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RESUMEN

El chile es un recurso econémico importante y un organismo que representa todo
un reto para la ingenieria genética en la obtencion de plantas transgénicék dé esta éspecie

“En el presente trabajo se dio un paso mas en el cultivo in vuro de ste' orgamsmo Se

logré determinar que el explante adecuado para la androgenesns Fueron obtenidos de
botones florales de 3 a 4 mm donde los que los pétalos fueron lxgeramer_\te mayores que
los sépalos y el tamaiio adecuado de las anteras fue el de 2.5-3 mm de longit\id. El mejor
medio para la generacién de embriones fue el medio MS 1 (2,4-D 0.01 mg/L +
cianobalamina 0.03 mg/L), adicionado con L-cisteina 1 mM y en las condiciones de
cultivo de un pretratamiento en oscuridad a 4°C (2 dias) posteriormente a 35°C (5 dias) y
finalmente a 25°C (8 dias) para posteriormente ser mantenidos a 25°C y una intensidad
luminosa de 70 umol/m™/s” hasta la obtencion de plantulas. La variedad que mejor
respondlo fue Ia UAAN 95 155 con el 7 % de embriones / tratamiento. Resultados menos
favorables se Iograron ‘en’ los- medios MS1 sin L-cisteina con la variedad Pimiento
Caprlcho y el medxo N-N con un 1% de carbén activado y en el material UAA 95-26

po' Anshenm Loulle generando ambos medios 1% de embriones, esto significé un
“embrion | por antera y 0.01 como la media de embriones por explante, el medio MS 2 no
ihdujo la formacion de embrién alguno en ninguna de las variedades y materiales
cultivados. Se pudo observar que los embriones de chile presentaron una gran
sensibilidad a la manipulacién mecanica ya que el simple cambio del embrién a un medio
fresco ocasiond la generacion de callo. El uso de 0.5 mg/L de AIA generd la formacioén
de callo en los embriones que se desarrollaban a plantulas. 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 formacion de embriones y 0.02 embriones por explante. El material UAAN
99-29 mostré un 1% de generacion embriogénica en el medio N-N con carbén activado.
En la variedad UAAN 95 155 se obtuvo hasta 5 embriones de un sdlo explante.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

N

El chile, junto con el maiz y el fruol fueron . los prmclpales k"p ares de Ia‘ '

alimentacion de las culturas de Mesoamenca (Laborde-Cancmo y Pozo Cam]:;odlco, 1984) N C

Desde tiempos precolombm rta.nte desde el punto
: lqto contra el mal. Por
Meﬁdociﬂo habla de cémo el

_ chile era usado :étlamente sobre el humo de chiles.

de VlSta ahmemano,

eJemplo, ellos usal

como “chlle” pertenece a la familia Solanaceae y se compone de aproximadamente 20 a 30

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

i~ Cinco especies son de importancia agricola: Capsicum annuum L., C. chinense Jacquin, C.

: :péndulum Willdenow, C. frutescens L., y C. pubescens Ruiz y Pavdn. Estas especies

representan un recurso de suma importancia econdmica para distintos paises y

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

El chile (Fig.1) es una planta con una gran heterogeneidad genética, lo cual
posiblemente sea una consecuencia de largos periodos de seleccion y relativo aislamiento

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

1.2 Origen y distribucién

El género Capsicum probablemente ya era consumido por los seres humanos antes
de su domesticacién. El arquedlogo R.S. MacNeish descubrié semillas de chile en
Tamaulipas y en Tehuacan, Puebla que datan de 7,500 aflos A.C. Hallazgos similares en
Peri fueron descubiertos en la cueva del Guitarrero, donde las semillas datan de 6,500 A.C.




Sin ‘embargo, los “expertos estdn 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 distribucion desde
Sudamérica hasta el sureste de Arizona. En contraste, las variedades annuum cultivables
estuvieron originalmente localizadas en México y América Central. Esta distribucion
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 origind en Sudamérica (Andrews, 1995).

La mayoria de las especies comerciales pertenecen a Capsicum annuum (Anexo 2) y
su amplia distribucion en América (ain antes de Colén) y en otros paises se debe en parte a
una tendencia natural de Capsicum a la hibridacion, asi como al hecho de que estas plantas
son colonizadoras por naturaleza, lo cual se refleja en su amplia distribucion alrededor del
mundo (Andrews, 1995).

Fig. L. Planta be Eapsicum annuum, tipo pasilla, creciendo en inbernadero

TESS COV
| 7ALLA DE ORIGEN




1.3 Produccién

El chile tiene multiples usos y su popularidad como comestible esta creciendo
rapidamente. El uso del chile como especia es ampliamente explotado por las grandes
industrias de alimentos acompaiiando productos cuyos nombres comunes son “catsup”,
* “nachos”, cacahuates, salsas picantes, etc. El chile se usa como verdura, principalmente
acompariando 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 ningin
otro ‘pais. La venta del chile deshidratado en México, centro y Sudamérica es una
frﬁpqrtame fuente de ingresos para esos paises. Los tipos de chile mas importantes que se
- venden en esta forma son: serrano, jalapefio, ancho, mulato, chiltecpin, chile piquin, pasilla,
caséabel. guajillo, catarina, new méxico, anaheim, de arbol, cuzquefio en Peri (Andrews,
1995).

Como ya se menciond, el chile representa un cultivo de mucha importancia
econdmica para México, lo cual se puede observar en los volimenes de produccion de chile
en los estados de Chihuahua y Sinaloa y también por-su produccién mundial. Al 30 de
septiembre del 2001 se reportaron 1,190,405 toneladas de chile producidas en los distintos
estados de la Republica Mexicana (Fig.2) (pagina en red: www.siea.sagarpa.gob.mx).

La produccion mundial de chile fresco (Tabla 1) es de cerca de 10 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
produccién mundial. Africa, Norte y Centro América producen una cantidad menor de chile
fresco (Wien, 1997).
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Tabla 1. Produceion mundial bde chile por paiges en el aiio 2001 (pagina em ved:

wivtw, chilepepperinstitute. org/stats. htm).

