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RESUMEN 
El chile serrano (Capsicum annuum L.) es un producto de suma importancia, ya 

que es uno de los chiles que más se cultiva y consume en México. Ésta especie se 

coloca como candidata a modelo biológico en el cultivo de tejido vegetal, puesto 

que es una especie fácil de mantener y que actualmente está siendo ampliamente 

estudiada por la producción de metabolitos secundarios, por ello se planteó como 

objetivo caracterizar callos de chile serrano a través de la cinética de crecimiento, 

obtener parámetros de transformación genética mediante biobalística, así como 

evaluación de compuestos orgánicos en la obtención de callo embriogénico. Para 

esto se germinaron semillas de chile serrano var. tampiqueño, una vez obtenidas 

las plántulas se realizaron cortes de cuatro explantes: hipocótilo, ápice, cotiledón 

y hoja primaria, las cuales se colocaron en dos medios de cultivo (MS-B5 y C20) 

que contenían sales MS al 100% , 30 g·L-1 de sacarosa, 10 g·L-1 de adenina, 50 

g·L-1 de ácido ascórbico y ácido cítrico, 3 mg·L-1  de 2,4-D y se utilizó como 

gelificante agar (8 g·L-1). Lo único que variaban los medios de cultivo era la adición 

de vitamina B5 (100%) y de Coctel 20 (100%), obteniéndose que el medio en el 

que se obtuvo un callo compacto y poca oxidación fue el medio MS-B5 con los 

explantes de hipocótilo y de ápice, los cuales obtuvieron un tiempo de duplicación 

(td) y velocidad especifica de crecimiento de duplicación(µ) de 4 días y 0.173 dias-

1 para hipocótilo y para ápice 4.78 días y 0.145 dias-1 respectivamente. 

Posteriormente se realizó una curva de resistencia a Basta® evaluándose cinco 

concentraciones (0, 2, 4,8 y 10 mg·L-1), para ambos explantes se obtuvo que a 

partir de 2 mg·L-1 se inhibía el crecimiento del callo. Se procedió a realizar una 

transformación genética vía biobalística en la que se evaluó tamaño de bala (0.4 y 

0.7 µm) y número de disparos (1D y 2D) a una distancia de 12 cm y una presión 

de 1100 psi, obteniéndose que para el callo de ambos explantes se requieren dos 

disparos pero el tamaño de bala para hipocótilo es de 0.7 µm y 0.4 µm para ápice. 

Finalmente se evaluó el efecto del agua de coco (20%) y del 2,4-D en la obtención 

de callos embriogénicos, obteniéndose que la presencia o ausencia estos 
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compuestos no ayudaron a la formación de callo embriogénico aun después de seis 

meses de evaluación. 

Como resultado de lo anterior podemos ver que el chile serrano es un buen modelo 

biológico comparable a otras especies, así mismo que la caracterización realizada 

en cuanto a la cinética de crecimiento y transformación genética abre las puertas 

a futuras experimentaciones con callo de chile serrano, y que el uso del agua de 

coco y 2,4-D no ayudó a la obtención de callo embriogénico para una posterior 

regeneración vía embriogénesis somática indirecta.    
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1. INTRODUCCIÓN 

En México se produce una gran variedad de chiles, este grupo está constituido 

por cerca de 64 especies vegetales (SINAREFI, 2013), de las cuales sólo cuatro 

se cultivan a nivel comercial y constituyen un alimento de gran importancia en 

la dieta del pueblo mexicano. Este cultivo se liga a la historia de México, ya que 

se tienen registros de su consumo de por lo menos 600 años. Las especies 

comestibles de mayor importancia económica en México son chile serrano 

(Capsicum annuum L.), chile tabasco (Capsicum frutescens L.) y chile habanero 

(Capsicum chinense Jacq.) (Comisión Veracruzana de Comercialización 

Agropecuaria, 2011). El chile serrano es uno de los cultivos más importantes en 

México reportándose en 2014 una superficie cosechada de 143,465.17 hectáreas 

con un rendimiento promedio de 19.05 t ha-1 (SIAP, 2014). Además, dentro de 

la familia solanácea, a la que pertenecen el chile, la papa, el tomate y el tabaco, 

