritivo se
agregd el agar y se calentd hasta obtener un ﬁedio perfecta

mente homogéneo y transparente., Finalmente se repartidé en-
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frascos con capacidad de 12 ml, a los cuales se les agrega

ron 20 ml. de medioc de cultivo. Los frascos se taparon con

papel aluminio grueso y sujetado con ligas de hule,

Por -
dltimo,

el medio nutritivo se esterilizd en autoclave a una

presidn de 1.5 kg/cm2 y con una temperatura de 126% duran

te 15 minutos,

El AIA es una auxina natural gue puede ser inestable
ante reacciones fisicas como son: someterla a esterilizacidn
en autoclave, a procesos de aereacidén y a la luz. Se ha rg
portado que el AIA no se degrada ailn cuando se esterilice

en autoclave siempre y cuando su solucidn se encuentre en

un rango de pH 4-10 (Yamakawa et al., 1979), trabajcs ante

riores nos indican gue es preferible esterilizar el AIA

por f£iltracidén (Gamborg et al., 1976). Estos trabajos nos

ponen de manifiesto gue hay gue tener ciertas precauciones

con el ATIA, por lo cual para la realizacidn de este tra-

bajo se optd esterilizarlo por filtracidn.
Para poder incorporar el AIA al medio de cultivo, se
procedid primeramente a esterilizar los frascos vacios y

tapados en autoclave bajo las condiciones antes mencionadas.

El medio de cultivo se prepard como se explicd anteriormen
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te, adiciondndole el BA y K en matraces separados. El AIA

no se agrega al medio de cultivo. Los dos matraces conte-
niendo el medio de cultivo, mas dos matraces Erlenmeyer -
de 25 ml., los swinnex 13 con las juntas de silicona y el

filtro HA con porosidad de 0.45 Am se esterilizan en auto-
clave.

Para conservar las condiciocnes asépticas, se trabajd
cerca de la flama de un mechero Bunsen y dentro de una canm
pana de flujo laminar VECO. Todo el material a utilizar -
asi como la campana fueron limpiados con alcohol etilico -
industrial. E1l instrumental gue se ocupd y una jeringa Mi-
llipore de 20 ml. se sumergieron en alcohol etilico indQuss
trial. La jeringa se enjuagd con agua destilada esteriliza
da, se le conectd el swinnex 13 y se agregd la hormona a
la jeringa. Esta operacidn se realizd itres veces sobre el
mismo filtrado. Se midid el wvolumen necesario de AIA con

una pipeta estéril y se incorpord a los matraces gue con-

tenian el medio nutritivo. Para hacerlo homogenec se agitd
bien y se repartid a los frascos estériles. Para tener la
seguridad de que los medios nutritivos no se habian conta-

. . o
minado, se incubaron en una estufa a 30 C durante una se-

mana, si al cabo de este tiempo no habia sefiales de conta-
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. s - .
minacion se procedia a la siembra.

4.3. Siembra

Las siembras de los explantes se efectuaron en una cam
pana de f£lujo laminar (VECO), para tener menos probabilidad
de contaminacidn y asegurar el ambiente estéril se coloca-
ron dos mecheros Bunsen dentro de la campana. Esta dltima
se limpid con alcohol etilico industrigl, se introdujo un
frasco con aleohol en el cual estaba sumergido todo el ins
trumental necesario para realizar la diseccidn y la siembra.
Se introdujo también un Microscopio Estereoscdpico utiliza’
do para la obtencidn de los explantes, este se limpid muy
bien con alcohol etilico industrial al igual qué los frascos
gque contenian el medio de cultivo.

Todo el instrumental se flamed y se dejdé enfriar para
proceder a la diseccidn. Una vez obtenido el explante, se
depositd sobre el medio nutritive, se flamed la boca del -
frasco, se tapd con papel aluminio grueso y se sellé per-

fectamente con ligas de hule.
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4.4. Incubacidn

Después de la siembra los cultivos se incubarcn en una
cdmara de cultivo con fotoperiodec 16h luz/8h de obscuridad,

O +

con una temperatura de 27 1°¢ y una. intensidad luminosa

de 1000 Iux.
4.5. Cuantificacidn del Peso Fresco y Peso Seco

Para la realizacidn de este paso se selecciond el calleo
de hipocdtilo de €. annuum ¢v. Serrano. La induccidn del ca
llo se obtuvo sobre el medio M8 adicionado con 2.0 mg/l de
las citocininas BA y K en combinacidn con 1.0 mg/l de 1la
auxina 2,4-D.

El explante se esterilizd como ya se menciond anterior
mente y se enjuagd tres veces con agua destilada estéril.
Se emplearon 35 frascos por combinacidén y se sembrdé un ex
plante por frasco. Se incubaron en una cdmara de cultivo ba
jo las condiéiones ambientales antes mencionadas.

Se dejd crecer el tejido por &os semanas y a la terce
ra se empezd a cuahtificar el peso fresco,y peso seco, ha-

ciendo un total de 9 semanas desde la siembra, se tomaron



registros de Peso Fresco y Peso Seco hasta la névena semana
porque en experiencias anteriores se observd gue al cabo de
este tiempo el callo presentaba necrosamiento y ya no habia

crecimiento.

Para cuantificar el peso fresco y peso seco, se utili
zaron 5 explantes, de estos se obtiuvo un’ valor promedioc y
se graficd. En una balanza analfitica se pesaron los callos
sobre un’ vaso de precipitados de peso préviamente conocido.
Para saber el peso real del callo se sacé la diferencia del
peso del vaso con el callo y del vaso solo, asi se obtuvo
el peso fresco.

Para el valor del peso seco se utilizd el mismo callo
del gque se obtuvo el peso fresco. El callo se dejd secar en
una estufa a una temperatura de GOOC, vy se pesd periddica-
mente hasta que logrd un valor estable aproximadamente a las
12h, considerdndose tal valor como el peso seco. En las ul
timas semanas de cultivo, el callo fué muy abundante y ne-
cesitdé hasta 18h para lograr un peso estable.

Estos mismos pasos se realizaron cada semana hasta lle
gar a la novena semana.

Los pesos obtenidos se trabajaron estadisticamente ha

ciendo un Andlisis de Varianza.
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5.0 RESULTADOS Y DISCUSION

La respuesta morfogenética del hipocdtilo y meristemo

de Capsicum chinense L. ¢v. habanero y €. annuum L. cv. Se
rrano bajo la influencia de las auxinas ANA, ATA y 2,4-D y
de las citocininas BA y K se presenta en las Tablas 1,2 y 3,
en general podemos sefialar gue los mejores resultados en
términos de potencialidad morfogenética se obtuvieron en
las combinaciones hormonales gue incluian al ATA, indepen-—
dientemente de la citocinina empleada.