Principales paises productores | Toneladas métricas / aiio

de chile

China 8,238,000

Meéxico 1,961,191 : : »
Turquia 1,400,000 :
Espaiia L 965,200

USA SUREE TSI - | 885,630

Nigke\riai » ; ,7“15,000}

| Indonesia 550,000 -

~[448.331

1 380,876,

380,000

223,000 .

Tunesv .7 1210,000

“:-{ Bulgaria ..’ 205,000

Rumania’ 7 191,376 ..

Marruecos’:. e <11 180,000 5

Algeria (175,000

~|170,900

1131,000

109,000

100,000

80,000




1.4 Caracteristicas fitoquimicas

El sabor tipico 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).

Tabla 2. Composicion nutricional de 4 tipog de chile dulce por cada 100 g Dde
producto(Lorente-Berrera, 1999).

Tipo de chile Sweet green Sweet red Hot green Hot red
Proteinas 12g l4g 23g 23g

Lipidos -{02g . o103 g 0 102 o 048

fAzicar ~ o |48g

[ Fibra_

Vitamina A

[Vitamina BT

Vitamina B 12 |0.08 mg -

Niacina 0.5 mgk

Vitamina C

Calcio

Fosforo

Hierro!

.| Sodie.. .

| Potasio i i i

Valor e‘nergético 22 calorias 31 calorias - .. |37 calorias 65 calorias

*IU- Unidades Internacionales.




En la tabla de requerimientos climaticos podemos observar que las plantas de chile
son sensnbles a temperaturas menores a 16°C y mayores de 18°C. El rango adecuado de
: ,humedad oscila entre 50 a 70%, niveles mas bajos de humedad afectan negativamente a

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

i 'e em lo el tlpo franco con poca cantidad de arcilla pero rico en materia organica, calcio,
Jemp p p

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

i Eahla 3. ;\tqummlmms climaticos be Capsicum annuum,

‘| Temperaturas criticas Punto de congelamiento -1°C

Crecimiento cero 10°C |

Minimo requerido para su
crecimiento

Temperatura 6ptima

Maixima temperatura :
crecimiento

/| Temperatura nocturna . . | Optima

: Germinacién - </ | Temperatura minima

Temperatura ¢ptima

Temperatura mixima

Fructificacion -~ Temperatura minima

Temperatura optima

Temperatura maxima




1.5 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 raiz causado por Erwinia
carotovora, la mancha bacteriana producida por Xanthomonas campestris pv. vesicatoria y
el marchitamiento bacterial 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 estan asociados con la
pudricion de la raiz; Phytophthora capsici relacionado con marchitamiento del chile y

Leveillula taurica el cual ataca las hojas de las plantas (DeWitt y Bosland, 1993).

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

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

.. aumento causando dafios 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 coloracion
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, afidos, 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 tltimo es el virus mas comun en el chile y
es transmitido por dfidos.

Los insectos también pueden ser un problema en los cultivos de chile y causar daftos
a las plantas. Pérez-Grajales et al. (1997) cita por ejemplo al Barrenillo o picudo del chile
(Antohonomus eugenii Cano) como una plaga muy comin en México; el pulgén verde

(Myzus persicae Sulzer), el cual se presenta en el ciclo vegetativo de la planta, es un vector




transmisor de virus. Otras especies no se encuentran con una distribucion tan amplia y solo
se les encuentra en ciertas regiones, como es el caso del minador de la hoja (Liriomyza
munda Frick), o el caso de otros organismos como la araiia roja (*'etranychus shoenei Mc
Gregor), la pulga saltona (Epitrix sp.), la mosquita blanca (Trialeurones vaporariorum
West) y la diabrética (Diabroticas spp.) (Pérez-Grajales et al, 1997).




2. ANTECEDENTES
2.1. Técnicas de cultivo de tejidos vegetales

"El cultivo de tejidos vegetales consiste en una serie de técnicas que permiten el
cultivo y manipulacién, bajo condiciones artificiales y controladas, de células, tejidos y

6rgarios vegetales Mediante estas técnicas se permite el establecimiento, mantenimiento

ey desarro]lo de cualquier parte de una planta, desde una célula hasta un organismo

compleJo (Perez‘ Molphe Balch et aI., 1999),

Los metodos que ‘son eoncamente posibles para la propagacion de plantas in

- vitro son esenc Im

on de brotes a partir de yemas axilares.

2, Medxame a'formacion de brotes adventicios y o de embriones somiticos

adventlcws (George, 1984).

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

es medlante un proceso llamado embriogénesis.

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

embriogénesis somatica y embriogénesis androgénica.

La embriogénesis somatica es un proceso asexual por lo que las nuevas plantas
serdn exactamente iguales a la donadora de la célula o tejido inicial. Se pueden

obtener embriones somaticos a través de dos vias (Ezura, 1997):

a. Directa. La embriogénesis somatica directa consiste en la formacion de
embriones somaticos o tejido embriogénico directamente del explante sin la

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

b. Indirecta. A partir de callo o cultivos en suspension, obtenidos a partir de la
proliferacion de células de los explantes, o bien de embriones originados a
partir de callo obtenido de explantes de los érganos especializados de la
planta (George, 1984),

10




La embnogenesns androgénica se logra mediante el cultivo de anteras o
'mxcrosporas de plantas, y da como resultado la produccién de haploides o dobles
haploides (Ezgra, _1,997)‘” Las células gametofiticas (microsporas o megasporas) se
pueden inducir, enel cuitin, a abandonar su curso ontogenético normal para seguir una
via esporofitica que ‘cko'nduzcaba' la formacién de esporofitos haploides. Se llama
androgénesis cuando las - microsporas originan embriones y plantas, y ginogénesis
cuando se obtienen- losAr'riis‘mos productos a partir de dvulos y de ovarios (Roca y
Myroginski, 1991), » '

3. Organogenesxs La Organogenésis consiste en la produccién de 6rganos
) (rmces, brotes y flores) a partir de callo o cultivos en suspensién (Dodds,
- 1995).