destaca el género Capsicum ya que a este género pertenecen varias especies 

que resultan ser buenas candidatas como modelos biológicos, es el caso del chile 

serrano ya que es una especie que se estudia ampliamente y es fácil de mantener 

y reproducir en un laboratorio. Por ello en el presente trabajo se propone a los 

cultivos in vitro de chile serrano como modelo biológico para el estudio de 

diferentes eventos bioquímicos, mediante el cultivo de tejido vegetal, el cual se 

basa en la totipotencialidad celular, haciendo posible cultivar bajo condiciones in 

vitro, esto es, en condiciones de asepsia, protoplastos, células, tejidos, órganos, 

embriones y plántulas y dirigir las respuestas morfogenéticas y biosintéticas de 

las células (Solís-Ramos et al., 2010). Sin embargo es importante primero 

caracterizar los cultivos in vitro en cuanto a su crecimiento y desarrollo a través 

de cinéticas de crecimiento, tiempo de duplicación, índice de crecimiento y 

velocidad de crecimiento así como su transformación genética.  

 En el presente trabajo se planteó como objetivo principal caracterizar y 

transformar cultivos de callos de chile serrano, para lo cual se realizará la 
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selección de medios de cultivo y explantes adecuados para la obtención de callos, 

seguido de una cinética de crecimiento y evaluación de diferentes 

concentraciones de glufosinato de amonio que permita la  selección de células 

transformadas genéticamente vía biobalística, evaluándose el tamaño de bala y 

número de disparos, finalmente se planea evaluar diferentes compuestos 

orgánicos para la producción de embriones,  como lo es el agua de coco, el 2,4-

D y BA. 

 

 

 

1.1. Planteamiento del problema 

 

Una de las limitantes en la investigación básica y aplicada, es el contar con modelos 

biológicos que puedan utilizarse tanto con fines alimenticios como industriales. 

Hasta el momento se cuenta con algunos modelos como la Arabidopsis thaliana y 

Nicotiana tabacum que han permitido el estudio de eventos bioquímicos y 

moleculares sin embargo se tiene la condición de que no son reproducibles en 

especies alimenticias, es por ello que en el presente trabajo se está proponiendo al 

chile serrano (Capsicum annuum L.) como un modelo biológico ya que además de 

ser una especie muy importante tanto en cultivo como en consumo en nuestro país, 

es una buen candidato porque tiene un ciclo corto de vida, su descendencia es 

numerosa, producen grandes cantidades de metabolitos secundarios, cuenta con 

un fenotipo sencillo de observar o medir, su reproducción es autógama, 

autocompatible, tiene un genoma diploide, pero principalmente su cultivo está bien 

establecido y es de fácil manipulación en el laboratorio. 
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1.2. Objetivo General 

Obtener, caracterizar y transformar callos de chile serrano (Capsicum annuum L.) 

mediante sus cinéticas de peso fresco y parámetros de crecimiento obtenidos de 

diferentes explantes, medios conteniendo algunos compuestos orgánicos, así como 

determinar las condiciones de transformación genética. 

 

 

1.3. Objetivos Particulares 

 Obtener plántulas de chile serrano (Capsicum annuum L.). 

 Evaluar cuatro explantes diferentes para la obtención de callo de chile 

serrano. 

 Realizar la cinética de crecimiento y obtener los parámetros de índice de 

crecimiento y tiempo de duplicación. 

 Determinar la concentración del agente de selección (Basta®). 

 Caracterizar las condiciones de bombardeo de callo de chile serrano con 

marcador biológico GFP. 

 Evaluar la transformación genética mediante la microscopia confocal. 

 Comparar el efecto del agua de coco y reguladores de crecimiento en el callo 

de chile serrano. 

