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RESUMEN 

El chile es un recurso económico importante y un organismo que representa todo 

un reto para la ingeniería genética en la obtención de plantas transgé.nicas de esta especie. 

En el presente trabajo se dio un paso más en el cultivo in vitro de- este organismo. Se 

logró determinar que el explante adecuado para la androgénesis' fuer~~ obtenidos de 

botones florales de 3 a 4 mm donde los que los pétalos fueron ligeramente mayores que 

los sépalos y el tamaño adecuado de las anteras fue el de 2.5-3 mm de longitud. El mejor 

medio para la generación de embriones fue el medio MS 1 (2,4-D 0.01 mg/L + 

cianobalamina 0.03 mg/L), adicionado con L-cisteina l mM y en las condiciones de 

cultivo de un pretratamlento en oscuridad a 4ºC (2 días) posteriormente a 35ºC (S días) y 

finalmente a 25ºC (8 días) para posteriormente ser mantenidos a 25ºC y una intensidad 

luminosa de 70 µmol/m"2/s"1 hasta la obtención de plántulas. La variedad que mejor 

respondió fue la UAAN 95 155 con el 7 % de embriones/ tratamiento. Resultados menos 

favorables se lo~ó'ri e'n los medios MS 1 sin L-cisteina con la variedad Pimiento 

Capricho y el ~edió N-N con un 1% de carbón activado y en el material UAA 95-26 

: ' Tipo Ansheim Loulle generando ambos medios 1 % de embriones, esto significó un 

embrión por antera y 0.01 como la media de embriones por explante, el medio MS 2 no 

indujo la formación de embrión alguno en ninguna de las variedades y materiales 

cultivados. Se pudo observar que los embriones de chile presentaron una gran 

sensibilidad a la manipulación mecáni.ca ya que el simple cambio del embrión a un medio 

fresco ocasionó la generación de callo. El uso de O.S mg/L de AJA generó la formación 

de callo en los embriones que se desarrollaban a plántulas. Por otra parte, en el medio MS 

1 el material UAAN 95 14Z tuvieron una respuesta del 2% esto quiere decir el 2% de 

anteras con formación de embriones y 0.02 embriones por explante. El material UAAN 

99-29 mostró un 1 % de generación embriogénica en el medio N-N con carbón activado. 

En la variedad UAAN 95 155 se obtuvo hasta 5 embriones de un sólo explante. 

iv 

___________________ .........._____ 



t. INTRODUCCIÓN 

1.1 Generalidades 

El chile, junto con el maíz y el frijol fueron los p~incipales 'piiarés de la 

alimentación de las culturas de Mesoamérica (Laborde-Cancino /P6'zó-Campcldico, 1984). 

Desde tiempos precolombinos, el chile ~ra !'~ los nah~s ~uy i~pclrtaÍtte desde el punto 

:;e~;~:.ª~:::::1}e:~ü~i~~~7~;~~\~f~!1~~::1~f~::~::::~: :~ ::~:: 
'. .·/,:· '.:'·±'¿,;o~· ~::·7:-:::.,;:'- ;)'i·.·;~":l..;'.¡_~;o-~-~1~:.:~A~fj~.~'frü·\~~;~~;:",:-~:.~;:<.,'>:1';,.. · 

chile era usado para el castigó' de iíiños''éófoi:aiiaolos directamente sobre el humo de chiles. 
: ·.> ,·': ~~·.·./:~:;t·· ~}I¡~-.,,~ ··::(Y:1~.t:::::;::,.~·':';ti,::\·;t\!f/) ~~~,~,:~;1.'., ·,: 

Esta tradición pe,rdlJl1l h:ista el dfa de hoy en algunos grupos indígenas en Oaxaca. Colón 

fue el p~in'ler e~~ó~'(; eÜ iritmducir á Europa estas picantes bayas, que rápidamente se 

disper~b~~r'tiJ'd()~ l~s rinco~es del planeta {Andrews, 1995). 

Capsiéum annuum (Anexo 1), mejor conocido para la mayoría de los mexicanos 

.. como ."chilé pertenece a la familia Solanaceae y se compone de aproximadamente 20 a 30 

especies que crecen en los climas tropicales y subtropicales del continente americano. 

Cinco especies son de importancia agrícola: Capsicum annuum L., C. chinense Jacquin, C. 

pendulum Willdenow, C. frutescens L., y C. puhescens Ruiz y Pavón. Estas especies 

representan un recurso de suma importancia económica para distintos paises y 

principalmente para México ( Pérez-Grajales et al., 1997). 

El chile (Fig.I) es una planta con una gran heterogeneidad genética, lo cual 

posiblemente sea una consecuencia de largos periodos de selección y relativo aislamiento 

por las distintas regiones de México y sus pobladores (Rzedowski, 1981 ). 

1.2 Origen y distribución 

El género Capsicum probablemente ya era consumido por los seres humanos antes 

de su domesticación. El arqueólogo R.S. MacNeish descubrió semillas de chile en 

Tamaulipas y en Tehuacan. Puebla que datan de 7,500 años A.C. Hallazgos similares en 

Perú fueron descubiertos en la cueva del Guitarrero, donde las semillas datan de 6,500 A.C. 



Siri embargo, los expertos están convencidos que los chiles fueron domesticados hasta 

3,300 A.C. (DeWitt y Bosland, 1993). 

El posible ancestro de las variedades de C. annuum es el tipo silvestre chiltepin ( 

Capsicum annuum var. aviculare). Esta especie tiene una amplia distribución desde 

Sudamérica hasta el sureste de Arizona. En contraste, las variedades annuum cultivables 

estuvieron originalmente localizadas en México y América Central. Esta distribución 

sugiere que C. annuum fue domesticada en México entre 7,500 y 2,500 A.C. (DeWitt y 

Bosland, 1993). Aunque el origen del género Capsicum es incierto, se puede suponer que el 

chile se originó en Sudamérica (Andrews, 1995). 

La mayoría de las especies comerciales pertenecen a Capsicum annuum (Anexo 2) y 

su amplia distribución en América (aún antes de Colón) y en otros paises se debe en parte a 

una tendencia natural de Capsicum a la hibridación, asi como al hecho de que estas plantas 

son colonizadoras por naturaleza, lo cual se refleja en su amplia distribución alrededor del 

mundo (Andrews, 1995). 

jfilJ. l. :t)lanta br €11p11imm 11nnnum, tipo pasilla, urrirnbo rn inbrrnabrro 
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l.3 Producción 

El chile tiene múltiples usos y su popularidad como comestible está creciendo 

rápidamente. El uso del chile como especia es ampliamente explotado por las grandes 

industrias de alimentos acompañando productos cuyos nombres comunes son ··catsup'", 

"nachos··, cacahuates, salsas picantes, etc. El chile se usa como verdura, principalmente 

acompañando comida étnica, como es el caso de la comida mexicana: enchiladas, chalupas, 

carne con chile; y platillos chinos. 

El consumo de chile en forma de especia es mucho mayor en México que en ningún 

otro país. La venta del chile deshidratado en México, centro y Sudamérica es una 

importante fuente de ingresos para esos países. Los tipos de chile más importantes que se 

venden en esta fonna son: serrano, jalapeño, ancho, mulato, chiltecpin, chile piquin, pasilla, 

cascabel, guajillo, catarina, new méxico, anaheim, de árbol, cuzqueño en Perú (Andrews, 

1995). 

Como ya se mencionó, el chile representa un cultivo de mucha importancia 

económica para México, lo cual se puede observar en los volúmenes de producción de chile 

en los estados de Chihuahua y Sinaloa y también por· su producción mundial. Al 30 de 

septiembre del 2001 se reportaron 1, 190,405 toneladas de chile producidas en los distintos 

estados de la República Mexicana (Fig.2) (página en red: www.siea.sagar:pa.gob.mx). 

La producción mundial de chile fresco (Tabla 1) es de cerca de 1 O millones de 

toneladas métricas, 46% de la cual se centra en Asia donde China es el principal productor. 

Los paises del sureste de Europa son los segundos en importancia con el 24% de la 

producción mundial. África, Norte y Centro América producen una cantidad menor de chile 

fresco (Wien., 1997). 

} 
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ll:abla l. .{;lrobucción munbial br tbilr por paÍ!irli en el año 200\ (página m rrb: 

IDIDID.cbilrprpprrinstitutr.org/statli.btm). 