La organogenésis se divide en directa e indirecta.

a. Directa. En este método de micropropagacion, brotes adventicios
surgen directamente de los tejidos del explante y no de un callo

formado previamente.

b. Indirecta. Brotes y érganos 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 econémica de esta especie se propone el
cultivo de tejidos vegetales y particularmente, el empleo del cultivo de anteras en chile.
Esta metodologia es importante ya que mediante este procedimiento podemos obtener
lineas puras en un tiempo mas reducido que el que normalmente tomaria
autofecundando una planta (cinco o seis ciclos de aproximadamente 3 meses o mas).
Ademis por esta técnica se pueden eliminar los genes no deseados. Las plantas

haploides obtenidas por medio del cultivo de anteras permiten una reducciéon de la




variabilidad genética lo cual resulta ideal en el mejoramiento de plantas de interés

agricola como lo es el chile,

v Sih descartar otras ventajas de esta técnica para la generacion de plantas
haploides como lo son la ausencia de variacion dentro de la segregacion de familias,
ausencia de variabilidad debida a dominancia y disminucién en los efectos de variacion
debida al medio ambiente (Ochoa-Alejo, 2002).

2.3. Perspectivas

La generacion de plantas haploides de chile a partir del cultivo de anteras in vitro
requiere un estudio mas extenso acerca de los requerimientos nutricionales y la
concentracién adecuada de reguladores de crecimiento para las plintulas 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 permitira incursionar mas
rapidamente en el fitomejoramiento de esta planta y, por ende, todas sus aplicaciones

econdmicas.
2.4. Marco histérico del cultivo de anteras

La obtencion de plantas a partir de granos de polen se ha venido realizando in
vitro tanto en plantas dicotiledoneas como monocotiledéneas (George, 1973). Se han
tenido reportes de la ocurrencia de plantas haploides desde 1922, pero fue hasta 1933
que la obtencion de embriones de la misma semilla en una de las especies de Linum se
dio a conocer como un recurso para la obtencién de plantas haploides (Christensen y
Bamford, 1943).

Los primeros intentos para la obtencion 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 pequefios 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). Este fue el punto de partida en las 200 especies que
proseguirian en ser estudiadas exitosamente en medios artificiales (Pérez-Molphe Balch
etal., 1999). ‘

El culnvo de anteras in vuro de chile ha vemdo avanzando en el tiempo con el fin
‘de obtener' plantas haplo:des. Wang et aI en ‘1973 reportaron por primera vez la
obtencton de plantas haplondes medlante el culuvo in vitro de anteras de chile (Saccardo
et al 1974) "George y Narayanaswamy (1973) encontraron que la aplicacién exégena
de acido mdolapeuco (AIA) 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 induccién 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. También con el fin de inducir la embriogénesis, aplicaron a las
anteras un pretratamiento de 4 °C por 48 horas, utilizando como medio base el Cm
(variacién del medio MS, ya que existe una diferencia en la concentracion de sales en
ambos medios asi como ausencia de vitamina B> en el medio MS el pH es de 5.7 y de
5.9 en el Cm.) conteniendo acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (2 mg/L), cinetina (2
mg/L), vitamina B12 (0.03 mg/L), EDTA, sacarosa (3%) y agar (8%). En 1981a Dumas
de Vaulx et al., determinaron que pretratamientos a altas temperaturas (35 °C) y
ausencia de luz por un periodo de 2 a 8 dias 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 obtencion 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 °C y periodos de oscuridad durante los
primeros 8 dias en un medio llamado C suplementado con cinetina 10” mg/L y 2,4-D
10® mg/L o en la concentracion de 2 mg/L de cinetina y 2x10" mg/L. de 2,4-D,
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respectivamente, Con esta técnica obtuvieron de 5 a 40 plantas por 100 anteras

cultivadas.

Végefa y Havranek (1985) determinaron la adicion de carbon 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 Mityko et al., 1995.

Otros datos interesantes han sido aportados por Johansson et al., (1982) lo cuales
seflalaban que un medio de doble capa, que consistia en una capa de medio conteniendo
carbén activado y capa liquida, era superior en comparacién con los medios sélidos o
liquidos en el cultivo de anteras. Estos dltimos sefialaron, que una elevacion del 2% en la

‘concentracién de CO; 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 éptima para el desarrollo embrionario era de 26.4 °C; mientras
que el fotoperiodo no ejercio ningin efecto importante en este desarrollo. Ellos también
observaron que los botones florales de plantas jovenes 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. Gonzalez et al., (1996), realizaron estudios acerca de
los factores que intervienen en la induccion de la embriogénesis en Capsicum annuum, y
los relacionaron con cambios de DNA, RNA y proteinas. Las conclusiones a las que
llegaron fueron que la microspora vacuolada era la fase que mejor respondia para la
induccidon de la embriogénesis, y que era posible cambiar la direccién 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 obtencién de lineas 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 conclusién de que el cultivo de
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mlcrosporas axsladas ongma un niimero mucho mayor de plantas regeneradas por antera

que el propxo ‘cultivo de anteras.

EI medio MS fue exitoso en'la mduccmn de embriogénesis a partir de anteras de
,dos en el Laboratorio de Cultivo de Tejidos
uato (Escobar, 2002).

ran grén’tantidad de compuestos fenélicos que

i tomate de cascara

teras y, por lo mismo, se reduce el indice de

‘d anteras in vitro descritos por Dumas de Vaulx et

nmmm y despues usados por Vagera (1990) han

'_vanedades mexlcanas 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).