 

 

 

1.4. Hipótesis 

La caracterización y transformación genética de cultivos de callo de chile serrano 

permitirá la descripción del comportamiento celular bajo determinadas condiciones 

de cultivo in vitro. 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1. Solanáceas 

Solanaceae proviene del latín solamen, que quiere decir confortar o calmar y se 

refiere a las propiedades sedativas de algunas de las especies. Esta familia 

presenta 102 géneros y 2,460 especies (Stevens, 2008) las cuales podemos 

encontrar distribuida en regiones tropicales y templadas. Existen en todos los 

continentes, pero se hallan concentradas en Australia y América Central y Sur, 

de donde son endémicos por lo menos 40 géneros. La gran diversidad de esta 

familia en América del Sur ha dado lugar a la hipótesis de que pudo originarse 

en este continente (Zuloaga et. al, 2009). 

Las principales características de las plantas de esta familia generalmente son 

herbáceas, aunque también hay especies arbustivas y arbóreas, susceptibles a 

daño por heladas y a daño por enfriamiento. Las hojas son alternadas y las flores 

pentámeras perfectas, cuyos pétalos forman una corola tubular, al menos en la 

base, y los estambres se alternan con los cinco lóbulos de la corona. El ovario 

generalmente es bilocular, aunque también puede ser multilocular, con muchos 

óvulos en placentas axilares, y con un estilo terminal. Los frutos pueden ser 

bayas o cápsulas. En varias especies existe una reconocida producción de 

alcaloides o compuestos nitrogenados aromáticos (ej.: atropina, nicotina, 

solanina, tomatina, etc.) los que, en algunos casos, se usan como drogas 

medicinales o estimulantes pero fácilmente pueden llegar a ser tóxicos para los 

animales y el hombre. Esto hace que las solanáceas, en general, hayan sido 

consideradas como especies venenosas y motivo de desconfianza por muchos 

años (Martínez, 2011). 

Algunas especies destacadas de esta familia son (D’Arcy, 1991): 

 Plantas domesticadas: siendo las más importantes la papa, (Solanum 

tuberosum L.), el tomate (jitomate) (Lycopersicon esculentum L.), el chile verde 
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(Capsicum L.), el tomate verde (Physalis L.) y la berenjena (Solanum 

melongena) 

 Plantas tóxicas: el toloache (Datura innoxia Mill.), la mandrágora 

(Mandragora L.), el beleño (Hyoscyamus niger L.) y la belladona (Belladona Mill.) 

y algunas plantas de ornato como la petunia (Petunia Juss.)  

  Plantas con altas cantidades de alcaloides: Flor de la tarde (Nicotiana 

longiflora), flor de sapo (Nicotiana acuminata var. Acuminata). 

Como esta familia es muy grande muchos científicos voltearon a ver a varias 

especies de esta familia para llevar a cabo experimentos de la ingeniería 

genética, por ejemplo la papa, el tomate, el tabaco y la flor de la petunia que 

han contribuido al avance de nuevas técnicas en el mejoramiento de las plantas 

(López, 1997). 

 

 

2.1.1. Descripción del género Capsicum 

El género Capsicum pertenece a la familia Solanaceae e incluye diferentes 

variantes de chiles que se reconocen fácilmente por su tamaño, forma, color y 

gran de pungencia.  

La clasificación taxonómica de Capsicum se muestra en la Figura 1 la cual fue 

aceptada por la Red de Información de Recursos de Germoplasma (GRIN). El 

género Capsicum incluye 33 especies y 10 variedades (Figura 2). Dichas especies 

se han diferenciado principalmente con base en características fenotípicas como 

la morfología de la flor o del fruto (Latournerie et al., 2002).  
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Tabla 1. Clasificación general por jerarquías taxonómicas para 

Capsicum. Tomado y modificado de la base de datos del Sistema 
Integrado de Información Taxonómica de la Red de Información de 

Recursos de Germoplasma (GRIN) en línea del Departamento de 
Agricultura de Estados Unidos (GRIN,2016). 