En la Tabla 1 observamos gue &a combinacidn més efecti
‘va para la induccidn del callo fué K/AIA; para la formacidn
de yemas BA/AIA; para la produccidn de pldntulas BA/AXA;
para el desarrollo de raices K/ANA y para la formacidn de
plidntulas + raiz BA/AIA. Fn general, la combinacidén mds -
efectiva para inducir la respuesta morfogendtica fué BA/AIA,
estos resultados coinciden con los obtenidos por Fdri y -
Czakdé (1981) guienes trabajaron con el hipocdtilo de C. -
annuum "T. Hatvani" y obtuvieron la formacidn de brotes.

Al cultivar los meristemos de C. chinense (habanero),
y comparando K/ANA con BA/ANA, obsetrvamos en la Tabla 1

gue en presencia de la primera combinacidn fué mayor la
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induccidn del callo y raices (86.0% y 77.0% respectivamen-
te) que con BA/ANA (50.0%), sin embargo, la formacidén de ye
mas (46.0%) fué mejor en la combinacidn BA/ANA. La presencia
de yemas implica la capacidad potencial del tejido en el sen
tido morfogenético, que sin embkargo, reguiere probarse toda
"via en un barrido hormonal mids amplio o buscando generarlas
en presencia de diferentes condiciones ambientales, va gue
se ha analizado este factor como de gran importancia en el
proceso de expresidn morfogenética (Ruﬁluo et al., 1984).

Observamos en la Tabla 1 gue los meristemos en presen
cia de BA/AIA fueron mds efectivos en la produccidn de -
drganos, no asi con K/AIA donde la formacidn de yemas fué
baja (21.0%), pero con esta combinacidn la produccidn de
callo fué muy abundante (96.0%).

La Tabla 1 muesta gue con la combinacidén BA/2,4-D, no
s¢ Cbhservd el desarrollo de Srganos, pero si hubo produc-
cién de callo en un 33.0%, con la combinacidén K/2,4-D 1la
produccidn de callo fué mds abundante (36.0%) gue en el ca
so anterior, en general los callos formados eran friables
y blancos. A pesar de que la auxina 2,4-D se emplea general
mente para la induccidn de callo y no para la formacidn de

drganos (Evans et al., 198l) se observd en este caso un -
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pequeno porcentaje en la formacidn de yvemas en un 5.0%

No se sembrd hipocdtilo de C. chinense por la falta de
material vegetativo.

Los meristemos tienern un amplio rango de respuesta mor
fogenética en cultiveo. El proceso de diferenciacidn de me-—
ristemos en pldntulas, raices, callo, brotacidn miltiple o
plantas completas depende de muchos Ffactores: 1) el tamafio
de los meristemos, 2) el tipo de medio de cultivo, 3) la -
concentracidn hormonal, 4) las condiciones ambientales (luz,
temperatura y fotoperiodo), 5) fluctuaciones estacionales
de las plantas donadoras (Kartha, 1981). Nuestros resulta-
dos muestran que el cultivo in’vitro de Capsicum ain con -
meristemos es dificil de establecer, se requieren mds in-

‘vestigaciones que exploren en mayor medida los factores -
que han sido mencionados, con el objeto de encontrar una-
respuesta adecuada en la morfogénesis in vitro de este im-
portante género. Estos resultados concuerdan en cierta forma
con aquellos informados por Rubluo y Kartha(l1985) para me-
ristemos del género Phaseolus, en los cuales después de un
barrido hormonal amplio y exposicidén a diferentes condiciones
ambientales logran establecer la regeneracidn de plantas.

En la Tabla 2 observamos que la combinacidn mds efectiva
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fué K/AIA tanto para callo como yemas e incluso pléntulas,
por otro lado el desarrollo de raices fué mejor en BA/ANA,

y para la formacidn de pldntulas + raiz ninguna combinacidn
generd ambas respuestas. En general, la combinacidn mads efeg
tiva para inducir la respuesta morfogendtica fué K/AIA.

En la Tabla 2 al comparar las combinaciones BA/ANA y
K/ANA vemos gue tuvieron un comportamiente semejante con re
lacidén a la morfogénesis, es decir, que estas combinaciones
fueron efectivas en la induccidn del callo y raicas a partir
de este, siendo para BA/ANA de un 88.0% y 68.0% respectiva
mente. Los porcentajes son relativamente menores con la -
combinacidén K/ANA pero en ambos casos sélo hiobo formacidn
de callo y raices, pero no de yemas y pldntulas.

Obsetrvamos en la Tabla 2 que al encontrarse los meris
temos bajo la accidén de la combinacidn BA/AIA la produc-—
cidén de callo fué escasa, siendo de un 1%.0% y para la -
formacidn de yemas de un 10.0%, no hubo desarrollo de plan
tulas ni de raiz. En contraste, cuando los meristemos de -
C. annuum se encontraron en presencia de K/AIA, su potencial
morfogenético se expresd mejor gque en el caso anterior, ya
gue hubo induccidn de callo de un 97,0%, formacidn de yemas

41.0% vy desarrollo de pldantulas de 45.0%, aungque no se -



presentd formacidn de raices.

Los meristemos en presencia de BA/2,4-D y K/2,4-D,
s61lo produjeron callo, siendo mds abundante al estar pre-

sente la BA. En ninguna de las combinaciones se observd

la formacidn de Srganos. Estos resultados eran de esperarse

dada la ccidn del 2,4-D la cual tiende a acelerar la divis

sidn celular y en consecuencia la formacidn de callo

(Bvans, et al., 1981)