2.5, 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 liberacién de 4
microspora no vacuoladas de pared relativamente delgada (Fig. 3), dentro del locus de la
antera. Posteriormente la microspora aumenta su tamaflo y se desarrolla una vacuola. Un
poro es evidente en la exina opuesta al nucleo. En este momento la sintesis de DNA se
lleva a cabo seguida de la mitosis, la cual da como resultado una célula generativa
pequefia y una gran célula vegetativa. La célula vegetativa toma la posicion adyacente al
poro donde la sintesis de los almidones comienza; la célula generativa prosigue hacia
una segunda mitosis resultando en un grano de polen maduro con dos células
espermaticas. En una etapa especifica durante la diferenciacién de la microspora, su
desarrollo normal puede ser cambiado in vitro al desarrollo esporofitico originando la
formacion de embriones haploides. No esta claro si todas las microsporas vuelven a
adquirir esta direccion en su desarrollo después de haber estado comprometidas a la ruta
gametofitica o si existe una fraccion embriogénica especifica dentro de la poblacién de
microsporas y requiere solo la sefial proporcionada por el medio de cultivo para la
completa expresion de esta capacidad (Thorpe, 1995).
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Fig. 3. Principales eventos citoldgicos ocurridos en la microesporogenesis p en (a
anbdrogenesis. "En la fig. 3 se obserban que log mecanismos de control del proteso se
encuentran en Ddiferentes sitios marcados con (¥): a) en la meiosis, para lograr la
determinacion de log granos bde polen embriogénicos; b) entre las etapas dDe la iltima
mitrogpora p el polen temprano, para obtener [a etapa apropiada de polen que responda al
cultibo 77 bitro; ¢) cuando ocurren divigiones mitoticas en las microsporas, para lograr la
iniciacion de proembriones; p d) durante la regeneracion de (a planta a trabés de la
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egpetie de que se trate, puede tomar {a microspora tardia o el polen temprano para llegar a

la bia embriogénica o a la organogénita” (Roca p Mproginski, 1991).
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2.6. Factores determinantes para la induccion de la embriogénesis

Smykal (2000), establecié como los factores mas importantes para el desarrollo

esporofitico del polen los siguientes:

1.El efecto genotlplco de la planta donadora El genotipo es uno de los factores mas
. 1mponantes pa.ra la embnogenesxs, ya que la androgénesis estd controlada por mds de un

'gen Yy esos: genes son receswos, como lo han demostrado estudios en Solanum

Iuberasum. e

También,kf proypone que las condiciones fisioldgicas y de crecimiento de las plantas
donadoras ‘son importantes para inducir la embriogénesis; esto se debe a que las

inflorescencias jévenes contienen granos de polen con respuesta embriogénica.

2. El estado de desarrollo del polen. El efecto genotipico 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 mas favorable para la induccidén de la embriogénesis es

cuando el nlicleo muestra sefiales de una trascripcidn activa.

3. La composicion del medio de cultivo y la concentracién de los reguladores del
crecimiento. La composicién del medio es importante ya que elementos como auxinas,
citocininas, aminoacidos como la serina o glutamina, promueven el proceso de

embriogénesis.

4. Pretratamientos a distintas temperaturas. Un pretratamiento a bajas temperaturas (4
°C) altera el plano de divisién del grano de polen y da como resultado células simétricas.
La simetria de la divisién nuclear debida a estrés ha sido relacionada como uno de los
factores determinantes en la formacion de embriones. Por otro lado, un pretratamiento a
alta temperatura (30-35 °C) cambia la ruta de desarrollo normal del polen hacia la ruta
esporofitica.




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 explicacion a éste
fenémeno. Sin embargo esta explicacion 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, ademas en algunos hibridos del genero Solanum la
induccion de la androgénesis parece ocurrir con mayor facilidad que la embriogénesis
somatica. En adicion, algunas microsporas parecen tener una tendencia a la
morfogénesis y organogénesis; la androgénesis espontanea 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 fendmeno del atavismo (reaparicion de caracteres perdidos de
ancestros remotos o tipicos los cuales no se observan en los padres o ancestros recientes
de los organismos que muestran el caracter atavistico). Deacuerdo a estudios publicados
acerca de los precursores ancestrales del polen, estas estructuras debieron haber tenido
una gran capacidad de proliferacion. 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 estin
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 podria ser el
resultado de la expresién 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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3. JUSTIFICACION

A partir de 1999, se ha buscado mejorar la calidad de los chiles que se producen
eﬁ el béjfo por lo que la obtencién de lineas puras mediante técnicas simples, rapidas y
eficientes es el objetivo a lograr. El cultivo de anteras in vitro a sido considerado como
una alternativa importante para posteriormente generar hibridos con caracteristicas
deseadas.
El presente trabajo forma parte de un proyecto mayor llamado “Establecimiento de
cultivo de anteras y microsporas de chile, para la generacion de lineas puras” encabezado
por el Dr. Neftali Ochoa, en el Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados del IPN,
el CINVESTAV-Irapuato. Este proyecto se realiza conjuntamente con el Instituto de
Ciencias Agricolas (ICA) de la Universidad de Guanajuato y del INIFAP quienes
pueden llevar el conocimiento generado en esta investigacion a los agricultores para que

se beneficien de ello.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar las respuestas “morf'ogenéticas de anteras de Capsicum annuum cultivadas in vitro.

4.2. Objetivos especificos
- Determmar el mdlcador morfolégico del estado uninuclear de las microsporas en los

botones ﬂorales de chnle

- Evaluar el efecto del a<:|do ascorbxco y L-cisteina como antioxidantes en la embriogénesis

de Capstcum annuum 'ar. lelento

embriogénica de anteras de 14 materiales y 6 variedades de

Capslcum ammum en 3 tipos de'medios (MS 1, MS 2,y N-N).




5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Origen y tratamiento del material biolégico

Las anteras de 6 variedades distintas de Capsicum annuum fueron obtenidas apartir
de plantas proporcionadas por el Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad de
Guanajuato (ICA) 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 ICA consistieron de 6 variedades de
Capsicum annuum llamados ancho San_Luis (ASL), chile Grosso, chile Pimiento
(Capricho), ancho Mulato Bajio, Anaheim y chile Pasilla. Los restantes 14 materiales se
i@ desxgna.ron con las claves: UAAN 9579, UAAN 95 [ 1996, UAAN 95118, UAA 9578,
UAAN 95 119 UAAN 9526, UAAN 95 155, UAA 9526 tipo Anaheim Loulle, UAAN 96 I

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 detl chile.