Jerarquía  

Reino 

Subreino 

División 

Clase 

Subclase 

Orden 

Familia 

Género  

 

Especie 

Especie 

Especie 

Variedad  

Variedad 

Variedad 

Variedad 

Plantae 

Tracheobionta 

Magnoliophyta 

Magnoliopsida 

Asteridae 

Solanales 

Solanaceae  

Capsicum L. 

 

C. annuum L. 

C. chinense Jacq. 

C. pubescens 

C. annuum var. annuum L. 

C. annuum var. glabriusculum 

C. baccatum var. baccatum 

C. baccatum var. pendulum 

 

 

 

La especie C. annuum es la más ampliamente distribuida en México y la que 

presenta la variabilidad morfológica en tamaño, forma, color de frutos (Pozo et 

al., 1991) y la mayor variabilidad genética. De las 33 especies de Capsicum, 

cinco se han domesticado: C. annuum L., C. baccatum L., C. chinense Jacq., C. 

frutenscens L. y C. pubescens (Kraft et al., 2014). Los estudios morfológicos en 

Capsicum se han restringido a ciertas especies, subespecies, variedades o 

morfotipos. 
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Tabla 2. Especies y variedades dentro de la jerarquía taxonómica de 

Capsicum de acuerdo con la Red de Información de Recursos de 
Germoplasma. Tomado y modificado de la base de datos en línea de GRIN-

USDA (GRIN, 2016). 

Especie de Capsicum Variedad 

C. annuum L. 
 
C. baccatum L. 
 
 
 
C. buforum  

C. campylopodium  
C. cardenasii  
C. chacoense  

C. chinense Jacq. 
C. ciliatum  
C. coccineum  
C. cornutum  

C. dimorphum  
C. dusenii  
C. eximium  
 
C. flexuosum  
C. fructencens L. 

C. galapagoense  
C. geminifolium  
C. hookerianum  
C. lanceolatum 
C. leptopodum  

C. lyacianthoides  
C. minutiflorum  

C. mirabile  
C. mositicum  
C. parvifolium 
C. pubescens 
C. rhomboideum 
C. schottianum 
C. scolnikianum 

C. tovarii 
C. villosum 
 
Tubocapsum anomalum 
Witheringia stramoniifolia  

C. annuum var. annuum L. 
C. annuum var. glabriusculum 
C. baccatum var. baccatum L. 
C. baccatum var. pendulum 
C. baccatum var. praetermissum 
C. baccatum var. umbilicatum 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
C. eximium var. eximium 
C. eximium var. tomentosum 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
C. villosum var. muticum 
C. villosum var. villosum 
 
 

 

 

2.1.1.1. Descripción del chile serrano (Capsicum annuum L.) 

El chile serrano pertenece al género de Capsicum y es uno de los chiles más 

cultivados en México, por su alta pungencia. Es un chile pequeño de color verde 

que se encuentra de forma cilíndrica, a veces su terminación es en punta, 
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aproximadamente mide de 3 a 5 cm de largo y un centímetro de diámetro (Figura 

3). Su cáscara es tersa y brillante, nunca arrugada (Castañon-Najera, 2010).  

Existe escasa información relacionada con el 

manejo de las condiciones nutrimentales de la 

planta y su relación con su rendimiento. El clima 

predominante en el que suele sembrarse el chile 

serrano es el subhúmedo, aproximadamente 

25º C, y con precipitación de 850 milímetros 

(SAGARPA, 2014). 

El chile serrano es una planta de 

comportamiento anual y perenne. Su altura 

normal es de sesenta centímetros. Tiene tallos erectos con ramas; son de color 

verde oscuro. Sus raíces llegan a profundizar entre setenta y 120 centímetros. 

Hacia los lados también se extienden hasta un metro con veinte centímetros. Las 

hojas son planas, simples y de forma alargada y ovoide. Las flores son 

hermafroditas, y se forman en las axilas de las ramas; son de color blanco y a 

veces púrpura (SIAP, 2014).  