Correlacionando las Tablas ly2 observamos gque la mejor

combinacidén hormonal para la induccidn de callo ' fiié K/AIA,

ésta coincide con ambas especies, lo cual se puede atribuir

a gque la combinacidn hormonal tiene una accidn fisioldgi-

ca similar sobre el tejido. La combinacidn mds efectiwva

para la induccidn de yemas en €. chinense fué BA/AIA {(Ta-~

bla 1), esta misma en C. annuum (Tabla 2} undujo un porcen

taje muy bajo en la produccidén de yemas, pero al estar pre

sente la X con el AXIA en esta especie (Tabla 2) resulta ser

la mejor combinacidén para la induccidén de yemas, no asi

para C. chinense (Tabla'l) donde ésta combinacidnproduce

un porcentaje bajo de yemas. Resultados similares obtuvieron

Fari y Czakd (1981), al emplear la BA con el AIA y obtener

formacidn de brotes del hipocdtilo de C. anpuum “T. Hatvani®“.
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La combinacidén gue indujo mayor formacidn de pldntulas fué
K/AIA con C. annuum (Tabla 2), esta combinacidén en C. chinen-
se no produjo ninguna pldntula. Para la formacidn de raices,
la combinacidn mds efectiva fué K/ANA para C. chinense (Ta-
bla 1), y la formacidn de pléntulas con raiz se logré al -
emplear BA/AIA, en este caso el porcentaje de formacidn fué
reducido 8.0%, pero fué la uUYnica combinacidn en la que se
obtuvieron plédntulas completas en el caso de meristemos.
Como se menciond anteriormente, la combinacién BA/AIA fué en
dla gue se obtuvieron brotes usando como estructura’ vegeta-—
tiva segmentos de hipocétilo, en los trabajos de Fdri y --
Czakd (198l); en el presente trabajo, se emplearon meriste-
mos y se logrd la regeneracidn completa, es decir la forma
cidn de yemas, plantulas y pldntulas con raiz,. (Tabla i).
En las Tablas 1 y 2 observamos que las suxinas ANA y
ATA,en combinacidn con las citocininas BA y K fueron efec-
tivas en la induccidn de la morfogénesis, siendo la mejor BA/
AIA para C. chinense (Tabla 1) y K/AIA para C. annuum (Ta-
kla 2), no asi el 2,4-D en combinacidn con BA y K, con las
cuales s61lo indujo la formacidn de callo y el crecimiento
de éste (a excepcidn de X/2,4-D en la Tabla 1). Estos re-

sultados concuerdan con la mayoria de los informes donde



interviene el 2,4-D, el cual ha demostrado ser una hormo-—
na que induce la divisidn celular en los tejidos in vitro
por lc gue resultan estos cultivos en una proliferacidn de
callo (Gamborg y Wetter, 1975; Bajaj y Dhanju, 1979; Gamborg
y Shyluk, 1981; Street, 1977).

Al cultivar hipocdtiloc de €. annuum (Tablal3) obser-
‘vamos que la combinacidn mds efectiva para la induccidn
del callo fuéd K/ANA; la mejor combinacidn para la produccidn
de vemas fué K/AIA:; para formacidn de pldntulas BA/AIA,
estos resultados concuerdan con los obtenidos por Fari y -
Czakd (198l) quienes trabajaron con C. annuum “T. Hatvani',
El desarrollo de las raices se expresd mejor con la combi-
nacidn K/AIA y para la formacidn de pldantulas + raiz con BA/
AIA. En general, la combinacidn mds efectiva para inducir
la respuesta morfogenética del hipocdtilo de C. annuum fué
K/AYA.

Al comparar las combinaciones K/ANA y BA/ANA en los
cultivos de hipocdtilo de C. anpnuum (Tabla 3), hubo mejor
produccidn de calloc con K/ANA, sin embargo, con BA/ANA el
desarrollo de raiz fué mejor (68.0%) gue con la primera
gue fué de un 50.0%.

En las secciones de hipocdétilo sembradas en medio con
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BA/AIA (Tabla 3), se observa gue se generaron callos en un
87.0%, los cuales resultaron amarillentos y poco friables,
sin embargo se originaron yemas en un 9,0%, raices a partir
del callo en un 30.0%,las cuales tenian un buen desarrcllo
pero baja frecuencia y la formacidn de pldntulas y pldntulas
+ raiz en un 4.0%. Resultados similares fueron obtenidos -
poer Gunay y Rao.(1978) y Fari y Czakd (198l), al sembrar
hipocdtilo y obteniendo la formacidén de brotes bajo la mis
ma combinacidn hormonal usada en el présente trabajo. Se

ha hecho hincapié en la necesidad de analizar el efecto que
una determinada combinacidn y concentracidn hormonal presen
ta en un cierto explante, este hecho ha sido mencionado co
mo altamente especifico, incluso con respecto a la varie-
dad (Rubluo y Kartha, 1985), por lo gue nuestros resultados
adguieren mayorvsiqnificado en el sentido de presentar una
mayor amplitud en un rango de accién ya que se obtuvieron
resultados similares en variedades diferentes, a una pro-
veccién a futuro del trabajo, podria ser, ampliarlo a una
gama mayor de especies y variedades de Capsicum para probar
estas combinaciones y crncentraciones, buscando optimizar la
respuesta morfogenética para distintos explantes del géne-

ro y probando diferentes condiciones ambientales, las cuales
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han sido tambidén un factor importante en la induccidn de =

morfogénesis (Rubluo et al., 1984).

En el hipocdtilo de C. annuum bajo la accidn de K/AIA

(Tabla 3 ), se indujo mejor la morfogénesis que con BA/AIA,

aunque esta dltima combinacidn promévid la formacidn de plan

tulas y raiz vy la primera no, la combinacidnK/AIA supera

a BA/AIA, ya que la produccidn de callo fud de 89.0%, la

induccidn de yemas y raices a partir del callo en un 68.0%

Yy 79.0% respectivamente. Los mejores resultados que se ob-

tavieron fueron al estar presente elAIA, que es una auxina

natural, la concentracidn enddgena de esta auxina en el

hipocdtile disminye del dpice a la base

1979y,

(Vrga y Szendrd,
ésta se complementa con la concentracidn exdgena
en el medio, y de la cual el tejido toma, logrando ciertos

niveles internos; siendo entonces la parte superior del
hipocétilo la gue tiene mayor potencial morfogenético
(rdri y Czakd, 1981), por lo gque los explantes del hipocd-
tilo éue se sembraron fueron de la parte superior. Gene-
ralmente se requiere una citocinina en el medio de cultivo
de cada especie capaz de organogénesis somdtica directa,

estas, en la mayoria de los casos, sSe usan en combinacidn

con una auxina. Se han usado frecuentemente combinaciones



de K + AIA, BA + AIA y K + ANA (Evans, et al., 1981) aunque
se emplearon en el presente trabajo estas combinaciones, no
se logrd la organogénesis somdtica directa, siempre hubo
una fase preévia de callo.

Adn cuando en un porcentaje muy bajo (4.0%), la po-
tencialidad morfogenética para producir plantas a partir
del hipocdtilo de C. annuum quedd de manifiesto (Tabla 3)
por esta razdn se decidid explorar el comportamiento de
los callos en cultivo de modo que estas évaluaciones sirvan
de kase para posteriores trabajos intenten la induccidn de
embricgénesis somdtica en esta importante especie.