'5.2. Germinacién de semillas
Las semillas de los 14 materiales fueron germinadas en cajas de petri de 100x15
mm., con la adicién de un antifiingico e insecticida (Rodamina y Captan) y selladas con
Vitafilm. Las plantulas obtenidas fueron transplantadas a pequeiios envases conteniendo
aproximadamente 5 cm’ de tierra y se mantuvieron en estos recipientes hasta que las plantas
alcanzaron la talla aproximada de 15 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 aplicacion foliar. Se disolvieron 8 g / 20 L de agua, y se
aplicaron dos veces por semana aproximadamente 200 ml de esta solucién por planta. En
los botones florales que se removieron, los pétalos y sépalos eran del mismo tamaifio (o los
pétalos ligeramente mayores 2 mm) ya que esta correlacién nos indicd que las anteras
contenian microsporas en el estado uninuclear, lo cual favorece la induccién de la

androgénesis (Vagera, 1990). Solo se usaron los botones florales de la primera floracion.




5.3. Determinacién del grado de desarrollo de las microsporas en los botones florales
de chile.

Para determinar el tamafio del boton floral con mayor nimero de microsporas
uninucleadas, se procedié a observar en microscopio de fluorescencia las microsporas de
anteras de chile en distintas etapas de desarrollo previamente teflidas con DAPI (4,6-
diamidino-2-fenil indol), este ultimo es un colorante muy especifico para el nicleo, el cual

,7 se une a. las reglones de A=T del ADN emitiendo una gran fluorescencia (Singh et
al, 1995)..
‘ EI protocolo

‘el siguiente:

‘un corte tra.nsversal de dos anteras provenientes de botones florales con las

longitudes de 2,5,'3, 4,'S y 6 mmy mediante presién se evctra_;o se extrajo eI mayor I numero

'posible de microsporas.

Se:fijaron las muest:;as de polen provememes de las anteras en solucién de DAPI ( 1 g/L
en 0.1 M fosfato de sodio, pH 7. 0) por 5 ‘minutos;

Se cubn la muestra con un cubre objetos y realizando el *squash” con presion uniforme

'Se removno 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 excitacion de 365 nm y una longitud de emisién de 450 nm.
5.4. Cuitivo de anteras
Los botones florales fueron desinfectados superficialmente en una solucién de
blanqueador comercial (NaOC), 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 procedio 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 120°C con una presion de 1.5
atm durante 20 minutos.
MS 1= 0.01 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




Al medio N-N (Anexo 4), 'dqndgrtambi.én se inocularon 100 anteras de cada

material, no se le aplico ningﬁh _reg’uladorde'(_:récimie_nto,' y se suplementd con carbon

activado 1%.

‘Germinacion de semillas 6
vanedades 14 matenales)

:Prueba de 3
Fluorescenma DAPl g

. Culnvo en med
'y N-N (100 anter
(20, anteras / caja

Exposicion a 70 Mmol /m¥Y/s™ y 25 °C

Fig. 4. Aletodologia para la obtencion be embriones a partir de antecas be &. Tnnaum,
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¢ mM y se sembraron 100 anteras por cada tratamiento.
' Despues de determmar su efecto se procedid a usar la* concentracxon y el

antnoxxdante més efectivo en el medio MS 1 con todas las variedades de chile para los fines

S 'embnogemcos deseados. Las anteras se mantuvieron bajo el efecto de los reguladores de
; ‘,crecnmlento hasta que se formaron los embriones, de ahi se transfirieron a medio MS libre

" de ﬂioreguladores.

. e ,:5.5. Trasplante de embriones

Los embriones obtenidos fueron transferidos al medio MS conteniendo 50 mg/L de
caseina hidrolizada y 0.1 mg/L de AIA (inicialmente se usé una concentracién de 0.5 mg/L
se disminuyo la concentracion dada la formacién frecuente de callo). En este medio los
embriones obtenidos se desarrollaron en plantulas para su posterior transplante a suelo en
maceta mantenidas en invernadero.

Cabe mencionar la gran problematica que se enfrento en el presente trabajo ya que
existié una gran limitante para la obtencion de los botones florales de cada variedad. Se
sembraron las semillas de cada material y para la obtencion de los botones florales fue
necesario esperar un promedio de 3 meses para la obtencién de los mismos, no pudiendo
aprovecharse las floraciones siguientes ya que sdlo 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

contaminacion,




6.1. Determinacion del tamaiio apropi

do de los bot:

6. RESULTADOS Y DISCUSION

fMorales

De las observaciones realizadas con la tincién 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.

Tabla 4. Velarion el tamaiio en longitud del boton floral con el bdesarrollo de las

microsporas,
Botones Anteras Microsporas | Microsporas | Microsporas | Microsporas
florales (mm) en estado de|uninucleadas |uninucleadas |binucleadas
(mm) tétrada centrales laterales
2.5 2 96 2 2 0
3 2.5 -0 13 84 11
3 T3 1o~ 35 52 13
5. 13- 0 20 59 21
i 13- 0 5 3 8T

v 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 sefialar que ya se presentaban indicios de maduracion 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 indices de Embriogénesis que
obtuvo. Otro aspecto importante observado es que la coloracién ligeramente azul de las
anteras [caracteristica indicatoria de maduracion de microsporas uninucleares (Vagera y
Havranek, 1985)} no siempre se presentaba en los botones florales con el tamaflo adecuado

para que se pudiese inducir la embriogénesis (3-4 mm).
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Los resultados confirman la informacion 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 contenian en términos generales una mayor

-~ cantidad de microsporas uninucleadas y en donde ¢l tamafio 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 contd 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 tardio fue cuando los pétalos fueron | mm mas grande que los
sépalos (Dumas de Vaulx et al., 1981b) donde las anteras presentaron ya una ligera tincion
en azul (Sibi ef al., 1979).