 

 

2.1.1.2. Hábitat y distribución geográfica 

El chile serrano tiene su centro de origen en las regiones tropicales y 

subtropicales de México y América, el chile serrano se cultiva en todos los estados 

del país. La mayor parte de la superficie cultivada corresponde a zonas de riego, 

excepto una pequeña superficie en los estados de Veracruz y Oaxaca en donde 

se cultiva en condiciones de temporal y humedad residual (Baltazar, 1997).  

Generalmente se siembra como cultivo único, aunque en ocasiones se asocia, 

con otros cultivos, tales como maíz y frijol o bien con plantaciones de naranja, 

piña, plátano y papaya en estados como Veracruz y Oaxaca. Los principales 

Figura 1. Chile serrano 

(Capsicum annuum L.) 
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estados productores del chile serrano son San Luis Potosí, Hidalgo, Nayarit, y 

Tamaulipas quienes aportan más del 80% de la producción nacional (Figura 4), 

la cual oscila entre las 160 mil a 180 mil toneladas anuales. Otros estados 

productores son: Veracruz, Puebla, Nuevo León, Coahuila, Jalisco y Sinaloa 

(CONABIO, 2015). 

 

 

 

 

Figura 2. Distribución puntual del cultivo de Capsicum annuum L. en 

México. Tomado de Comisión Nacional para el Conocimiento y el uso de la 
Biodiversidad (CONABIO, 2015). 
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2.1.1.3.  Importancia económica y usos del chile 

El chile serrano (Capsicum annuum L.) es uno de los vegetales más importantes 

en México, en área sembrada y valor económico para exportación. La gran 

variación en climas y condiciones para su desarrollo, que van desde el nivel del 

mar hasta los 2000 metros sobre el nivel del mar, logra una producción tanto 

para consumo local como para exportación durante todo el año. La superficie 

cosechada es de 143,975 hectáreas con un rendimiento promedio de 16.22 t ha-

1 (SIAP, 2014). 

México exporta el chile serrano a Estados Unidos, Japón, Canadá, Reino Unido y 

Alemania obteniendo así el primer lugar como exportador de este producto. 

Los usos que se le suelen dar al chile serrano son múltiples. Aparte del consumo 

en fresco, cocido, o como un condimento o "especia" en comidas típicas, existe 

una gran gama de productos industriales que se usan en la alimentación 

humana: congelados, deshidratados encurtidos, enlatados, pastas y salsas. 

Además, un uso de gran importancia es como materia prima para la obtención 

de colorantes y de oleorresinas para fines industriales. Así como en la industria 

cosmética usándose como ingrediente en algunos shampoos y jabones para 

cabello. 

 

 

2.2.  Modelos biológicos 

Un modelo biológico u organismo modelo es una especie ampliamente estudiada 

y de la que se ha ido acumulando una gran cantidad de datos, además de que 

presentan determinadas características útiles para la investigación. 

Los modelos biológicos actúan como modelos vivos sobre los cuales se pueden 

estudiar nuevas funciones biológicas o realizar pruebas experimentales para 
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obtener información acerca de otras especies que son más difíciles de estudiar 

directamente y que tienen similitudes con el modelo biológico (Pyke, 2009). 

 

 

2.2.1. Características 

Para que un organismo sea considerado modelo biológico en el cultivo de tejido 

vegetal debe cubrir algunas características principales como (Marsch, 2010): 

 Que sea fácil de mantener y reproducir en un entorno de laboratorio  

 Ciclo de vida relativamente corto 

 Un fenotipo sencillo de observar o medir 

 Genoma diploide 

 Reproducción autógama, autocompatible y con descendencia numerosa 

Existen algunas otras características que dependen del tipo de experimentación 

que se busca realizar o de los resultados que se buscan obtener, ejemplo de ello 

es la producción de metabolitos secundarios, que en algunos casos resulta de 

interés en la investigación científica.  