Principales paises productores Toneladas métricas I año 
de chile 

China 8,238,000 

México 1,961,191 

Turquía 1,400,000 

España 965,200 

USA 885,630 

Nige~ia 715,000 

131,000 

109,000 

100,000 

80,000 

s 



t • .a Características fitoquímicas 

El sabor típico de algunas de sus variedades del chile se debe a una serie de 

compuestos llamados capsaicinoides, que a su vez se les relaciona con sus propiedades 

digestivas y diuréticas (Lorente-Herrera, 1999). Los frutos de chile son especialmente ricos 

en vitamina C (Tabla 2). 

il:abla 2. ltompotiitión nutricional br '4 tipos br cl)ilr bula por caba 100 11 be 

proburto('l.orrnte ·J.!rrrrra. 1999). 

Tipo de chile Sweet green Sweet red Hot green Hot red 

Proteínas 1.2 g 1.4 g 2.3 g 2.3 g 

Lipidos 0.2 g 0.3 g 0.2g .· 0.4 g 

Azúcar 

Fibra 

Vitamina Bl 

Vitamina B 12 

Niacina 

Vitamina C 

Calcio 

Fósforo 

Hierro 

Sodio 

Potasio 213mg 564mg 

Valor energético 22 calorías 31 calorías 37 calorías 65 calorías 

*IU- Unidades Internacionales. 

6 



En la tabla de requerimientos climáticos podemos observar que las plantas de chile 

son sensibles a temperaturas menores a 16ºC y mayores de t SºC. El rango adecuado de 

humedad oscila entre 50 a 70%, niveles más bajos de humedad afectan negativamente a 

esta planta. El chile también requiere suelos profundos y con buen drenaje como por 

ejemplo el tipo franco con poca cantidad de arcilla pero rico en materia orgánica, calcio, 

pota5io y magnesio con un pH que oscila entre 6 y 7. (Tabla 3) (Lorente Herrera, 1999). 

1!::abta 3. l\rqutrimitnto• dimátito• lit C.tplt'mm 11nnuum. 

Fructifiración 

Punto de congelamiento -1 ºC 

Crecimiento cero 

Mínimo requerido 
crecimiento 

Temperatura óptima 

Máxima temperatura 
crecimiento 

Optima 

Temperatura mínima 

Temperatura óptima 

Temperatura máxima 

Temperatura mínima 

Temperatura óptima 

Temperatura máxima 

7 



t.S Enfermedades 

Capsicum annuum es atacado por distintos tipos de microorganismos que pueden 

provocar desde el amarillamiento de la planta hasta su muerte. Dentro de las enfermedades 

provocadas por bacterias se encuentran: el ablandamiento de la raíz causado por Erwinia 

carotovura, la mancha bacteriana producida por Xamhomonas campestris pv. vesicaturia y 

el marchitamiento bacteria( causado por Pseudomonas solanacearum (DeWitt y Bosland, 

1993). 

Dentro de los hongos que producen enfermedades tenemos a Cercospora capsici 

que afecta las hojas; Phythium, Rhizoctonia y Fusarium, que están asociados con la 

pudrición de la raíz; Phyluphthora capsici relacionado con marchitamiento del chile y 

leveil/ula Jaurica el cual ataca las hojas de las plantas (DeWitt y Bosland, 1993). 

Hasta antes de 1966, el chile presentaba como principal problema el ataque por 

hongos, sin embargo, a partir de esta fecha las enfermedades causadas por virus han ido en 

aumento causando daños importantes a este cultivo (Laborde-Cancino y Pozo­

Campodonico, 1984). Los virus atacan a Capsicum annuum alterando su metabolismo y 

causando anormalidades del crecimiento tales como el enchinamiento y la coloración 

anormal de las hojas, tejido muerto y mosaico de las hojas y frutos. Una planta puede ser 

atacada por diversos virus y puede expresar distintos sintomas a la vez. Los virus pueden 

ser transmitidos de planta a planta· por insectos, áfidos, o por el manejo de plantas 

infectadas. Algunos ejemplos de virus que atacan al chile son: el virus del mosaico de la 

alfalfa (AMV), el virus del enchinamiento superior de la remolacha (BCTV), el virus del 

mosaico del pepino (CMV), el virus moteado del chile (PeMV), el virus del mosaico de 

tabaco (TMV) y el virus de la papa (PVY); éste último es el virus más común en el chile y 

es transmitido por áfidos. 

Los insectos también pueden ser un problema en los cultivos de chile y causar dailos 

a las plantas. Pérez-Grajales et al. ( 1997) cita por ejemplo al Barrenillo o picudo del chile 

(Afllohonomus eugenii Cano) como una plaga muy común en México; el pulgón verde 

(Myzus persicae Sulzer), el cual se presenta en el ciclo vegetativo de la planta, es un vector 
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transmisor de virus. Otras especies no se encuentran con una distribución tan amplia y solo 

se le9 encuentra en ciertas regiones, como es el caso del minador de la hoja (Liriomyza 

munda Frick), o el caso de otros organismos como la araña roja (Tetranychus shoenei Me 

Gregor), la pulga saltona (Epitrix sp.), la mosquita blanca (Trialeurones vaporariorum 

West) y la diabrótica (Diabroticas spp.) (Pérez-Grajales et al, 1997). 



2. ANTECEDENTES 

2.l. Técnicas de cultivo de tejidos vegetales 

El cultivo de tejidos vegetales consiste en una serie de técnicas que permiten el 

cultivo y manipulación, bajo condiciones artificiales y controladas, de células, tejidos y 

órganos. vegetales. Mediante estas técnicas se permite el establecimiento, mantenimiento 

y desarrollo de cualquier parte de una planta, desde una célula hasta un organismo 

complejo (Pérez-Molphe Balch et al., 1999). 
. - -. . . 

.. L~s mét~d~s ,eíu~- son teóricamente posibles para la propagación de plantas in 
·· .. ·'· - ,·_ :-,¡··>·' .. ' 

vitro son esencialinentei .. ';'.\·:.-.· 
' ' "¡ ,,. \ ' •. ¡'i ' 1- ~: - • ~ • ":' '. ' "; 

1. La iri~l~i~¡i·j~~;;~·~:~~ brotes a partir de yemas axilares . 
• <"· .-~~' '. ·... • '.. .. • '~··,: .:-:' 

2. Mediw:it~ la• fo~ación de brotes adventicios y o de embriones somáticos ... 
adventiCios (George, 1984). 

Una forma de obtener embriones no cigóticos en el cultivo de tejidos vegetales, 

es mediante un proceso llamado embriogénesis. 

La embriogénesis, dependiendo del origen del embrión, esta dividida en 

embriogénesis somática y embriogénesis androgénica. 

La embriogénesis somática es un proceso asexual por lo que las nuevas plantas 

serán exactamente iguales a la donadora de la célula o tejido inicial. Se pueden 

obtener embriones somáticos a través de dos vías (Ezura, 1997): 

a. Directa. La embriogénesis somática directa consiste en la formación de 

embriones somáticos o tejido embriogénico directamente del explante sin la 

formación de una fase intermedia de callo (Gamborg, 1995). 

b. Indirecta. A partir de callo o cultivos en suspensión, obtenidos a partir de la 

proliferación de células de los explantes, o bien de embriones originados a 

partir de callo obtenido de explantes de los órganos especializados de la 

planta (George, 1984). 
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La embriogénesis androgénica se logra mediante el cultivo de anteras o 

microsp~r~ d~ pl;;:;tas, y da como resultado la producción de haploides o dobles 

haploides (Ezura, 1997). Las células gametofiticas (microsporas o megasporas) se 

pueden inducir, en el cultivo, a abandonar su curso ontogenético normal para seguir una 

vía esporofitica que conduzca a la formación de esporofitos haploides. Se llama 

androgénesis cuando las microsporas originan embriones y plantas, y ginogénesis 

cuando se obtienen los mismos productos a panir de óvulos y de ovarios (Roca y 

Myroginski, 1991 ). 

3. Organogenésis. La Organogenésis consiste en la producción de órganos 

(raíces, brotes y flores) a partir de callo o cultivos en suspensión (Dodds, 

1995). 

La organogenésis se divide en directa e indirecta. 

a. Directa. En este método de micropropagación, brotes adventicios 

surgen directamente de los tejidos del explante y no de un callo 

formado previamente. 

b. Indirecta. Brotes y órganos son generados indirectamente cuando 

ellos son formados a partir de callo desorganizado o de cultivo de 

células (George, 1984). 

2.2. Importancia del cultivo de anteras 

Debido a la importancia cultural y económica de esta especie se propone el 

cultivo de tejidos vegetales y particularmente, el empleo del cultivo de anteras en chile. 