En la Tabla 3 podemos observar que el hipocdtilo en pre
sencia de BA/2,4-D, se induce abundante callo. No se obsetrvd
respuesta morfogenética debido a la presencia misma de la
auxina 2,4-D, gue como ya se sefialéd se emplea para la in-
duccidén de la divisidn celular y por’lo tantc la formacidn
de callo (Evans, et al., 1981l). La produccidn de callo fué
mds efectiva con la combinacidn K/2,4-D teniéndo un porcen
taje de 80.0% pues con BA/2,4-D fué de 64.0%. Esteirestalta-
do coincide con los de una gran cantidad de autores gue han
informado de los efectos del 2,4-D sobre la divisidnccélues

lar gue propicia la formacidn de un callo abundante. Este
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tipo de respuesta sirve come base para realizar trabajos en

la obtencidn, por ejemplo, de cultivos de células en suspensidn,

embriogénesis somdtica (Evans et al., 1981), lo cual es de

gran interés para fines prdcticos en esta rama.

Observando las tres Tablas, vemos gque la mejor produc-—

cidn de callo se obtive con K/AIA (Tabla 2) y la combina-

cidn menos efectiva fué BA/AIA . La mejor formacidn de ye-~

mas se logrd con BA/ATIA y la menos efectiva es 1la combina-

cidén K/2,4-D. E1l desarrollc de pldntulas fué mejor con la
combinacidn K/AIA, y donde hubo menor desarrollo de pldntu-
las fudé con BA/AIA. La induccidn de raices fué mejor con
K/AIR y donde hubo un porcentaje menor fué con BA/ANA,

Como se puede observar, algunas conmbinaciones resultan co-

herentes en la obtencidn de respuestas morfogenéticas y otras

no, asi

como para la induccidén del calleo, pero hay que tomar
en cuenta gue estamos relacionando dos especies diferentes

y dos estructuras distintas, y gue cada unarde estas tiene

necesidades fisioldgicas diferentes, tal es el caso de la
combinacidn BA/AIA gue produjo mayor porcentaje de pfdntu-
las + raiz con meristemos de C. chinense, sin embargo, la
la2 misma combinacidén con hipocétilo de . annuum fué la de

menor porcentaje, en la induccidén de pléntulas + raiz.



55

En las Tablas de C. annuum (Tablas 2 y 3) podemos ver

gue el hipocdtilo y meristemo en presenciadel ANA en combi
nacidn con las citocininas BA y K, tuvieron una conducta si
milar en cuanto que estos reguladores del crecimiento no -
fueron efectivos para la formacidn de brotes ni de pldntu-
las, pero si indujeron la produccidn de raices, las cuales

fueron muy grandes y abundantes. Esto implica gue las cons-

centraciones para esta auxina y citocininas no fueron las
adecuadas para disparar el proceso morfogenético completo,
por lo que seré necesario analizar una gama mds amplia de

combinaciones para ‘estos reguladores del crecimiento, en

particular, ya gue se ha reportado {(Evans et al., 1981},

que estas combinaciones tienen en muchas otras especies una

adecuada respuesta morfogenética.



TABLA 1

Respuesta Morfogenética in vitro de Meristemos de Capsicum chinense L. ¢v. habanero,
cultivado en medio MS suplementado con diferentes combinaciones de citocininas y
auxinas e incubado a 16h luz (1000 lux), 27°C.

Combinaciones y .Nimero de explantes y porcentajes(%) formados:

concentraciones(mg/1) : i :

fe: % .de Callo con:

citocininas auxinas g

(2.0mg/1) (1.0mg/1] callo | Yemas Pldntulas Raiz Pléntula + Rail
BA ANA 12/24 (50.0) ]11/24 (46.0) 0/24 (0 ) 4/24 (17.0) ) 0/24 ( 0 )
BA AIa 19/25 (76.0)119/25 (76.0) | 10/25 (40.0) 0/25 ( 0) 2725 ( 8.0 )
BA 2,4-D 10/30 (33.0) 0/30 ( 0) 0/30 ( 0 ) 0/30 (-0) 0/30 ( 0)
K ANA 19/22 (86.0) | 0/22 (0 ) 0/22 (0 ) | 17/22 (77.0) | 0/22°( 0 )
K AIA 23/24 (96.0) 5/24 (21.0) 0/24 ( 0) 0/24 (0) 0/24 ( 0)
K 2,4-p 8/22 (36.0) 1/22 ( 5.0) 0/22 (0) 0/22 ( 0) 0/22 ( 0}

9s



TABLA 2

Respuesta Morfogenética in vitro de Meristemos de Capsicum annuum L. &v. serrano,
cultivado en medio MS suplemezntado con diferentes combinaciocnes de citocininas y
auxinas e incubado a 16h luz (1000 1lux), 27°C.

Combinaciones y Mimero de explantes y porcentajes(%) formados:

concentraciones (mg/1)

fe: % de Callo con:

citocininas auxinas

(_Z.Omg/l) (1.0mg/1)} Callo Yemas Plintulas Raiz Pldantula + Raiz
BA . ANA 22/25 (88.0) 025 (0) 0/25 (0 ) 17/25 (68.0){ 0/25 ( 0 )
BA ATA 6/31 (19.0) 3/31 (10.0)} 0/31 (0 ) 0/31 ( 0) 0/31 ( 0)
BA 2,4-D 16/30 (53.0) 0/30 (0 ) | 0/30 (0 ) 0/30 (0 0/30 ( 0)
K 2ANA 16/21 (76.0) 0/2x (0) 0/21 (0 ) 12/21 (57.0) 0/21 (0)
K AIA 28/29 (97.0) |12/29 (41.0))13/29 (45.0)} 0/29 (0) 0/29 ( 0)
K 2,4-D 10/20 (50.C) 0/20 ( 0 ) 0/20 (0 ) 0/20 (0 ) 0/20 ( 0 )

LS



TABLA 3

Respuesta Morfogenética in vitro del Hipocétilo de Capsicum annuum L. ¢v. serrano,
cultivado en medio MS suplementado con diferentes combinaciones de citocininas y
auxinas e incubado a 16h luz (1000 1lux), 27°C.