 

 

2.2.2. Ejemplos 

En el cultivo de tejidos vegetales se han tenido varios modelos biológicos de los 

cuales al paso del tiempo se han ido haciendo investigaciones que contribuyen a 

su caracterización, y la selección de cada uno depende del tipo de investigación 

que se busca realizar. Algunos ejemplos de modelos biológicos son: 

 Arabidopsis thaliana. Esta especie presenta varias regiones duplicadas, y 

familias génicas numerosas en comparación con otros organismos, lo cual lo hace 

ideal para investigación científica (Marsch, 2010).  
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 Physcomitrella patens ha sido empleado extensivamente en estudios 

genéticos debido a que es una organismo altamente tolerante a la 

deshidratación (Engel, 1968). 

 

 Nicotiana tabacum. En esta especie se han obtenido buenos resultados en el 

desarrollo de la trasformación genética de cloroplastos (Golds et al., 1993) 

 

 Distichlis spicata. Esta halófita se reproduce principalmente mediante rizomas 

y tiene la habilidad para adaptarse a un gran número de factores ambientales 

(Shahba et al., 2008). 

 

 

 

2.3. Cultivo de Tejido Vegetal 

El cultivo in vitro de plantas significa cultivo en vidrio, que incluye técnicas 

biotecnológicas destinadas a cultivar células y tejidos, regenerar nuevos órganos 

y multiplicar plantas masivamente en condiciones controladas y asépticas. Las 

plantas cultivadas in vitro en el laboratorio se encuentran aisladas del ambiente 

externo y de los patógenos, por lo que están protegidos de virus, de otras plagas 

y enfermedades. El cultivo en estas condiciones permite, además modificar las 

condiciones ambientales y nutritivas, poder controlar el desarrollo de las plantas 

permitiendo cultivar gran número de individuos en un espacio reducido (Dei-

CSIC, 2012). 

El cultivo in vitro es el método de cultivo de plantas que mejor controla su 

crecimiento y desarrollo y a diferencia a otros métodos, como el cultivo en 

invernadero o cultivo hidropónico, el cultivo in vitro permite cultivar trozos de 

plantas  gracias a dos aspectos: al uso de hormonas vegetales y a la totipotencia 

de las células vegetales; una célula totipotente es como una célula madre que 
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puede convertirse en distintos tejidos y crear órganos como brotes y raíces que 

luego dan a lugar a plantas enteras a partir de una sola célula (Calva, 2005). 

Esta técnica tiene numerosas aplicaciones, como la mejora genética, y permite 

la obtención de plantas a partir de células que tienen mutaciones o cambios 

genéticos favorables ya sea espontáneos o transgénicos, además gracias al 

cultivo in vitro se ha podido conocer la función de muchos genes y se han 

acelerado procesos que de manera natural son lentos. 

Las técnicas del cultivo de tejidos pueden clasificarse dependiendo de una 

característica en particular.  

1. Según la ruta morfogenética  en cultivos organogénicos directos o indirectos o 

embriogénicos directos o indirectos;  

2. Según el explante en cultivo de órganos, de segmentos de tejidos, de células en 

suspensión, de callos, de semillas, de granos de polen o de protoplastos;  

3. Según el soporte en cultivos sólidos, líquidos, semisólidos y  

4. Según su objetivo final para micropropagación de plantas de interés comercial o 

ecológico, para la producción de metabolitos secundarios y como modelos 

biológicos.   

  

 

2.3.1. Medios de cultivo 

Existen muchos medios de cultivo reportados para innumerables especies, sin 

embargo existen algunos medios que son ampliamente utilizados en el cultivo de 

tejido vegetal (CTV) que en ocasiones se suelen modificar para algunas especies: 

1) Medio MS (Murashige y Skoog, 1962), que presenta altas concentraciones de 

nitrato, potasio y amonio. 

2) Medio B5 (Gambor et al, 1975) se caracteriza por una alta concentración de 

nitrato de potasio. 
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3) Medios MS-SH (Schenk & Hildebrandt, 1972), presentan altas concentraciones 

de sales y contienen hierro que forma un quelato con EDTA.  