Esta metodología es importante ya que mediante este procedimiento podemos obtener 

líneas puras en un tiempo más reducido que el que normalmente tomaría 

autofecundando una planta (cinco o seis ciclos de aproximadamente 3 meses o más). 

Además por esta técnica se pueden eliminar los genes no deseados. Las plantas 

haploides obtenidas por medio del cultivo de anteras permiten una reducción de la 
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variabilidad genética lo cual resulta ideal en el mejoramiento de plantas de interés 

agrícola como lo es el chile. 

Sin descartar otras ventajas de esta técnica para la generación de plantas 

haploides como lo son la ausencia de variación dentro de la segregación de familias, 

ausencia de variabilidad debida a dominancia y disminución en los efectos de variación 

debida al medio ambiente (Ochoa-Alejo, 2002). 

2.3. Perspectivas 

La generación de plantas haploides de chile a partir del cultivo de anteras in vitro 

requiere un estudio más extenso acerca de los requerimientos nutricionales y la 

concentración adecuada de reguladores de crecimiento para las plántulas de chile 

obtenidas en estas condiciones. 

Este trabajo solo es el principio de una serie de experimentos que pueden 

contribuir al conocimiento de la genética de esta especie, en especifico. acerca de la 

embriogénesis androgénica y los factores que intervienen en ella. Por otro lado, también 

nos permite la posibilidad de generar plantas haploides de chile en tiempos 

relativamente cortos a través de la androgénesis, lo cual nos permitirá incursionar más 

rápidamente en el fitomejoramiento de esta planta y, por ende, todas sus aplicaciones 

económicas. 

2.4. Marco histórico del cultivo de anteras 

La obtención de plantas a partir de granos de polen se ha venido realizando in 

vitro tanto en plantas dicotiledóneas como monocotiledóneas (George, 1973). Se han 

tenido reportes de la ocurrencia de plantas haploides desde 1922, pero fue hasta 1933 

que la obtención de embriones de la misma semilla en una de las especies de Linum se 

dio a conocer como un recurso para la obtención de plantas haploides (Christensen y 

Bamford, 1943). 

Los primeros intentos para la obtención de plantas haploides a partir de granos de 

polen in vitro se registran a partir de 1950. Utilizando polen de diferentes 

gimnospermas, se lograron obtener pequeños brotes a partir de callo. En 1967, Guha y 
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Maheshwari, obtuvieron las primeras plantas a partir del cultivo in vitro de anteras de 

Datura inoxia (Toloache). Éste fue el punto de partida en las 200 especies que 

proseguirían en ser estudiadas exitosamente en medios artificiales (Pérez-Molphe Balch 

et al., 1999). 

El cultivo.de anteras in vitro de chile ha venido avanzando en el tiempo con el fin 

de obtener. planillS . háp!ÓÍdes; Wang et al., en 1973 reportaron por primera vez la 

obtención de plantas hapl~idesm~diante el cultivo in vitro de anteras de chile (Saccardo 

et al., 1974).' George y Narayanaswamy (1973) encontraron que la aplicación exógena 

de ácido indolacético (AJA) en sus experimentos fue determinante para promover la 

embriogénesis; sin embargo, solo pudieron obtener un 1 % de plantas regeneradas. 

Muchos otros estudios se han llevado a cabo después de ellos, investigando no solo el 

medio de cultivo sino también tomando en cuenta otros factores que pudiesen afectar la 

frecuencia en la inducción de embriogénesis; por ejemplo, Sibi et al., (1979) lograron 

obtener de 1 a 3 plantas por cada 100 anteras cultivadas; ellos usaron como indicador de 

la primera mitosis de la microspora el momento en que los pétalos y los sépalos eran de 

la misma longitud. Tamhién con el fin de inducir la embriogénesis, aplicaron a las 

anteras un pretratamiento de 4 ºC por 48 horas, utilizando como medio base el Cm 

(variación del medio MS, ya que existe una diferencia en la concentración de sales en 

ambos medios así como ausencia de vitamina 8 12 en el medio MS el pH es de 5.7 y de 

5.9 en el Cm.) conteniendo ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (2 mg/L), cinetina (2 

mg/L), vitamina B\2 (0.03 mg/L), EDTA, sacarosa (3%) y agar (8%). En 198\a Dumas 

de Vaulx et al., determinaron que pretratamientos a altas temperaturas (35 ºC) y 

ausencia de luz por un período de 2 a 8 días provocaron en las anteras cultivadas in vitro 

que los reguladores de crecimiento disminuyeran (ya que altos niveles de 2,4-D no son 

necesarios para estimular las divisiones en la microspora), mejorando la calidad de la 

embriogénesis y la obtención de plantas. También estos autores lograron el método de 

cultivo in vitro realizando innovaciones en el cultivo de anteras de chile en medio 

artificial logrando altos niveles de plantas n y 2n, para lo cual consideraron como 

factores importantes: un pretratamiento a 35 ºC y períodos de oscuridad durante los 

primeros 8 días en un medio llamado C suplementado con cinetina 10·3 mg/L y 2,4-0 

10"3 mg/L o en la concentración de 2 mg/L de cinetina y 2>t\0"1 mg/L de 2,4-D, 
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respectivamente. Con esta técnica obtuvieron de 5 a 40 plantas por 1 oo anteras 

cultivadas. 

Vage~a y Havránek (1985) determinaron la adición de carbón activado al medio 

incrementaba la frecuencia de la androgénesis y prolongaba la vitalidad embriogénica en 

cultivo de anteras de Capsicum annuum; desde entonces, sus técnicas han sido usadas en 

diferentes programas de cultivo de tejidos vegetales, como los realizados por el mismo 

Dumas (1981) por Daubéze et al., (1990) citados en Mitykó et al., 1995. 

Otros datos interesantes han sido aportados por Johansson et al., (1982) lo cuales 

señalaban que un medio de doble capa, que consistía en una capa de medio conteniendo 

carbón activado y capa líquida, era superior en comparación con los medios sólidos o 

líquidos en el cultivo de anteras. Estos últimos señalaron, que una elevación del 2% en la 

concentración de C02 promovia la embriogénesis en el cultivo in vitro de anteras de los 

géneros Anemone, Clematis, Papaver y Nicotiana. 

Kristiansen y Andersen (1993) investigaron el efecto de la temperatura y 

fotoperiodo para embriones desarrollados en cultivo de anteras de Capsicum annuum y 

las relaciones de éstas con la edad de la planta donadora. Los resultados que obtuvieron 

fueron que la temperatura óptima para el desarrollo embrionario era de 26.4 ºC; mientras 

que el fotoperíodo no ejerció ningún efecto importante en este desarrollo. Ellos también 

observaron que los botones florales de plantas jóvenes fueron los mas adecuados para el 

cultivo de anteras ya que a medida que aumenta la edad de la planta donadora, la 

respuesta embriogénica disminuye. González et al., ( 1996), realizaron estudios acerca de 

los factores que intervienen en la inducción de la embriogénesis en Capsicum annuum, y 

los relacionaron con cambios de DNA. RNA y proteínas. Las conclusiones a las que 

llegaron fueron que la microspora vacuolada era la rase que mejor respondía para la 

inducción de la embriogénesis, y que era posible cambiar la dirección de desarrollo 

normal del gametofito a una fase esporofitica bajo condiciones de estrés in vitro del 

polen bicelular inmaduro. 

Otro de los avances en la obtención de líneas isogénicas fue el realizado por 

Davies y Morton (1998), los cuales compararon el cultivo in vitro de anteras y 

microsporas aisladas de plantas de cebada, llegando a la conclusión de que el cultivo de 
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,· . . ... ' 

microsporas aisladas origin.a un nÍimero mucho mayor de plantas regeneradas por antera 

que ~1 propioéuf!~o'cle~ií:iit~r~:· º-~ · ·· 
·(~,··,-'; ;,··:.l;. . '"'·. 