Pared de calosa

Nicleo
lateral de la
microspora

Ffig. 5. Microsporas uninucleadas en Capsicum annuum tipo pasilla tefiidag con DAPT. La
linea asul hocisontal mide 50 micras.
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6.2. Efecto de antioxidantes sobre la regeneracién de embriones a partir de anteras de
chile Capricho cultivadas in vitro

70
60
5 % -
2 \ —o— L-cisteina
S 40
S 4 \ \ —=— Acido
S 1 \ / \ ascorbico
AV |
10 - v \
0 T S S S

1 10 20 30 40 50 60 70 80
mM

Antioxidantes

Tig. 6. Electo antioxidante de la I -cisteina p dcdo ageorbico en 100 anteras de chile
pimiento &apricho.

En la micropropagacién in vitro de Capsicum no se reporta el uso de antioxidantes
(Pérez-Mora, 2002). Sé probo el efecto de dos antioxidantes: L-cisteina y acido ascérbico
en distintas concentraciones sugeridas por Escobar (comunicacion personal) usando la
variedad de chile llamada pimiento Capricho ya que esta variedad presenté una buena
respuesta embriogénica.

En la Fig. 6 se puede observar que el cido ascorbico ejercié un efecto antioxidante
mayor a medida que la concentracion aumento. Aun en concentraciones bajas 20 mM, 40
mM, y 60 mM, fue clara su accién antioxidante siendo que a partir de 20 mM ninguna

antera mostré oxidacion. En contraste, la L-cisteina ejercid un efecto antioxidante
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solamente a partir de 10 mM, pero atn en concentraciones mds altas se pudo observar la
‘presencia de anteras oxidadas. Sin embargo, se logré obtener dos embriones a partir de 2
* -anteras en el medio MS 1 con L-cisteina 1 mM, siendo ésta la concentracién mas baja de

todas las usadas y donde en consecuencia se observé una mayor oxidacion, de hecho los

"' embriones surgieron de las anteras ya con cierto grado de oxidacién. Esto indicé que la

oxidacion de las anteras de la variedad Capricho no tuvo un papel determinante en la
inhibicién de la formacién de embriones y que la embriogénesis es posible aun en anteras
oxidadas.

Ya que al usar las distintas concentraciones de dcido ascérbico no se logré obtener
ningiin embridn a pesar de que éste inhibid efectivamente la oxidacion de las anteras y
aunque no inhibid la oxidacion de las mismas, se procedid a probar las variedades de
- Capsicum en el medio MS 1 con L-cisteina | mM debido a que la concentracién | mM de
" Licisteina mostrd ser favorable para la formacion de embriones de éstas.

) " En futuros trabajos es recomendable proseguir los ensayos con L-cisteina a
concentraciones cercanas o0 menores a | mM.
6.3. Efecto de los medios de cultivo

e MS 1 (0.01 mg/L 2,4-D+0.03 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 mas. En los casos restantes todos los embriones
provinieron de una sola antera es decir solo respondié en este caso el 1% de las anteras.

En el medio MS 1 se obtuvo un 1% de generacion de embriones para la variedad
Capricho. Se logro obtener un 2% de regeneracién 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).

e MS1 (0.01 mg/L 2,4-D+0.03 mg/L Cianobalamina)+L-cisteina 1 mM

De los resultados podemos deducir que en el medio MS 1 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
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résultadqs obtenidos por Escobar (2002) para tomate, donde encontré un 44.4 % de
embriogénésis en cultivo de anteras de tomate de cascara en las mismas condiciones.

Sin erﬁbargo, este fue el medio con un mayor indice de respuesta de anteras y de

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

En la Fig. 7 se muestra como 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 tamaiio. Se puede ver que la oxidacion de la antera es notable. Algo similar se
observa en la Fig. 8, donde ademas del fruto del material UAAN 95 155 se puede ver
claramente el embrion 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).

Antera

F(g. 7. E€mbrion de chile pimiento Eapricho (15x) emergiendo be la antera en el medio AS 1
suplementade con X -c1stema,
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embrion

Antera
oxidada

Tfig. 8. Fruto del material AT S 95 155 (i3quierda) p embrion (18x) emergiendo de una

antera del mismo material cultivada en el medio NS 1| + X -cisteina | maHl.

e MS2 (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 generd ningiin
embrion en ninguna de las variedades, observindose que las anteras se abrian originando
callo de color blanco y verde el cual se necrosaba y moria. En la Fig. 9 se observa la

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

FoXNTEE

Tig. 9. Formacion de callo (6x) a partir de anteras de chile ancho $an Auis en el medio
S 2
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La concentramon alta de 2,4 -D podria ser una de las causas por la cual no se generd
,nmgun embrlon yé que ééa sustancia podria haber ejercido un efecto toxico para las
microsporas Autores como Vagera (1990 ) reportan el uso del 2,4-D como mads adecuado
en Ia androg,enesns del chl]e en comparacxon de otros reguladores de crecxmlento como la

cinetina o el uso de ANA y agua de coco

Comparando ‘ambos medlos, el MS 1y el MS 2 los genoupos que generaron'f"” s

embnones en el MS 1 no o h:cleron enel MS 2 lo cual suglere el uso de’ concemramones
: v,menores a0.1 mg/L 2,4-D y O 3 mg/L de cianobalamina, para futuros trabajos

: ) En los med:os MS 1 'y MS 2 no se conocen los mecanismos bnoquxmlcos de la
facc:on de la cnanobalamma sobre la androgénesis, pero probablemente interviene como
" coenzima (Coenznma B)a) de alguna reaccion involucrada con el desarrollo de embriones
" (Escobar, 2002),

Sy e N-N+Carbén Activado 1%

También se probé el medio N-N con carbon activado al 1% ya que en los
experimentos llevados a cabo por Vagera (1990) en Capsicum se logrd una regeneracion de
plantas a partir del cultivo de anteras de 0.017% por antera cultivada lo cual resulta ser de
los indices 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 Havrdnek (1985) donde el carbon activado incrementé el nimero de
embriones y prolongé su vitalidad en el medio, en nuestros cultivos se observo (nicamente
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 carbén activado en sus
experimentos se debié a que este compuesto probablemente absorbe algin 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 reportada por Vagera(1990) 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 aseveracion de que el chile presenta una frecuencia muy baja de androgénesis.
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En este caso Ia respuesta de antera por embriéon y embrion por antera fue de 0.001,