4) Medio N6 (Chu et al, 1972), contiene menor contenido de nitratos en 

comparación con el medio MS, es utilizado para especies monocotiledóneas.  

5) Medios de White y de Heller (White, 1963; Heller, 1953), contiene hierro pero 

como sulfato y cloruro férrico 

Estos medios permiten tener una base para el cultivo de tejido vegetal inicial, 

además los medios de cultivo deben ser suplementados con vitaminas, 

aminoácidos y generalmente con reguladores de crecimiento, todo de acuerdo a 

las necesidades de la planta o lo que se desee realizar con ésta.  

Los cultivos deben mantenerse en condiciones ambientales semejantes a las 

naturales. La luz, la temperatura y la humedad relativa son los principales 

factores del ambiente que inciden sobre el crecimiento y diferenciación celular, 

por lo que es necesario conocer las condiciones a las que se debe cultivar la 

especie de interés, aunque comúnmente se utiliza el fotoperiodo de 16 horas de 

luz y 8 horas de oscuridad, para la diferenciación y regeneración de plantas, sin 

embargo existen algunos cultivos que requieren oscuridad (Rojas, 2004). 

 

 

2.3.1.1. Reguladores de Crecimiento 

Los reguladores del crecimiento vegetal son moléculas orgánicas que modulan 

los procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas, siendo eficaces a bajas 

concentraciones internas (Krikorian, 1991). Asimismo  resultan útiles para el 

establecimiento y crecimiento de los cultivos de tejidos vegetales, así como para 

la producción de metabolitos (Tabla 3), la elección de uno de ellos depende de 

lo que se desee obtener en la experimentación, ya que cada uno de ellos provoca 

diferentes resultados al ser utilizados:  
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 Las auxinas son sustancias químicas que tienen en común la capacidad de 

regular el crecimiento, la división celular y formación de callo y la diferenciación 

de raíces en los cultivos in vitro (Abel & Theologis, 1996). 

 Las citocininas in vivo incrementan la tasa de división celular, el transporte 

de solutos hacia las hojas, semillas, flores y frutos y producen un retardo de la 

senescencia de las hojas. En condiciones in vitro, las citocininas estimulas la 

división y diferenciación celular (Salisbury & Ross, 1994). 

 

 Las giberelinas regulan varios procesos del crecimiento y desarrollo como la 

germinación de semillas, la elongación de tallos, el desarrollo de raíces y la 

floración (Gray & Estelle, 1998), así como la maduración de los embriones 

somáticos. 

 

 El ácido abscísico (ABA) actúa en control del cierre estomático. También el 

ABA actúa durante el desarrollo de la semilla incluyen la inducción de la 

dormancia, la acumulación de reservas y la adquisición de tolerancia a la 

desecación. Actúa en la tolerancia a estrés ambiental como condiciones 

ambientales adversas tales como: salinidad, sequía, y bajas temperaturas. En 

cultivos in vitro de embriones somáticos estimula el desarrollo y sincronización 

de éstos. 

 

 El etileno regula diversas procesos fisiológicos como la germinación de las 

semillas, la senescencia de hojas y flores, la abscisión de hojas y frutos y la 

floración de algunas especies (McKeon et al., 1995) y el ácido abscísico provoca 

respuestas para proteger a las plantas contra factores como estrés fisiológico  

 

 ocasionado por falta de agua, salinidad del suelo, bajas o altas temperaturas, 

etc. (Salibury & Ross, 1994). Esta hormona no se utiliza en cultivos in vitro ya  

 que induce senescencia y muerte celular.  
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 Las poliaminas (putrescina, espermidina, cadaverina) ejercen controles 

regulatorios en el crecimiento y desarrollo de las plantas (metabolismo primario), 