Él m~dio~i..t~ ~~;~~itJ~' ella .iriducdón de embriogénesis a partir de anteras de 
··. :·:/·.·: ···':'.··;::·\:"~.·::::::.-:¡-,~:\:\;·; :N: .. :;·,.''.·Wc:, .~·<·: ·, 

tomate de cáScara;im;estúdios'real~dos en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos 

Vegetales d;1·.~~~~~r~~:y~fü;~~:."~~-uato (Escobar, 2002). 
Los tejidos dechile:in_vitró~ liberan gran cantidad de compuestos fenólicos que 

::t~~~~itj~j~~~ y, po< W m~, ~red~• ol Mko ~ 
Los meÍ·odOs'páni'.elcÜlti~o de anteras in vitro descritos por Dumas de Vaulx et 

al., (19Íllb);i;~:;f,~;.¿:¡~1jciúdi;;~~nuum y después usados por Vagera (1990) han 
.. '":. ··,·:. '. <.'.;: ' . '~'-'.· ·.-· ;,~, ' .'. ~- -.. >.'· ;·: .. .' .·,, .· 

demostrado 5er 'io's ;nru; importantes en la inducción de la embriogénesis. Por ello, las 

variedade~ niéxicanas de Capsicum que fueron usadas en este trabajo se cultivaron en 

los medios MS (Murashige y Skoog, 1962) y N-N (Nitsch y Nitsch, 1969) descritos por 

Vagera (1990). 

2.S. Ontogenia del desarrollo haploide 

El polen en su desarrollo sigue una secuencia de eventos muy precisa: la pérdida de la 

calosa por parte de las tétradas post meioticas que resulta en la liberación de 4 

microspora no vacuo ladas de pared relativamente delgada (Fig. 3), dentro del locus de la 

antera. Posteriormente la microspora aumenta su tamaño y se desarrolla una vacuola. Un 

poro es evidente en la exina opuesta al núcleo. En este momento la síntesis de DNA se 

lleva a cabo seguida de la mitosis, la cual da como resultado una célula generativa 

pequeña y una gran célula vegetativa. La célula vegetativa toma la posición adyacente al 

poro donde la síntesis de los almidones comienza; la célula generativa prosigue hacia 

una segunda mitosis resultando en un grano de polen maduro con dos células 

espermáticas. En una etapa específica durante la diferenciación de la microspora, su 

desarrollo normal puede ser cambiado in vitro al desarrollo esporofitico originando la 

formación de embriones haploides. No está claro si todas las microsporas vuelven a 

adquirir esta dirección en su desarrollo después de haber estado comprometidas a la ruta 

garnetofitica o si existe una fracción embriogénica especifica dentro de la población de 

microsporas y requiere solo la señal proporcionada por el medio de cultivo para la 

completa expresión de esta capacidad (Thorpe, 1995). 
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2.6. Factores determinantes para la inducción de la embriogénesis 

Smykal (2000), estableció como los factores más importantes para el desarrollo 

esporofitico del polen los siguientes: 

1.El efecto genotípico de. la planta donadora. El genotipo es uno de los factores más 

importantes para Í~ ~mbriogériesis, ya que la androgénesis está controlada por más de un 

gen y esos genes .son · recesivos, como lo han demostrado estudios en Solanum 

tuberosum. 

También,·· propone que las condiciones fisiológicas y de crecimiento de las plantas 

donadoras son importantes para inducir la embriogénesis; esto se debe a que las 

inflorescencias jóvenes contienen granos de polen con respuesta embriogénica. 

2. El estado de desarrollo del polen. El efecto genotípico de la planta androgénica se 

encuentra entre el punto intermedio entre el estado unicelular y bicelular de la 

microspora, debido a que no existe una homogeneidad en el desarrollo del polen. Para 

Capsicum annuum el estado más favorable para la inducción de la embriogénesis es 

cuando el núcleo muestra señales de una trascripción activa. 

3. La composición del medio de cultivo y la concentración de los reguladores del 

crecimiento. La composición del medio es importante ya que elementos como auxinas, 

citocininas, aminoácidos como la serina o glutarnina, promueven el proceso de 

embriogénesis. 

4. Pretratamientos a distintas temperaturas. Un pretratamiento a bajas temperaturas (4 

ºC) altera el plano de división del grano de polen y dá como resultado células simétricas. 

La simetría de la división nuclear debida a estrés ha sido relacionada como uno de los 

factores determinantes en la formación de embriones. Por otro lado, un pretratamiento a 

alta temperatura (30-35 ºC) cambia la ruta de desarrollo normal del polen hacia la ruta 

esporofitica. 
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2.7. Origen de la Embriogénesis 

El origen de la Embriogénesis del polen sigue en duda. La totipotencia de las 

células de las plantas a sido tradicionalmente usada como una explicación a éste 

fenómeno. Sin embargo esta explicación no considera que el grano de polen es una 

estructura altamente diferenciada la cual debe tener una capacidad muy reducida para 

regenerar a una planta completa, además en algunos híbridos del genero Solanum la 

inducción de la androgénesis parece ocurrir con mayor facilidad que la embriogénesis 

somática. En adición, algunas microsporas parecen tener una tendencia a la 

morfogénesis y organogénesis; la androgénesis espontánea ocurre de forma natural en 

varias especies y también muchos ejemplos de dimorfismo del polen. La totipotencia 

parece ser insuficiente para explicar la androgénesis. El origen de este proceso debe 

encontrarse relacionado al fenómeno del atavismo (reaparición de caracteres perdidos de 

ancestros remotos o típicos los cuales no se observan en los padres o ancestros recientes 

de los organismos que muestran el carácter atavistico). Deacuerdo a estudios publicados 

acerca de los precursores ancestrales del polen, estas estructuras debieron haber tenido 

una gran capacidad de proliferación. La habilidad para formar una estructura 

multicelular a partir de una sola célula haploide es compartida por los meiocitos de algas 

ancestrales, de las primeras plantas terrestres, y en los helechos actuales, los cuales están 

evolutivamente relacionados al polen. El atavismo solo se expresa bajo ciertas 

circunstancias como ocurre en la androgénesis debida a una concecuencia del estrés 

ambiental. Existe suficiente evidencia que sugiere que la androgénesis podría ser el 

resultado de la expresión de genes arcaicos de meiocitos con capacidad morfogenética la 

cual fue expresada naturalmente en los ancestros de las plantas con flores (Bonet et al., 

1998). 
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J. JUSTIFICACIÓN 

A partir de 1999, se ha buscado mejorar la calidad de los chiles que se producen 

en el bajío por lo que la obtención de líneas puras mediante técnicas simples, rápidas y 

eficientes es el objetivo a lograr. El cultivo de anteras in vitre a sido considerado como 

una alternativa importante para posteriormente generar lubridos con características 

deseadas. 

El presente trabajo forma parte de un proyecto mayor llamado .. Establecimiento de 

cultivo de anteras y microsporas de chile, para la generación de líneas puras" encabezado 

por el Dr. Neftall Ochoa, en el Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados del IPN, 

el CINVESTAV-Irapuato. Este proyecto se realiza conjuntamente con el Instituto de 

Ciencias Agrícolas (ICA) de la Universidad de Guanajuato y del INIFAP quienes 

pueden llevar el conocimiento generado en esta investigación a los agricultores para que 

se beneficien de ello. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivo general 

Evaluar las respuestas morfogenéticas de anteras de Capsicum annuum cultivadas i11 vitro. 

4.2. Objetivos específicos 

- Determinar el indicador morfológico del estado uninuclear de las microsporas en los 

botones florales de chile. 

- Evaluar el efecto del .ácido ascórbico y L-cisteina como antioxidantes en la embriogénesis 

de Capsicum aimuum viir. Pimiento. 

- Evaluar la' respuesta ein~rio'géni~a de anteras de 14 materiales y 6 variedades de 

Capsicum a11~1uu~'~¡i i:tip~~de.~~dios·(~s, 1, MS 2, y N-N). 
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S. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1. Origen y tratamiento del material biológico 

Las anteras de 6 variedades distintas de Capsicum annuum fueron obtenidas apartir 

de plantas proporcionadas por el Instituto de Ciencias Agrícolas de la Universidad de 

Guanajuato (!CA) y de plantas germinadas a partir de semillas de 14 materiales donadas 

por el mismo instituto. Las plantas donadoras fueron desarrolladas en condiciones de 

invernadero. Los materiales proporcionados por el !CA consistieron de 6 variedades de 

Capsicum annuum llamados ancho San Luis (ASL), chile Grosso, chile Pimiento 

(Capricho), ancho Mulato Baiío, Anaheim y chile Pasilla. Los restantes 14 materiales se 

designaron con las claves: UAAN 9579, UAAN 95 1 1996, UAAN 95118, UAA 9578, 

UAAN 95 119, UAAN 9526, UAAN 95 155, UAA 9526 tipo Anaheim Loulle, UAAN 96 1 

22 a, UAAN 96 1 118 d, UAAN 9529, UAAN 95 14Z, UAAN 9929 y UAAN 95 112. 