B sxmnlar a los resul d )5 ob! enidos en el medlo MS 1,

Sl cons:deramos los resu tados d rlsuansen y.Andersen (1993) para Capsicum, a

’f.‘partlr de 119 782 anteras obtuvo un lotal de 2468 embriones lo cual corresponde a una

ﬁ-ecuencla de .1 embnones por 100 anteras valor muy cercano al 2% de los resultados

ol?temdqs. ‘Deacuerdo con Vagera (1990) la frecuencia de desarrollo de embriones a partir
del cultivo de anteras in vifro es muy baja.

o Un aspecto interesante en el desarrollo de los embriones de pimiento Capricho fue
la obtencién de un organismo trifoliado, y en el cual las raices se desarrollaron
rapidamente, Este embrion se obtuvo en ef medio MS 1 sin adicidn de L-cisteina 1 mM.

La generacion de embriones solo es la fase inicial en la generacién de plantas

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

embrion a planta adulta.

Plantula

P i Raices

gl | Formacion de
T cllo

TFig. 10. Plintula de chile Lapricho (2.55) subcultivado en A después de la eliminacion de
callo (izquierda) p la formacion del callo que lo inbade de nuebo (derecha).

La degeneracion de los embriones hacia la formacion de callo fue frecuente; por
ejemplo, en la Fig. 10 un embrion de chile Capricho al cual ya se le habia extirpado el callo
a nivel de la raiz, presento indicios de nueva formacion de este tejido que al final lo invadio
completamente. Se us6 AIA ya que las raices presentes en los organismos eran muy
delgadas y escasas lo cual requeria lograr un mayor nimero de ellas, pero se observo un
efecto adverso, esto es, la degeneracion de estas plantas en callo por lo que se tuvo que
disminuir la concentracion de AlA a 0.1 mg/L, a esta concentracion no se formo callo pero

las plantulas carecian del vigor que mostraron en la concentracién de 0.5 mg/L. Por otra

32

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




parte en un medio libre de AIA no se desarroilaron raices secundarias alcanzando las
U plamulas un tamafio de 5 cm permaneciendo con esta talla hasta su muerte.
: Tamblen se pudo observar cémo se formaron las raices nuevamente y el tamaifio

: consnderable que Ia plantula que alcanzo rapldamente Comparatwameme, en la Fig.11 se

: observa un e_lemplo :de’ ‘chile Cap;-xcho desde fase de’ embnon a una plamula mis
: a; con hojas bie definidas, 2
esta planta Lalcanzo un tamafio de 7 cm rapldamente en dos semanas, la concentrac;on de
: AIA que se us6 f’ue:de 0. 5 mg/L en el medio MS 1.

“En” eI caso’ del material UAAN 95 155 se obtuv:eron 7 embnones que se

bdésa.rrollaron hasta cierto grado de plantula es decir, desarrollando hojas. Sin embargo,

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

Tabla 5. Numero de embriones obtenidos de cada bariedad de Eapsicum annuum por

tratamiento.

igual que la raxz y el tallo. Cabe mencxonar, ‘que - i

Variedades MS 1 MS 2 MS 1+ L-|N-N

cisteina

a/e/100 ;e/a | A/e/100;e/a |a/e/100; e/a a/e/100; e/a

. Pimiento (Capricho) 1 1 - - 2 4 . -

UAA . 95-26 - Txpo Anahelm . . - - B
<Loulle Ll : -

UAAN 95-155 S

UAAN 95 14Z

UAAN 95-26

Total

Anteras que -

: Responden por,.“

Tratamlemo

. a= anteras : 3/400 = 0.0075 1/400 = 0.0025
’ 1/400 = 0.0025 2/400 = 0.0050
e = embriones 1/400 = 0.0025
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Fig. 11. Embrion 4.5 x (i3quierda) en degarrollo a plantula (beretha) be Eapsricum
annuunvariedad Capricho, obtenido en el medio MS 1+ L-cisteina 1 mAA,

El tiempo de formacion de embriones a partir de que los explantes fueron expuestos
a la luz fue variable, los primeros indicios de la formacion de embriones en unos casos se
dio desde la primer semana, donde se observd cémo se abrian paso a través de la antera,
hasta tres meses después también se podia observar el surgimiento dec embriones ain en
anteras oxidadas.

Toda esta problemitica nos lleva a la necesidad de un estudio mas detallado en la
busqueda de las concentraciones adecuadas de reguladores del crecimiento, tanto para el
desarrollo de embriones como para el desarrollo de raices en las plantulas obtenidas a partir
de anteras. También debe realizarse un mayor nimero de pruebas acerca de los
requerimientos nutritivos de las plantulas de chile cultivadas in vitro y del uso de

antioxidantes en Ja prevencion de la necrosis de las anteras cultivadas de esta forma.

La importancia de los pretratamientos radico en que al someter a bajas temperaturas
(4°C) las anteras, es probable que se haya promovido la division simétrica de las

microsporas, y al somcterlas a 35°C favorecer la expresion de cierto tipo de proteinas de

34

TESIS COW

FALLA DE URIGEN |




choque térmico que probablemente cambiaran el rumbo del desarrollo gametoﬁuco a uno
esporot‘tlco (Escobar, 2002). . ; P
Por otra parte, el uso de reguladores de creclmlento en la concemracxon adecuada -

juega un papel importante para el completo desan'ollo de e bnones a plantulas evntandot

generacion de embriones sin pasar -

niéi'fo‘_légicbs han demos’tradd‘labpreséncia de
s asi como dihaploides en el cultivo de anteras in
egurar'que las plantas obtenidas hayan sido de origen
oxdes Ex1ste la posibilidad que estas plantulas pudieran
) esporof' itico proveniente de la pared de la antera. Para asegurar
| se‘ un examen histologico de la antera o bien un andlisis con
ares (AF LP’S) de las plantas regeneradas.