Combinaciones y

concentraciones (mg/1)

Nimero de explantes y porcentajes(%) formados:

dé: . % de Callo con:

citocininas auxinas

(2,0my/1) (1.0my/1) | Callo Yemas Pldntulas Rajz : Pldntula + Raiz
BA ANA 22/25 (88.0) 0/25 ( 0) 0/25 ( 0 )| 17/25 (68.0) | -0/25:(-0.) -
BA AIA 20/23 (87.0) 2/23 (9.0) 1/23 (4.0) 7/23 (30.0)» 1/23 (4.0)
BA 2,4-D 21/33 (64.0) | 0/33 (o) | 033 (o0)| 033 (0) 0/33 (0 )
K ANA 22/24 {92.0) 0/24 ( 0) 0/24 ( 0)}12/24 (50.0) 0/24 (0)
K AIA 25/28 (89.0) |19/28 (68.0)] 0/28 ( 0) | 22/28 (79.0) 0/28 (0)
K 2,4-D 16/20 (80.0) 0/20 ( 0) 0/20 ( 0) 0/20 (0 ) 0/20 ( 0)

8s
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Cultivo de cCcallo

E1l callo es una proliferacidn de células del parén-
quima altamente desorganizadas. Con el tiempo los callos
pueéen mostrar centros meristemdticos o grupos individuales
de traqueidas y células pigmentadas. E1 callo se inicia y
se mantiene sobre un medio nutritivo in ' vitrd, esto con el
objeto de estudiar el crecimiento vegetal y desarrollo, asi
como explotar productos naturales y propagacidén. La forma-—
cidén de callo se inicia de un fragmento de tejido vegetal
aislado y sembrado sobre un medio nutritivo {(Constabel, 1984).

El uso del cultivo de callo es la técnica mds amplia-
mente usada para la creacidn de variacidn genética via cul
tivo de tejidos (Reisch, 1983).

Entre 800 somaclones {(variacidn generada en las cé-

lulas cultivadas por CTV), derivados del callo de arro:z
(Oryza sativa L.) solo 28.1% fué considerado el patron in-

herente normal para todas las caracteristicas observadas
(Oono, 1978, 1981, citado por Reisch, 1983). Los rasgos

alterados fueron analizados a través de dos generaciones,
Y éé encontraron cambios en las plantas, estaban altera-

das en su contenido de clorofila, fecha de floracidn, al-
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tura de la planta,fertilidad y morfologia. Estas variacio-
nes fueron producidas por las mutaciones ocurridas en las
células en cultivo,

La‘variacién somac lonal puede Ser explotada por los
canbios genéticos gue preexisten en toda la planta o cam
bios que ocurren en las cdlulas cultivadas (Barbier y Dulie,
1980 citado por Reisch, 1983). Esta variacidn puede ser con
siderada una extensidén Util del proceso de induccidn de
mutaciones, el cual abarca extensamente cualguier proceso
por el cual la variabilidad es inducida (Reisch, 1983).

El mantenimiento del tejido vegetal, especialmente
callo, por largos periodos in vitro resulta en una gran va-
riabilidad e incremento en el numeroc cromosdmico entre
los constituyentes celulares (Kao et al., 1966; Murashige
et al., 1968: Sacristdn, 1971 citados por Murashige, 1974).
‘ El mejoramiento’ vegetal tradicional se basa en la se-
leccidn entre variables genéticas individuales. La varia-
cidn genética expresada entre plantas regeneradas por se-
leccidn de cultivo celular, es un procedimiento apropiado
para usarse hacia el mejoramiento vegetal, tal es el caso

de Sorghum bicolor (Sorge), del cual se obtuvo cultivo de

callo de semillas germinadas asépticamente sobre medio MS
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con cutro diferentes concentraciones de aluminio (0, 100,
200 y 400jM), resultando plantas resistentes al aluminio
(smith et al., 1983), Georges'y Rao (1983), reportan que

al cultivar callo de cotileddn de Bragsica juncea (mosta-

za), que naturalmente produce semillas obscuras se obtu-
"vieron plantas que formaron semillas amarillas con mds a-

ceite. Al cultivar callo de coledptilo de Triticum aestivum

(trigo), se generaron plantas con mayor rendimiento en pro
duccidn (Charmaine y Mc Hughen, 1984).

Del cultivo de callo se pueden obtener también al
pasar éste a medio liguido, cultivos en suspensidén para in
ducir regeneracidn vegetal mediante organogéneéis o bien -
por embriogénesis somitica.

Lineas celulares variantes son generalmente aisladas
da protoplastos o mds comunmente de cultiveos en suspensidn.
En algunos casos, por ejemplo, Zea mays la regeneracidn ve
getal ha sido posible por cultivos en suspensién pero no de
protoplastos (Flick, 1983).

La resistencia a un herbicida o fitotoxina puede ser
seleccionada usando técnicas in’'vitro. Una simple seleccidn
positiva ha producido lineas de maiz resistentes a Helminthos-

porium maydis (Gengenbach y Green, 1975 citado por Flick, 1983),



y lineas de Nicotiana tabacum resistentes al herbicida pi-

cloram (Chaleff y Paisons, 1978a citado por Flick, 1983).

Cultivos en suspensidn de Nicotiana sylvestris Speg

Yy Comes y Capsicum annuum L., ambos expuestos y no expuestos

al mutdgeno etil metano sulfonato (EMS), han sido sometidas
por 21 dias a -3°% 3% Soc, réspectivamente (Dix y Street,
1976 citado por Tal, 1983). Las lineas celulares derivadas
de las células sobreévivientes fueron probadas para su re-
sistencia a tratamientos en frio. Alguﬁas de las lineas no
mos traron incremento de sobrevivencia cuando se les sujetd
de nuévo al stress, mientras gue otras retenian su resisteﬂ
cita después de un largo periodo de crecimiento a 24°. E1
tratamiento con el mutdgeno proméovid el aislamiento de 13i
neas celulares resistentes y estables (Tal, 1983). Una vez
lograda una linea celular con los caracteres desados se
intenta la regeneracidn de plantas via organogénesis o bien
"via embriogénesis para probar si el nuévo caracter se man-
tiene.

En el procedimiento de embriogénesis somatica las -
auxinas y el Nitrdgeno juegan un papel muy importante. Este
procedimiento se lléva a cabo por dos pasos:

1) la induccidn de masa embriogénicas o proembrionarias en

62
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ia presencia de altas concentraciones de auxina y 2) el
desarrollio de esas masas en embriones en la ausencia © en

presencia de baijas concentraciones de auxina

(Nadar et al.,
1978

Fujimura y Komamine, 1979 citados por Thorpe, 1982).
El cultivo de callo en el presente trabajo se inicidé

a partir del hipocdtilo de Capsicum annuum L. ¢év. Serrano

¥ se mantivo en medio MS en presencia de BA vy K (2.0 mg/l)

en combinacidn cada una de éstas con 2,4-D (1.0 mg/l), en

ambas combinaciones se obtuvo la mejor calidad y friabili-

dad del callo entre todas las combinaciones.