Todos estos materiales eran tipo pasilla y presentaban diferente resistencia o tolerancia al 

hongo Phytophthora capsici causante de la marchites o secadera del chile. 

S.2. Germinación de semillas 

Las semillas de los 14 materiales fueron germinadas en cajas de petri de 100xl5 

mm., con la adición de un antifúngico e insecticida (Rodamina y Captán) y selladas con 

Vitafilm. Las plántulas obtenidas fueron transplantadas a pequeños envases conteniendo 

aproximadamente 5 cm3 de tierra y se mantuvieron en estos recipientes hasta que las plantas 

alcanzaron la talla aproxímada de 1 ~ cm y fueron colocadas en macetas y llevadas al 

invernadero. Durante este periodo, las plantas fueron nutridas con el fertilizante comercial 

FerviaFol 20-30-10 (Anexo 3). Este fertilizante fue un concentrado de nutrientes NPK y 

microelementos generalmente para aplicación foliar. Se disolvieron 8 g / 20 L de agua, y se 

aplicaron dos veces por semana aproximadamente 200 mi de esta solución por planta. En 

los botones florales que se removieron, los pétalos y sépalos eran del mismo tamaño (o los 

pétalos ligeramente mayores 2 mm) ya que esta correlación nos indicó que las anteras 

contenían microsporas en el estado uninuclear, lo cual favorece la inducción de la 

androgénesis (Vagera, 1990). Solo se usaron los botones florales de la prímera floración. 
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5.3. Determinación del grado de desarrollo de las microsporas en los botones ílorales 

de chile. 

Para determinar el tamaño del botón floral con mayor número de microsporas 

uninucleadas, se procedió a observar en microscopio de fluorescencia las microsporas de 

anteras de chile en distintas etapas de desarrollo previamente teñidas con DAPI (4,6-

diamidino-2-fenil indo!), este ultimo es un colorante muy específico para el núcleo, el cual 

se une a las regiones de A=T del ADN emitiendo una gran fluorescencia (Singh et 

al., 1995) .. 

El protocolo fue el siguiente: 
,, ·::·· .• ·.";.,<._,',c''i:.¡•_,¡,:-_··.:,'.• 

,1,s(realizÓ ~'.corte transversal de dos anteras provenientes de botones florales con las 

l~ngitud~~-de'.2:s; 3.,'4; 5 y 6 mm y mediante presión se extrajo se extrajo el mayor numero 

· ~~sihi~ ~e :i;i¿i~s~~; . 
.. 2. Se fijiJ~Jj~s' ~test;as de polen provenientes de las anteras en solución de DAPI ( 1 g/L 

en 0.1 ~.,ffosf,~~~cÍ~~:dl~, pH 7.0) por 5 minutos. 

3 .s.e 'éubriÓ l~ muestra con un cubre objetos y realizando el ··squash·· con presión uniforme 

de la placa. 

4. Se r~rnovió el exceso de DAPI lavando 3 veces con agua destilada los portaobjetos con 

las muestras. 

3. Las muestras fueron observadas en un microscopio de fluorescencia con una longitud de 

onda de excitación de 365 nm y una longitud de emisión de 450 nm. 

5.4. Cultivo de anteras 

Los botones florales fueron desinfectados superficialmente en una solución de 

blanqueador comercial (NaOCI, 6% cloro activo) al 50% (v/v) por 30 minutos. Al término 

del tiempo se enjuagaron tres veces en agua destilada estéril. Bajo campana de flujo 

laminar se procedió a disectar los botones florales para obtener las anteras y se sembraron 

en los medios MS 1, MS 2 y N-N. El medio fue esterilizado a 120ºC con una presión de 1.5 

atm durante 20 minutos. 

MS 1= O.O! mg/L 2,4-D + 0.03 mg/L de cianobalamina 

MS 2= 0.1 mg/L 2,4-D + 0.3 mg/L de cianobalamina 
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Al_ medio N-N (Anexo 4), donde_ también se inocularon 100 anteras de cada 

material, no se le aplicó ningún regulador de crecimiento, y se suplementó con carbón 

activado 1 %. 

Prueba de 
Fluorescencia DAPI 

Germinación de semillas (6 
·variedades; 14 materiales) 

cultivo en 1T1edios-Ms'1;·Ms 2 
Y N-N c1oo'ailieras !ºmedio) 
(20 anteras/,caja}/\•: :; •. : -

' •. • ... . : -. '' ~ ' -I-'', ~ 

, Pretrlltamientó en 

~~.~1~ª~i~ ' -
-3s•c;sdias 
'2s •e.:.: s dias 

Exposición a 70 .Mmol /m'2/s"1 y 25 ºC 

Respuestas 

jfi;. 4. jl\rtobolo;ía para la obtrnrión bt rmbrionr• a partir bt antrra• lle €. :tnnaam. 
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Se sembraron un total de 100 anteras de cada variedad de chile en cada medio de 

cultivo, colocancl~ 2o-an_teras po~ ~aj~ ele petri (100xl5 mm). Cada caja de petri fue sellada 

con Vita film y cubiertas éClh p~pel atuirtinio pa'ri. m~t~n~rlll~ en oscuridad. Posteriormente, 

·todas lascajasde p~tri ~é s6lli~ti~i-o~ a' ud pr~t~auintlerito -~ 4 ,ºC. p(í'r dos días, y luego se 

·=~~~~~ift;~j~i~~~~&~;¡~.:: 
.. :.':.:'" - ,,_ ., ~ \./ i •' <~::·-,~\',!: .. : .·;,: : ; ".' ~ 

para eJi[lll" 1-~~ecrosis temprana de las anteras se realizó unª ~j-Ueba preli+in~ con 

antio~ldru:;i'i;s,~k1a 'variedad Capricho. Se utilizó el medio Mst·•adl~k,;¡;¡~o ~e-ácidCI 
ascórbico y L-~istei~ cada una en concentraciones de 1, 1 O, 20, 30, 40, 50; 60, 70 y 80 

' mM, y se. s~111braron 100 anteras por cada tratamiento. •· , .---- . •. . . 

_ Después· de determinar su efecto se procedió a usar- lJl concentración y el 

-~t}oxidantemás efectivo en el medio MS 1 con todas las variedades de chile para los fines 

·embriogénicos deseados. Las anteras se mantuvieron bajo el efecto de los reguladores de 

crecimiento hasta que se formaron los embriones, de ahí se transfirieron a medio MS libre 

de fitoreguladores. 

S.S. Trasplante de embriones 

Los embriones obtenidos fueron transferidos al medio MS conteniendo 50 mg/L de 

caseína hidrolizada y 0.1 mg/L de AJA (inicialmente se usó una concentración de 0.5 mg/L 

se disminuyó la concentración dada la formación frecuente de callo). En este medio los 

embriones obtenidos se desarrollaron en plántulas para su posterior transplante a suelo en 

maceta mantenidas en invernadero. 

Cabe mencionar la gran problemática que se enfrento en el presente trabajo ya que 

existió una gran limitante para la obtención de los botones florales de cada variedad. Se 

sembraron las semillas de cada material y para la obtención de los botones florales fue 

necesario esperar un promedio de 3 meses para la obtención de los mismos, no pudiendo 

aprovecharse las floraciones siguientes ya que sólo se usaron los botones de las primeras 

floraciones, teniendo que repetir el largo proceso de espera. También se tiene que 

mencionar que muchos de los tratamientos se repitieron debido a problemas de 

contaminación. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.1. Determinación del tamaño apropiado de los botones norales 

De las observaciones realizadas con la tinción con DAPI y al microscopio de 

fluorescencia se obtuvieron los resultados del conteo de anteras con distintos grados de 

desarrollo que se muestran en la Tabla 6. 

ll:abla 4. l'.tlación btl tamaño rn longitub btl botón floral con ti btsarrollo bt las 

mirro-.ioras. 