. este gtrab'ajo se puede observar que el genotipo es determinante para la

l’generacnon de embriones a partir de microsporas ya que como se puede ver existen

‘ba 'ca.mente dos genotipos ( Capricho y UAAN 95-1559 ) los cuales reportan la mayor

: 'vgeneracxon de embriones de los genotipos probados.

- Los medios MS 1 y MS 2 resultaron los mas exitosos para la induccién de embriones en
tomate de cascara (Escobar, 2002); en contraste, ninguno de los materiales de chile
respondio 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 algun factor
determinante en la induccidn hacia la embriogénesis de Capsicum. Por ejemplo, Vagera
(1990) propone que la frecuencia de la androgénesis esta determinada por la presion
osmética del medio debida a los altos niveles de sacarosa presentes. De cualquier manera el
trabajo para la optimizacién de un medio adecuado para incrementar la frecuencia de la

androgénesis en chile apenas comienza.
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6.4, Aportacion del trabajo

Se sabe ahora que la oxidacién de las anteras no es un obstdculo para la obtencién -

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

anteras de la primera floracion se podra dtsponer de un 1 material mds constante en n mero

al no desechar las anteras ovudadas. : ;
El meduo MS. ! (0 Ol mg/L ,4-D + 0, 03 mg/L ctanobalamma) adlcxonado con:lmM

i obteclon de,haploldes de chile via androgenesxs de manera extensiva y en corto tlempo.

Este; rabaJo es la base para el mcremento de la tasa de embrnogenesns de-

chlle va que os para etros establemdos respecto a los medios son el comlenzo en la

: optlmlzamon del medlo de cultxvo para hacer de la via andro;,emca la forma mas adecuada )
para Ia obtencnon de haplmdes asi como también la mas econdmica en cuanto tlempo y

' recursos.
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c)

IFfig. 12. Embriogenesis Be thile material UAASN 95 155. a) Woton floral (3-4 mm) del
tamaiio abecuado para el cultibo de anteras /i bitre; b) antera (2.5-2.9 mm) cton inbicios bde la
tonalidad asul en uno de sus polog; ¢) embrion regeneradbo; d) embrion (separabo de la antera)
en desarrolio en el medio AS 1 con L -tisteina 1 mA; e) plantula en desarrolio; ) plantula

mostrando desarvollo de raices; g) plantula mostranbo geiiales 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 acido ascérbico disminuyé la oxidacion de las anteras ain a concentraciones
bajas (20 y 30 mM) pero no promovio la formacion de embriones..

El mejor medio para la generacion de embriones fue el MS 1 (2,4-D 0,01 mg/L +
Cianobalamina 0.03 mg/L)adicionado de L-cisteina | mM.

El medio MS 2 solo promovié la formacion de callo no embriogénico.

El medio N-N + carbdn activado 1% solo generd el 1% de embriones para los
materiales UAA 95 26 tipo Anaheim Loulle y el material UAAV 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

‘con 4% embriones.

La mejor variedad en la obtencién 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 + Cianobalamina 0.03 mg/L) + L-cisteina 1mM.

El tiempo de formacién de embriones a partir de que los explantes estin

expuestos a la luz varié desde una semana a tres meses.
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9. ANEXOS
ANEXO 1
Descripcion botinica de Capsicum annuum (Pérez et al,, 1997)

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

género Capsicum. Esta planta posee un sistema de raices muy ramifi cado y muchos pelos il

radicales, llegando a profundidades de 70 a 120 cm y 120 cm de dlametro. El'tallo es’*”

cilindrico o prismatico angular con ramificacién pseudodicotomica. El 1allo puede crecer

~ hasta una élturia de 30 a 120 cm. Los frutos poseen distintas formas y tamafios. 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

purpura, caliz cerrado y tipicamente nudos simples del fruto con posibles excepciones de

una ocasional axila de doble flor en una horqueta mas baja. Las flores se forman en los
lugares en donde se ramifica el tallo; en una ramificacién se forman de 1 hasta 4-5 o mas
flores. Las flores son hermafroditas, normalmente con 6 sépalos, 6 pétalos y 6 estambres. El
chile es una planta de autofecundacion facultativa (Pérez Grajales ef al., 1997). Sin
embargo, se ha comprobado también la polinizacion cruzada en especies cultivadas, en
parte debido al viento, pero en mayor proporcion debida a distintos tipos de abejas, afidos,
mariposas y hormigas como principales polinizadores (Andrews, 1995).

El género Capsicum 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 (Pérez Grajales et al., 1997).
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ANEXO 2
Clasificacion del genero Capsicum ( DeWitt y Bosland, 1997).
REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida

"O'RDEN: Solanales

FAMILIA Solanaceae
GENERO Caﬁ:icum

. ESPECIE Caps:cum annuum
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ANEXO3

Composicion quim‘icﬁ del FerviaFol,

Nitrégeno B R 20%
Fdsforo ' 30%

| Potasio - 10%
Fierro 0.20% Quelado
Zine 10.20%
Magqesio : 0.20% Quelado |
Cobre:. - 0.05 % Quelado
Manganeso 0.05% Quelado
Borb‘(: 0.10%
M'olibv'd'ené; » '10.01%
Cobalto": 0.,001%
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ANEXO 4
Composicién del medio N-N y del medio MS usados por Vagera (1990).

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

NH4NO; 1650 720

KNO; 1990 950

CaCh.2H,0 [0 , 166

KH:PO, ‘ T e

HiBO;

MnSO4.4H:0 -

ZnS04.7H.0

Kl ;

Na:Mo04.2H0 .+~

CuS05.5H,0

CoCl.6H:0

Na:EDTAZH,0

FESO4.7H30 .

Glicina

Mesoinisitol

Acido nicotinico

Acido folico

Piridoxina (HCl1) - -+ -

Tiamina

Biotina

Carbon activado

Sacarosa

Agar

pH del medio
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