Los resultados de los experimentos llevados a cabo por

Cuitiveo de Tejidos, se expresan en descripciones tanto cua

litativas como cuantitativas. El crecimiento de un cultivo

en un periodo determinado, ya sea callo o cultivo en suspen

sidn se caractieriza por un incremento en el volumen © masa

v enh el mimero celular (Street, 1977).

Las tasas de crecimiento en callos frecuentemente se

expresan en base al incremento en peso fresco. El peso es

un pardmetro de crecimiento ya que permite seguir el incre
mento de la masa del tejido (Street, 1977).

La medida del peso seco de un callo da una estimacidn

de la actividad bioesintética de un cultiveo., El secado pro-
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longados de la muestra causa cambios oxidativos en el peso
celular seco y pérdida de agua {(Dodds y Roberts, 1982).

Como se menciond en los objetivos se pretendid obtener
una curva de crecimiento a partir del peso fresco y peso
seco del callo de C. annuum ¢v. Serrano.

La Tabla 4 nos muestra los promedios de lo% valores
del peso fresc& Yy seco obtenidos de las combinaciones
BA/2,4-D y K/2,4-D.

TABLA 4

En las Gréficas 1l y 2 estdn representadas las medias
de la Tabla 4, siendo la Grifica 1 para el peso . fresco,
obtenide con ambas combinaciones hormonales y la Grdfica 2
para el peso seco.

En estas grd&ficas podemos observar gue los incrementos
en peso para ampas combinaciones son paralelos, siendo mayor
con la combinacidn K/2,4~-D. Es importante hacer notar que
al pasar de la semana 7 a 8 se registra un aumento muy no-
table en el crecimiento del callo gue se encuentra en K/2,4-D.
En contraste, el crecimiento del callo en la combinacidn
BA/2,4-D no presenta este aumento. Debido a gue el comporta
miento general de los pesos fresco y seco es semejante, se

decididé hacer el Andlisis de Varianza, con los datos de los



TAB1LA 4

Promedio(a) de los pesos fresco y seco de callo del
hipocdtilo de €. annuum L. av, Serrano desarrollado en
medio M5 en presencia de BA/2,4-D y K/2,4-D.

Tiempo X pPeso X Peso X Peso X peso
(semanas) | Fresco (g)]Fresco (g)| Seco (g){ Seco (g)
(p) (c) (b) ()

3 0.009022 0.033208 0.000464 0.002766

4 0.105284 0.18232 0.00843 0.013256

5 0.066022 0.165666 0.000483 0.011182

6 0.163502 0.414488 0.011002 |0.023596

7 0.165214 0.321584 0.011898 }0.020212

8 0.411688 1.377388 0.030916 0.077984

9 0.589848 4.483656 0.039132 10.169118

(a) el wvalor promedio fué obtenido de cinco explantes
(repeticiones por semana)

(b) BA(2.0 mg/1l) + 2,4-D(1.0 mg/1)

(c) K(2.0 mg/1) + 2,4-D(1.0 mgr/1)
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pesos frescos obtenidos con ambas combinaciones hormonales
y detectar si existen diferencias significativas entre estas
dos combinaciones.

Se obtuvieron los intervalos de confianza para obsefvar
el rango de crecimiento de cailo por cada combinacidn y
para cada semana, con el objeto de estimar el crecimiento
de callo en cada combinacidn (Tabla 5).

TABLA 5

En la Tabla 5 podemos observar que al término de la se-
mana 3 el 95% de los hipocdtilos sembrados en la combinacidn
BA/2,4-D van a presentar un incremento entre 0.006941 y
0.011103g. Al caboc del mismo tiempo el 95% de los hipocdtilos
sembrados en la combinacidn XK/2,4-D tienen un incremento
entre 0.02545 y 0.040966g. Si observamos los intetfrvalos de
crecimiento de las semanas B8 y 9 en cada combinacidn, vemos
que el c¢recimiento dél callo es siempre superior en la combi
nacidn K/2,4-D que con BA/2,4-D.

Se realizd el andlisis de Varianza, con el objeto de
probar ‘las hipdtesis de si hay efecto de interaccidn o no
entre los factores, siendo estos el Tiempo en semanas,
(Factor A) y Tratamientos <on reguladores del crecimiento,

(Factor B), como se muestra en la Tabla 6.



TABLA 5

Intervalos de Confianza(¥*)

de los cultivos de callo de C.
fotoperiodo 16h luz, 1000 lux,
del crecimiento BA/2,4-D y K/2,4-D en medio MS sdlido.

para obsetrvar el crecimiento

annuum L. ¢V. Serrano con

27° + 1°c y los regiladores

Semana

BA{2.0 mg/1) +
2,4-D(1.0 mg/1)

K(2.0 mg/l) +
2,4-D(1.0 mg/1}

O o U e W

(0.006941,0.011103g)
(0.009621,0.200967g)
(-6.0136736,0.1457176g)
(0.0976548,0.2293492q)
(0.0505469,0.2798811g)
(0.204289,0.619087g)
{0.4943527,0.6853433q)

(0.02545,0.040966qg)
(0.0953036,0.2693364qg)
(-0.0145234,0.3458554q)

(0.0789355,0.7500405q)

(-0.0086594,0.6518274g)
{0.0367224,1.9180536q)

{(2.6802172,6.2870948g)

(*)

calculados con 95% de confiabilidad y para el peso
fresco



TABLA 6

Valores de los pesos fresco(g) de los cultivos de callo

a partir del hipocdtilo de Capsicum annuum L., ¢v. ferrano

en medio MS adicionado de BA/2,4-D y K/2,4-D a diferentes
Ssemanas.

Factor A Factor B Totales Medias
(semanas) (Reguladores del Crecimiento)
BA/2,4-D K/2,4-D

*
a. 0.00795 a. 0.02987
b. 0.00864 b. 0.02955

3 c. 0.01054 c. 0.02673 0.21225 10.021225
d. 0.01177 d. 0.03261
e. 0,00621 e. 0.04728

a. 0.03207 a. 0.11617
b. 0.0311¢0 b. 0.22512

4 c. 0.04532 c. 0.07563 1.43807 {0.143807
d. 0.25543 da. 0.18702
e. 0.1625 e, 0.30766

a. 0.00146 a. 0.058

b. 0.03827 b. 0.49502
5 c. 0.21260 c. 0.07632 1.15844 | 0.115844
d. 0.03361 d. 0.15464
e. 0.04417 e, 0.04435
a. 0.18229 a., 0.87595
b. 0.07231 b. 0.0139
6 c. 0.11673 c. 0.47776 2.88995 10.288995
d. 0.19939 d. 0.58735
e. 0.24679 e, 0.11748

a. 0.06832 a. 0.02718
b. 0.08103 b. 6.21224

7 &. 0.0839 c. 0.90812 2.43399 | 0.243399
d. 0.309869 d. 0.33168
e. 0.28313 e. 0.1287

a. 0.15847 a. 1.96133
b. 0.41553 b. 1.66152
8 c. 0.4484 c. 0.44937 8.94538 [ 0.894538
- d. 0.7429%7 d. 1.37802

e, 0.29307 e. 1.4367

a. 0.63888 a. 1.84248
. 0.5373 b. 6.08765
. 0.62603 c. 6.27627 25.36752 ] 2.536752
. 0.7022% d. 4.90152
. 0.44482 e. 3.31039