Botones Anteras Microsporas Microsporas Microsporas Microsporas 

florales (mm) en estado de uninucleadas uninucleadas binucleadas 

(mm) tétrada centrales laterales 

2.5 2 96 2 2 o 
3 2.5 o 13 84 11 

4 3 · .. o 35 52 13 

5 3 o 20 59 21 

6 3 o 5 3 81 

De manera general, se puede observar en la Tabla 6 que botones florales de 3 a 6 

mm presentaron microsporas en distintos estados de desarrollo, ya que se encontraron 

microsporas uninucleadas centrales, microsporas uninucleadas laterales y microsporas 

binucleares. En los botones florales de 2.5 mm, el estado de microsporas en tétradas fue el 

dominante, aunque cabe señalar que ya se presentaban indicios de maduración hacia 

microsporas uninucleares centrales y laterales. En los trabajos llevados a cabo por Escobar 

(2002) el 69.4% de las microsporas cultivadas correspondieron a microsporas en estado 

uninucleado lateral, a lo cual se atribuye en parte los altos índices de Embriogénesis que 

obtuvo. Otro aspecto importante observado es que la coloración ligeramente azul de las 

anteras [característica indicatoria de maduración de microsporas uninucleares (Vagera y 

Havránek, 1985)] no siempre se presentaba en los botones florales con el tamaño adecuado 

para que se pudiese inducir la embriogénesis (3-4 mm). 
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Los resultados confirman la información proporcionada por Saccardo y Devreux, 

(1974) de que en Capsicum annuum las anteras obtenidas de botones florales de 3 mm y 

con un tono ligeramente azul fueron las que contenían en términos generales una mayor 

cantidad de microsporas uninucleadas y en donde el tamaño de las anteras oscilaba entre 

2.5 y 3 mm . Por lo mismo, se seleccionaron los botones florales de 3 y 4 mm de longitud 

ya que, como lo muestran nuestras observaciones al microscopio de fluorescencia fueron en 

este momento cuando se contó una mayor cantidad de microsporas uninucleares laterales y 

centrales (Fig. 5). Otro indicador usado para saber cuando las microsporas se encontraban 

en el estado uninuclear tardío fue cuando los pétalos fueron 1 mm más grande que los 

sépalos (Dumas de Vaulx el al., 1981 b) donde las anteras presentaron ya una ligera tincíón 

en azul (Sibi e/ al., 1979). 

Pared de calosa 

.:fi11. 5. Jllicrospora!I' uninudraball' rn €8psitum 8nnuumtipo p1uii1111 trñiball' ron l>~ll31. J!.11 

línra a1ul boriJontal mibr 50 mirra!!'. 
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6.2. Efecto de antiollidantes sobR la regeneraeión de embriones a partir de anteras de 

chile Capricho cultivadas in vitro 

70 

60 

e 50 •O 
·¡; 
ca 

"C ·;e 
o 30 
G> 

"C 
';!!. 20 

10 20 30 40 50 60 70 80 
mM 

Antioxidantes 

r L-cistelna 

--Acido 
ascórbico 

fig. 6. etedo 11nti11.ri/J11nte /Je la Z-tilteina p ici/Jo a1córbt'c11 en 100 anteral lle thtlt' 

pitnit'nlo Capricho. 

En la micropropagación in vilro de Capsicum no se reporta el uso de antioxidantes 

(Pérez-Mora. 2002). Sé probó el efecto de dos antioxidantes: L-cisteina y ácido ascórbico 

en distintas concentraciones sugeridas por Escobar (comunicación personal) usando la 

variedad de chile llamada pimiento Capricho ya que esta variedad presentó una buena 

respuesta embriogénica. 

En la Fig. 6 se puede observar que el ácido ascórbico ejerció un efecto antioxidante 

mayor a medida que la concentración aumentó. Aún en concentraciones bajas 20 mM, 40 

mM, y 60 mM, fue clara su acción antioxidante siendo que a partir de 20 mM ninguna 

antera mostró oxidación. En contraste, la L-cisteina ejerció un efecto antioxidante 
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solamente a partir de 10 mM, pero aún en concentraciones más altas se pudo observar la 

presencia de anteras oxidadas. Sin embargo, se logró obtener dos embriones a partir de 2 

anteras en el medio MS 1 con L-cisteina 1 mM, siendo ésta la concentración más baja de 

todas las usadas y donde en consecuencia se observó una mayor oxidación, de hecho los 

embriones surgieron de las anteras ya con cierto grado de oxidación. Esto indicó que la 

oxidación de las anteras de la variedad Capricho no tuvo un papel determinante en la 

inhibición de la formación de embriones y que la embriogénesis es posible aun en anteras 

oxidadas. 

Ya que al usar las distintas concentraciones de ácido ascórbico no se logró obtener 

ningún embrión a pesar de que éste inhibió efectivamente la oxidación de las anteras y 

aunque no inhibió la oxidación de las mismas, se procedió a probar las variedades de 

Capsicum en el medio MS 1 con L-cisteina 1 mM debido a que la concentración 1 mM de 

L-cisteina mostró ser fuvorable para la formación de embriones de éstas. 

En futuros trabajos es recomendable proseguir los ensayos con L-cisteina a 

concentraciones cercanas o menores a 1 mM. 

6.3. Efecto de los medios de cultivo 

• MS 1 (0.01 mg/L 2,4-D+O.OJ mg/L Cianobalamina) 

De los 4 embriones obtenidos en la variedad pimiento Capricho en el medio MS 1 + 

L-cisteina 1 mM, tres de ellos provinieron de la misma antera y el restante de otra antera 

diferente. Para el caso del material UAAN 95-155, cinco embriones se obtuvieron de una 

sola antera y dos de ellos de otra antera más. En los casos restantes todos los embriones 

provinieron de una sola antera es decir sólo respondió en este caso el 1 o/o de las anteras. 

En el medio MS 1 se obtuvo un 1 o/o de generación de embriones para la variedad 

Capricho. Se logró obtener un 2% de regeneración de embriones para el material UAAN 95 

14Z en el mismo medio.La respuesta de anteras y de embriones por antera fue del 0.001 

(tabla 5). 

• MS 1 (0.01 mg/L 2,4-D+O.OJ mg/L Cianobalamina)+L-cisteina 1 mM 

De los resultados podemos deducir que en el medio MS t suplementado con L­

cisteina 1 mM se obtuvo que el 4% de las anteras formaron embriones para la variedad 

Capricho y 7% en el material UAAN 95-155 lo cual es bajo si se compara con los 



resultados obtenidos por Escobar (2002) para tomate, donde encontró un 44.4 % de 

embriogénesis en cultivo de anteras de tomate de cáscara en las mismas condiciones. 

Sin embargo, este fue el medio con un mayor índice de respuesta de anteras y de 

embriones por antera (0.002) de todos los medios usados. 

En la Fig. 7 se muestra corno los embriones emergen de la misma antera y ésta se 

abre para dar paso a embriones con distinto grado de desarrollo ya que no todos tienen el 

mismo tamaño. Se puede ver que la oxidación de la antera es notable. Algo similar se 

observa en la Fig. 8, donde además del fruto del material UAAN 9S 1 SS se puede ver 

claramente el embrión saliendo de la antera. Esto posiblemente es consecuencia del hecho 

de que el desarrollo del polen no se realiza uniformemente en la antera (Pechan y Smykal, 

2001). 

fig. 7. t!m/Jrión Ju tbifl' pimirnto C11prit/Jo (l 5:r) rmrrgimbo br l1111ntrr11 rn rl mrbio .Jlljj / 

!111p/l'mrnt11bo mn Z -n"g'/l'fn11. 
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embrión 

Antera 
oxidada 

fig. 8. fruto lle/ m11tuia/ aura.o 95 155 (i¡quierllll) p embrión (18.t) emergien/Jo lle una 

antera /Je/ miJflno material cu/liba/Ja en el mellio :Jll.6> I + Z ·ci5teina I m:Jfl. 

• MS 2 (0.1 mg/L 2,4-D+0.3 mg/L Cianobalamina) 

En el medio MS 2 Escobar (2002) obtuvo un 50% de respuesta en la frecuencia de 

la androgénesis en Physalis ixocarpa Brot. Capsicum en el medio MS 2 no generó ningún 

embrión en ninguna de las variedades, observándose que las anteras se abrían originando 

callo de color blanco y verde el cual se necrosaba y moría. En la Fig. 9 se observa la 

formación de callo duro en anteras de chile ancho San Luis. 

fig. 9. form11aiín /Je r11/lo (6.t) 11 prtir lle 11nteru lle c/J1le 11nc/Jo IJ11n Z111I en el mellio 

:JlllR> 2. 
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La concentración alta de 2,4-D podría ser una de las causas por la cual no se generó 

ningún embrión y~ que esa sustancia podría haber ejercido un efecto tóxico para las 

microsporas. Autores como Vagera (1990) reportan el uso del 2,4-D como más adecuado 

en la androgénesis del 'chile ,en comparación de otros reguladores de crecimiento como la 

cinetina o el usode.~:f\Y aguad_e coco. 