Totales 7.55295 34.89155

Medias 0.21579857 0.99690143
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(Continuacidén de la Tabla .6)
* a,b...e repeticiones de los tratamientos (reguladores

del crecimiento).
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Hipdtesis:

Factor A Hoz Bl = BZ"'B7

HA’ alguna es diferente

Facter B Ho: <<, = o<y

Hp: o¢, # Oy,

interaccidn Ho: no hay efecto de interaccidn

H,: hay efecto de interaccidn

Los resultados de los cdélculos para el modelo de

efectos fijos para un experimente completémente aleatorizado

de dos factores, se presenta en la Tabla 7 (Ver apéndice II

para cdlculos aritméticas).

TABLA 7

Tabla de Andlisis de Varianza para un experimento
completamente aleatorizado de dos factores.

Fuente |Suma de Grados de Cuadraqos Razdon de Variancias
Cuadrados(S.C.)|Liber tad{G.L.) | Medios{(C.M.)|o F Calculada(Fc)
A 48.38994 8.06499 26.874619
B 10.677129 10.677129 35.578938
28 29,787581 6 4.9645968 16.543313 g
Trats
mientos 88.883465 13
Resi~
dual 16.805425 56 0.3000969
Fotal 105.69089 - 69




Los valores de cada F. se comparan con los valores de
F obtenidos de las Tablas de percentiles de la distribucidn
para: el primer caso el valor de F de Tablas es F(6,56)=
4.0 para el segundo dato y para el tercero

2:25; F(y,56)"

F(6,56)= 2-25-

Dado gue el valor de F de Tablas (Ft) es menor que el
"valor de FC, se rechaza la hipdtesis nula y se dice gque el
‘valor de F calculada(Fc) es significat%vo. Una’ vez realizado
el Analisis de Varianza, se concluye gque hay efecto de inte
raccidn entre el tiempo y los reguladores del crecimiento
(Factor A y Factor B respectivamente), entonces se obtiene
la Fc con el objeto de observar si el crecimiento de callos
en alguna de las combinaciones en cada semana es diferente.

Esto se hace porque en el Andlisis de Varianza resulté sig

nificativa la interaccidn entre los factores.

Tabla 8

Valores de Fc con respecto al tiempo (semanas)

Semana FC
3 0.0487549
4 0.4944171
5 0.8274106
6 5.2494977
7 2.0376314
8 77.714708
9 1263. 4783
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Se obtiene el valor de F de las Tablas con 95% de con

fiabilidad y con valores para el numerador y denominador -

de 1 vy 13 respectivamente F'%i 13)= 4.67 y se compard con
’

los valores de F_.. Observamos gue el valor de la semana 6

resultd significativo, y los de la semana B y 9 fué alta-

mente significativo, es decir, hay diferencias muy marcadas

en los pesos frescos obtenidos entre las combinaciones

BA+2,4-D yK+2,4-D. Las diferencias resultan mds significa-

tivas en las semanas 8 y 9, y esto 1o vemos reflejado en

la grdfica 1 donde se observa gue el crecimiento se incre-

menta notablemente en la combinacidn K/2,4-D para estas

Semanas.

En las grdficas 3,4,5 y“6, se presentan cada uno de
ios valores del peso fresco gue se encuentran tabulados
en la Tabla 6 y de los cuales se sacd el valor de las medias
.semana para poder construir las grdficas 1 y 2. En lias
grdficas 3 y 4 se encuentran dispuestos los datos por nime
ro de repeticiones en cada semana, y en las graficas 5 y 6
estdn graficados por dia para’ ver mds claramente la tenden

cia que tienen estos, En estas grdficas (3,4,5 y 6) pode-

mos observar una clara tendencia a formarse una curva de

crecimiento, esta tendencia se ve mas clara en las grdéficas

74
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4 ¥y 6 cuyo comportamiento es mds uniforme y gue corresponde
a la combinacidn hormonal K/2,4-D., Estas grdficas tienen se-
mejanza con los reportes hechos por 3teward & Caplin (1954)
en donde cultuvan explantes del floema de zanahoria bajo
condiciones estandar en um medio basal con agua de coco y
construyen una curva de crecimiento (peso fresco) contra el
tiempo (dias), esta cutva tiene una definida fase exponencial
sin formarse la fase estacionaria. Una curva de este tipo

es obtenida también por Yeoman, Dyer & Robertson (1965),
Yeoman (1970), Robertson (1966), cultivando explantes de
tubérculo de alcachofa, el tejido fué disectado en la luz

Yy cultivado en medio liguido con 2,4-D y agua de coco a

25°c (street, 1977).

Filner (1965) cultivd células de Nicotiana tabacum
var Xanthii {(linea XD) en un medio minimo con una sola
fuente de nitrdgeno, no se forma una fase lag, pero el
peso seco por unidad de volumen se incrementa exponencial-
mente a los diez dias, (Street, 1977). Street (1977) al
cultivér células de Rosa sp. Paul's Scarlet en un medio
gquinicamente definido, obtuvo una cutrva exponencial cuya
fase de crecimiento es corta y decliné gradualmente antes

de alcanzar la fase estacionaria. En general, las grédficas
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3,4,5 y 6 tienen un compdrtamiento Similar a lo obtenido por
otros autores, ya que en ellas vemos una tendencia a formarse
la curva de crecimiento.

Como se pudo observar, los andlisis estadisticos apo-
yan que la combinacidn K/2,4-D fué la mds adecuada para
generar abundante callo. Esto nos sirve como base para
empezar trabajos de variacidn somaclonal, cultivos en sus-
pensidén o bien trabajos de embriogénesis somdtica, en los
cuales, al obtener una gran produccidn de callo, este se
transfiere a un medio fresco y con ciertos requerimentos
que induzcan la formacidn de embrioneﬁ.para que estos
formen plédntulas. La masa del callo es capaz de formar
embriones u organizar meristemos, va gue cada célula retiene
toda la informacidn gendtica requerida para desarrollar una
planta conpleta, yva que estas son totipotentes (Butcher e
Ingram, 1979).