Comparando' ambós medios, el MS 1 y el MS 2, los geriotipas ~ue: generaron 
·,, 

embriones en el MS 1 no lo hicieron en el MS 2 lo cual sugiere el uso de concentraciones 

menores a 0.1 mslL 2,4-0 y 0,3 mg/L de cianobalamina, para futu~Ó~ trabajos. 

En los medios MS 1 y MS 2 no se conocen los mecanismos bioquímicos de la 

·acción de la cianobalamina sobre la androgénesis, pero probablemente interviene como 

cóenzima (Coenzima 812) de alguna reacción involucrada con el desarrollo de embriones 

(Escobar, 2002). 

• N-N+Carbón Activado 1 % 

También se probó el medio N-N con carbón activado al 1% ya que en los 

experimentos llevados a cabo por Vagera ( 1990) en Capsicum se logró una regeneración de 

plantas a partir del cultivo de anteras de O.O 17% por antera cultivada lo cual resulta ser de 

los índices mayores obtenidos en sus ensayos. Comparativamente los resultados en las 

mismas condiciones para los materiales usados se muestran en la Tabla 5. los cuales 

reflejan de igual forma una respuesta embriogénica muy baja. A diferencia de lo observado 

por Vagera y Ha~Tánek (1985) donde el carbón activado incrementó el número de 

embriones y prolongó su vitalidad en el medio, en nuestros cultivos se observo únicamente 

en algunos de los explantes de UAA 95-26 Tipo Anaheim y UAAN 99 29 mientras que en 

las anteras de los distintos materiales no respondieron de manera similar a lo dicho por los 

investigadores. Ellos han propuesto que el efecto inductivo del carbón activado en sus 

experimentos se debió a que este compuesto probablemente absorbe algún inhibidor de un 

factor promotor de la androgénesis. 

En el medio N-N, el material UAA 95-26 tipo Anaheim Loulle tuvo una respuesta 

del 1%, lo mismo que el material UAAN 99-29 en el mismo medio. Si observamos la 

frecuencia de androgénesis reponada por Vagera(!990) en Capsicum annuum var. annuum 

cv. Vesna para este medio el numero de embriones por antera cultivada es de 1.07 lo cual 

reafirma la aseveración de que el chile presenta una frecuencia muy baja de androgénesis. 
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En este caso la respuesta de antera por embrión y embrión por antera fue de 0.001, 

similar a los resultados obtenidos en el medio MS 1. 

Si consid~l'arrtos 16~ res1.dt~dos de KristÍ~nsen y Andersen (1993) para Capsicum, a 

partir de· .. l 19,7B2 ant~ras obtuvo un tot~I de 2468 embriones lo cual corresponde a una 

, frecuenéi~ de 2.1 embriones por 100 anteras valor muy cercano al 2% de los resultados 

obte.~idos. Deacuerdo con Vagera (1990) la frecuencia de desarrollo de embriones a partir 

· del cultivo de anteras in vi/ro es muy baja. 

Un aspecto interesante en el desarrollo de los embriones de pimiento Capricho fue 

la obtención de un organismo trifoliado, y en el cual las raíces se desarrollaron 

rápidamente. Este embrión se obtuvo en el medio MS 1 sin adición de L-cisteina 1 mM. 

La generación de embriones sólo es la fase inicial en la generación de plantas 

haploides, ya que la segunda fase presenta otra problemática que es el desarrollo del 

embrión a planta adulta. Plántula 

~ 
.Jf'ig. /O . .fJllÍnlula be e/ji/e €aprit/jo (2.5:r) S'ubcu/titJabo m fil/8> beS'puiS' be la eliminación be 

tallo (i;quitrba) p la formación bel tallo que lo intJabe be nuetJo (beru!Ja). 

La degeneración de los embriones hacia la formación de callo fue frecuente; por 

ejemplo, en la Fig. 1 O un embrión de chile Capricho al cual ya se le habia extirpado el callo 

a nivel de la raiz, presentó indicios de nueva formación de este tejido que al final lo invadió 

completamente. Se usó AIA ya que las raíces presentes en los organismos eran muy 

delgadas y escasas lo cual requería lograr un mayor número de ellas, pero se observó un 

efecto adverso, esto es, la degeneración de estas plantas en callo por lo que se tuvo que 

disminuir la concentración de AJA a 0.1 mg/L, a esta concentración no se fonno callo pero 

las plántulas carecían del vigor que mostraron en la concentración de 0.5 mg/L. Por otra 
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parte en un medio libre de AIA no se desarrollaron raíces secundarias alcanzando las 

plántulas un tamaño de 5 cm permaneciendo con esta talla hasta su muerte. 

También se pudo observar cómo. se formaron las raíces nuevamente y el tamaño 

considerable que la plántula que álcanzó rápidamente. Comparativamente, en la Fig.11 se 

observa. un ej~mplo de c~ile Capricho desde fase de embrión a una plántula más 

de5arrolladá; con h~JllSbÍe~~~defl~Í~; ;~I Igual qiie la raíz r el iallo. Cabe ÍnencÍ~nar, que 

~stll planta alcanzó ~ t~¡~o d~;'7 cm rápidamente en dos semanas; la concentración de 

AI~ ~Ue se usó fue de 0.5 mgfL en el medio MS l. 

En el caso del material UAAN 95 155 se obtuvieron 7 embriones que se 

desarrollaron hasta cierto grado de plántula es decir, desarrollando hojas. Sin embargo, 

signos de clorosis fueron visibles (Fig. 12 g) lo cual provocó la muerte de las plántulas. 

l!::abla 5 . .flúmtro bt embrionts obttnibos bt caba bariebab bt €4ps'irum 4nnuum por 

tratamiento. 

Variedades MSI MS2 MS \+ L- N-N 

cisteina 

a/e/100; e/a Ne/100; e/a a/e/100; e/a a/e/100; e/a 

Pimiento (Capricho) 

UAA 95-26 Tipo Anaheim -

Loulle 

UAAN 95-155 

UAAN95 14Z 

UAAN 95-26 

Total 

Anteras que 

Responden por. 

Tratamiento 

a= anteras 

e = embriones 

3/400 = 0.0075 

1/400 = 0.0025 

1/400 = 0.0025 
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Plántula 

Raíces 

jfi!J. \l. Clfmbrión 4.5 x (i;quirrba) en brsarrollo a plántula (bered.111) be €11psicum 

nnnu11m1J11riebab t!apricbo, obtenibo en el mrbio ;fllfb I+ 1-ci&teina 1 m:fll. 

El tiempo de formación de embriones a partir de que los explantes fueron expuestos 

a la luz fue variable, los primeros indicios de la fonnación de embriones en unos casos se 

dio desde la primer semana, donde se observó cómo se abrían paso a través de la antera, 

hasta tres meses después también se podia observar el surgimiento de embriones aún en 

anteras oxidadas. 

Toda esta problemática nos lleva a la necesidad de un estudio más detallado en Ja 

búsqueda de las concentraciones adecuadas de reguladores del crecimiento, tanto para el 

desarrollo de embriones como para el desarrollo de raíces en las plántulas obtenidas a partir 

de anteras. También debe realizarse un mayor número de pruebas acerca de los 

requerimientos nutritivos de las plántulas de chile cultivadas in vilro y del uso de 

antioxidantes en la prevención de la necrosis de las anteras cultivadas de esta forma. 

La importancia de los pretrntamientos radicó en que al someter a bajas temperaturas 

(4°C) las anteras, es probable que se haya promovido la división simétrica de las 

microsporas, y al someterlas a 35ºC favorecer la expresión de cierto tipo de proteínas de 
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choque térmico que probablemente cambiaran el rumbo del desarrollo _gametofitico a uno 

esporofitico (Escobar, 2002). 