En las.combinaciones,la auxina 2,4-D es comun para
las citocininas K y BA. En la formacidn de la cukwva de
de crecimiento, se ve que la BA no fué efectiva para desenca
denar una produccidn masiva de callo y por lo tanto ni de
la divisidn celular, cuando se combind con K se desencadena
una buena induccidn de callo y la divisidn celular fué més

rdpida, dando como resultado que la masa celular del callo

80



fuera mds abundante que con BA. Esto se’ ve claramente com
probado en los resultados estadisticos,,ya gue en todos
ellos resulta ser la K en combinacidn con el 2,4-D, las
gque mejor inducen la formacidn de callo.

Nuestros resultados muestran (Tablas 2 y 3) gue de
las dos citocininas probadas (BA y K) la kinetina tuvo
una mejor respuesta morfogenédtica en términos de regenera-
cidn, asi como en potencialidad (formacidn de yemas) por
lo que al inducirse también una mayor Eantidad de callo
con esta citocinina es probable que pudiera dispararse

el proceso de embriogénesis subsecuentemente.
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6.0 CONCLUSIONES

1. Se comprobd que al utilizar concentraciones altas
de auxinas y bajas de citocinihag se induce la proliferacidn
de callo. Alternativamente, una baja concentracidn de auxinas,
con una alta concentracidn de citocininas, promuéve la for
macién de yemas y/o pldntulas. Por esto, podemos decir que
las técnicas de Cultivo de Tejidos Vegetales, pueden ser
éplicables a cultivares de importancia econdmoca y alimen-
ticia en México, tenidndo la seguridad de la recuperacidn
de pldntulas , ain cuando en cada caso es necesario afirmar
las técnicas para ogtener altos rendimientos de pléntulas.
2. En las publicaciones dadas a conocer por Gunay y
Rao (1978); F&ri y Czakdé (198l), se obtiuvieron mejores
respuestas morfogenéticas usando el hipocdtilo con la
combinacidn BRA/ATIAY por otra parte, en el presente trabajo
se utilizd como explantes el hipocdtilo y meristemo bajo
diferentes combinaciones hormonales, en donde encontramos
que: para el meristemo, la mejor respuesta morfogendtica
fué bajo la accidn de K/AIA e igual respuesta tuvo el
hipocdtilo. La mejor produccidn de callo a partir de meris

temos se obtuvo con K/AIA y para el hipocdtilo fué la com-~
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binacidén K/ANA.

3. En general, el mejor explante para fines de propa-
gacidn fué el meristemo.

4. Al considerarse la auxina 2,4-D en las combinaciones
probadas y de acuerdo a la grdfica 1, la mayor y mejor
produccidn de calle se logra con la combinacidn K/2,4-~D.

5. Empleando 1as téenicas in'vitro y de acuerdo a los
resultados presentados, se obtiene la induccidén de abundante
callo, lo cual es un paso preliminar necesario para pos-
teriormente realizar lineas de ihvestigacidn tendientes a
establecer la embriogénesis somdtica.

6. Las variaciones que presentan los resultados en
relacidn a las respuestas y comportamiento del callo,
podemos atribuirlos a la amplia variabilidad genética que
presentan los cultivares mejorados como el &v. Serrano.

7. Se logré la obtencidén de las curvas de crecimiento

a partir del callo del hipozdtilo de Capsicum annuum L.

¢év. Serrano.
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APENDICE I. MEDIO DE CULTIVO MS

SOLUCION CONCENTRADA 1:
MACRONUTRIMENTOS
20 litros X 400 ml

SOLUCION CONCENTRADA 2:
10 litros X 100 ml
SOLUCION CONCENTRADA 3
MICRONUTRIMENTOS

20 litros X 200 ml

SOLUCION CONCENTRADA 4:

20 litros X 100 ml

SOLUCION CONCENTRADA 5:
20 litros X 100 mi

SOLUCION CONCENTRADA 6:
VITAMINAS

10 litros X 100 ml

10X
NH,NO,~mmmm e 1,650 mg/l ————- 16,500 mg/10 1.
L R 1,900 mg/1 ----- 19,000 mg/10 1.
Mg80, " TH,0-——— . 370 mg/l ——-—— 3,700 mg/10 1.
KHZPOZ————-—e— 170 mg/l -—=—- 1,700 mg/10 1.
Caclz'ZHZO———J 440 mg/l ————- 4,400 mg/10 1.
3 . 0.83 mg/l —m——m 8.3 mg/10 1.
HBBO3 ————————— 6.2 mg/l ————- 62.0 mg/10 1.
Mnsoq‘dﬂzo-—— 22.3 mg/l m———- ~223.0 mg/10 1.
Zn504'7H20———— 8.3 mg/1 ————- 83.0 mg/10 1.
NaMoO, * 2H,0----0.25 mg/l —————— 2.5 mg/10 1.
CusSO, " 5H,0-~-~ 0.025 mg/l —~——= 0.25 mg/10 1.
Coclz'ﬁﬁzo———— 0.025 mg/l ————— 0.25 mg/10 1.
Na,EDTA-—-—--—- 37.3 mg/l ——-—m—— 373 mg/10 1.
FeS0, " TH 0---= 27.8 mg/l —-———-— 278 mg/10 1.
Inositol—-————- 100 mg/l ———m 1000 mg/10 1.
Acido Nicotinico--0.5 mg/l ———e-- 5.0 mg/10 1.
Piridoxina*HCl —--0.5 mg/1l ———-v- 5.0 mg/10 1.
Thiamina ' HCl-————— 0.1 mg/l —-————- 1.0 mg/l0 1.



APENDICE II. FORMULAS ARITMETICAS PARA EL ANALISIS DE VARIANZA

Fuente sc G.L. cM R.V.
a - 2
A sc.e izt i7" -C
A bn a. -1 CMA=SCA/(a-1) CMA/CMreSi Gual
b
i1 T.2.-
B sc-AL 3 . /
an b -1 OMg=SCh 1) Ma/Mpegidual
AB SCAE=*Ciratam.~a3Cg M E™5Can,
(a-1) (boy) (3D >-1)  agy SO s
Trata- SC =
mientos tratam. (ab-1}
a b
T, .2
i=l =1 M .
n
=i Avn
Residual Scresidualzz
Ceotal “Feratan  abn-1) @
Scresidual
ab({n-1
a b n 2
Total a1 g=1 k=l T3ROS SCigea

SC= Suma de Cuadrados
G.L.= Grados de Libertad
CM= Cuadrados Medios

R.V.= Razdn de Variancia o -+
F Calculada (Fc)
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