Por otra parte, el uso de reguladores de crecimiento- en la concentración adecuada . · 

juega un papel imponante para el completo desarroÍlo d~ ~~brione~ a plántulas évitando 

que el tejido pase por callo y de esta manera reg~ner!Ü' pl~tasvia embriogénesis directa; en 

los experimento~ .. realizados por G~CJ~g~ ~. )''ff~a~~yán~s~amy ( 1973) deriiostrru:on la 

imponancia de Ía apli~acÍÓn ~xt~~-d~·aJ~irlru; ~ar'~ la g~ne~ción de embriones sin pasar 

por 1~ ei~p~ i:e'3~,\~'.~.,;~~~,tJ;:·'.;¡~J~;}~1~~ft:'.f }:' .i{ .··.· . . . . 
-. • . - Au~qUe disti~~ó5c análisis'dtológi~os y morfológicos han demostrado la presencia de 

indivÍd~i,~ h~~¡~¡:f~~Ali~l~l~~~é~¡~Ípí6id~~-~¡ como dihaploides en el cultivo de anteras in 

vitro (V~sénl: Ú 9~Ó)'?Joi~,~·~~áe iis~~;;m. que las plantas obtenidas hayan sido de origen 
· '··e ' ;:· ·. , "· "'·.:::-.- ·-:?;!:~ .. ~: .- .. :;ir:::<-?.1,· ·~ ~._. ··" . . ·. ·. · · 

garÓetofitico' y. por lo iárito' hiiploides: Existe la posibilidad que estas plántulas pudieran 

habers~~'.~8Íri~Cl~'.~~t;;~Jid6 ~~porofitico proveniente de la pared de la antera. Para asegurar 

su orlg~~:-~~\;é\·~~~Ji'1ar·~ un examen histológico de la antera o bien un análisis con 

~ar~ad6re/~61~2u1~~~ (AFLP'S) de las plantas regeneradas. 

E~·: ~ste )~abajo se puede observar que el genotipo es determinante para la 

.. generadi6ri de embriones a partir de microsporas ya que como se puede ver existen 

básicamente dos genotipos ( Capricho y UAAN 95-1559 ) los cuales reponan la mayor 

generación de embriones de los genotipos probados. 

Los medios MS 1 y MS 2 resultaron los más exitosos para la inducción de embriones en 

tomate de cáscara (Escobar, 2002); en contraste, ninguno de los materiales de chile 

respondió al medio MS 2 y solo algunos materiales respondieron positivamente en el medio 

MS 1 con y sin L-cisteina. De lo anterior, se puede decir que debe existir algún factor 

determinante en la inducción hacia la embriogénesis de Capsicum. Por ejemplo, Vagera 

(1990) propone que la frecuencia de la androgénesis esta determinada por la presión 

osmótica del medio debida a los altos niveles de sacarosa presentes. De cualquier manera el 

trabajo para la optimización de un medio adecuado para incrementar la frecuencia de la 

androgénesis en chile apenas comienza. 
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6 • .i. Aportación del trabajo 

Se sabe ahora que la oxidación de las anteras no es un obstáculo para la obtención 

de embriones a partir del cultivo de anteras de chile in vitro; dado que solo se usan .las 

anteras de la primera floración se podrá disponer de un material más constante en número 

al no desechar las anteras oxidadas. 

El medio MS .1 (O.O 1 ~Sii. 2,~:c:)'.ro:oJ mlefL ~ianobalamina) adicicin~docci~ i !Íi.M · 
":-·"', r- ,, • 

L-cisteina es la ba~e en laó'ptimizacióll del medio adecuado para la androgénesis del chile; 

obteciÓ~:~v~1J~~~~:.~i~für~~itit:·~~:~i~;:e~:~~:1:~~~1s:~~t~1·•:r~~:o'.n·· l¿ 

Est~-!~~~~jo¿s l~ b~e pára el incremento de la t~ ~e e~briogé~~sis de 

chile ya que los parálll.etros· establecidos respecto a los medios son el comieÍlzo en. la 

optimización del medio ae cultivo para hacer de la via androgénica la forma más adecuada 

para l~ obtención de haploides así como también la mas económica en cuanto tieinpo y 

recursos. 
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e) 

d) e) t) 

ices 

jfig. 12. ~mbriogénesis be tbile material ma:a:Jl 95 155. a) ~otón floral (3·4 mm) bd 

tamaño abrcuabo para d cultibo be anteras in b1tru. b) antera (2.5·2.9 mm) con inbitios be la 

tonalibab a~ul en uno be sus polos; t) embrión rr¡¡enrrabo; b) embrión (separabo be la antera) 

en besarrollo en el mebio ji(& l ton 1-cisleina l mjl(; e) plántula en btsarrollo; f) pllÍnlula 

mostranbo besarrollo bt raíces; 11) pl!Ínlula mostranbo señales be clorosis. 
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7. CONCLUSIONES 

Sobre la base de los experimentos realizados y a la literatura consultada, podemos 

concluir lo siguiente: 

> Los botones florales con el mayor porcentaje de microsporas uninucleares 

laterales fueron los de 3 mm de longitud y donde la antera presento de 2.5-3 mm 

con una ligera tonalidad azul en uno de sus polos. 

> El ácido ascórbico disminuyó la oxidación de las anteras aún a concentraciones 

bajas (20 y 30 mM) pero no promovió la fonnación de embriones .. 

> El mejor medio para la generación de embriones fue el MS 1 (2,4-D O.O! mg/L + 

Cianobalamina 0.03 mg/L)adicionado de L-cisteina 1 mM. 

> El medio MS 2 solo promovió la formación de callo no embriogénico. 

> El medio N-N + carbón activado 1 % solo generó el 1 % de embriones para los 

materiales UAA 95 26 tipo Anaheim Loulle y el material UAA V 99 29. 

> En el resto de los materiales y variedades la respuesta fue nula. 

> Las variedades que tuvieron la mayor respuesta embriogénica fueron la UAAN 

95-155 en el medio MS 1 (2,4-D 0.01 mg/L + Cianobalamina 0.03 mg/L) + L­

cisteina 1 mM donde se obtuvo 7% embriones, y la variedad pimiento Capricho 

ccin 4% embriones. 

> La mejor variedad en la obtención de embriones a partir de anteras fue la UAAN 

95-155 y el mejor tratamiento con los mismos fines fue el MS 1 (2,4-D 0.01 

mg/L + Cianobalarnina 0.03 mg/L) + L-cisteina 1 mM. 

> El tiempo de fonnación de embriones a partir de que los explantes están 

expuestos a la luz varió desde una semana a tres meses. 
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9. ANEXOS 

ANEXO l 

Descripción botánica de Capsicum annuum (Pérez et al., 1997) 

El chile es una planta perenne, la cual Linneo en 1753-54 la colocó dentro del 

género Capsicum. Esta planta posee un sistema de raíces muy ramificado y muchos. pelos 

radicales, llegando a profundidades de 70 a 120 cm y 120 cm d~ diámetro. El taÚo ~s 
cilíndrico o prismático angular con ranúficación pseudodicotómlca. El tallo puede crecer 

hasta una altura de 30 a 120 cm. Los frutos poseen distintas formas y tamaños. Las semillas 

del chile tienen generalmente forma deprimida reniforme, lisas, sin brillo y color blanco 

amarillento. Las especies cultivadas en México tienen flores blancas, anteras de azul a 

púrpura, cáliz cerrado y típicamente nudos simples del fruto con posibles excepciones de 

una ocasional axila de doble flor en una horqueta más baja. Las flores se forman en los 

lugares en donde se ramifica el tallo; en una ramificación se forman de 1 hasta 4-5 o más 

flores. Las flores son hermafroditas, normalmente con 6 sépalos, 6 pétalos y 6 estambres. El 

chile es una planta de autofecundación fucultativa (Pérez Grajales et al., 1997). Sin 

embargo, se ha comprobado también la polinización cruzada en especies cultivadas, en 

parte debido al viento, pero en mayor proporción debida a distintos tipos de abejas, áfidos, 

mariposas y hormigas como principales polinizadores (Andrews, 1995). 

El género Capsicum penenece a la familia Solanaceae, y se compone de 

aproximadamente 20 a 30 especies que crecen en los climas tropicales y subtropicales del 

continente americano (Pérez Grajales et al., 1991). 
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ANEX02 

Clasificación del genero Capsicum ( DeWitt y Bosland, 1997). 

REINO: Plantae 

DIVISIÓN: Magnoliophyta 

CLASE: Magnoliopsida 

ORDEN: Solanales 

FAMIUA: Solanaceae 

GENERO: Capsicum 

ESPECIE: Capsicum annuum 

40 



ANEXOJ 

Composición química del FerviaFol. 

Nitrógeno 20% 

Fósforo 30% 

Potasio 10% 

Fierro 0.20% Quelado 

Zinc 0.20% 

0,20% Quelado 

0,05 o/o Quelado 

0.05% Quelado 

0.10% 

Molibdeno 0.01% 

Cobalto 0,001% 
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ANEXO.& 

Composición del medio N-N y del medio MS usados por Vagera (1990). 

Componentes MS (mg/L) N-N (mg/L) 

Glicina 

Mesoinisitol 

Acido nicotinico 

Acido fólico 

Piridoxina (HCI) 

Tiamina 

Biotina 

Carbón activado 

Sacarosa 

Agar 8g/L 

pH del medio s.s 
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