particularmente en la división celular y en la diferenciación; los jasmonatos, 

inhiben el crecimiento de las plantas y la germinación de las semillas; el ácido 

salicílico induce la producción de proteínas relacionadas con la patogénesis, 

incrementa la longevidad de las flores, inhibe la síntesis de etileno y la 

germinación de las semillas y revierte los efectos del ABA y por último los 

brasinoesteroides promueven la elongación del tallo, inhiben el crecimiento y 

desarrollo de la raíz e inducen la biosíntesis de etileno (Davies, 1995). Las 

poliaminas reguladores son ampliamente utilizados en el crecimiento y, 

específicamente en la diferenciación celular mientras que los jasmonatos son 

ampliamente utilizados como elicitores en la inducción de metabolitos 

secundarios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

REGULADORES DE CRECIMIENTO Intervalo de 
concentración 

Auxinas 

AIA: Ac. indol 3 – 
acético 
ANA: Ac. 
naftalenacético 
AIB: Ac indol 3-butírico 
2,4 D: Ac. 2,4 
diclorofenoxiacético 
Picloram 
Dicamba 

Para AIA : 
1-30 mg·l-1 

 
El resto de las 

auxinas: 
0.1 - 2 mg·l-1 

Citocininas 

BAP: 6 - 
bencilaminopurina 
cinetina 6 - 
furfurilaminopurina 

Z: Zeatina 
TDZ: Thidiazuron 

 
0.1 a 1 mg·l-1 

Giberelinas 
GA3: Ac. giberélico 
GA1, GA4, GA7: 
(giberelinas) 

 
0.1-3 mg·l-1 

 

Ácido abscísico ABA 0.1–10 mg·l-1 

Etileno 
Poliaminas, 
jasmonatos, ácido 
salicílico y 
brasinoesteroides 

Putrescina 
Espermidina 
Espermina Análogos 
Biobras 6 
Biobras 16 

0.1–10 mg·l-1 

Tabla 3. Reguladores de crecimiento más 
utilizados en el cultivo in vitro de tejidos 

vegetales. Tomada y modificada de Abdelnour-
Esquivel & Vicent (1994). 
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2.3.1.2. Otros suplementos 

Existen otros componentes que se han adicionado a los medios de cultivo, como 

fuentes de nitrógeno reducido, factores de crecimiento, carbohidratos, etc. 

Algunos ejemplos de ellos son (Mronginski, 1991; Azofeifa, 2009): 

 Agua de coco, el jugo de tomate, extracto de levadura, jugo de naranja, jugo 

de zanahoria y el extracto de papa, en variadas concentraciones para el aporte 

algunas de vitaminas y aminoácidos. 

 Aminoácidos como asparagina, cisteína y L-tirosina. En general, no son 

constituyentes esenciales de los medios e inclusive, en concentraciones 

relativamente altas, pueden tener efectos inhibitorios sobre los cultivos. 

 Ácidos orgánicos como el cítrico, el málico, el succínico y el pirúvico, como 

precursores de aminoácidos; también es frecuente la adición de L-glutamina y 

de caseína hidrolizada (0.1-1 %). 

 Antioxidantes como el ácido ascórbico, L-cisteína y polivinilpirrolidona (PVP) 

pueden ser de utilidad para el cultivo de explantes con alto contenido de 

polifenoles, cuya oxidación produce oscurecimiento y eventual muerte de los 

explantes.  

 El carbón activado (0.1-5%), incorporado en el medio han mostrado ser de 

utilidad en el cultivo de diferentes explantes, posiblemente por adsorber 

metabolitos tóxicos. 

 

 

2.4. Vías morfogenéticas 

Las vías morfogenéticas o formas de regeneración vegetal son la embriogénesis 

somática y la organogénesis, las cuales son vías independientes y excluyentes, 

reguladas por la concentración de auxinas y citocininas en el medio de cultivo. 

Son resultado de diferentes procesos de desarrollo, de tal forma que las células 

pueden ser dirigidas solo a una de las dos vías (Figura 3).  
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La organogénesis se desarrolla por inoculación de tejido meristemático estéril 

(yemas axilares o adventicias) en un medio suplementado con niveles óptimos 

de sales, de compuestos orgánicos y de reguladores de crecimiento. La calidad 

y cantidad de los componentes del medio dependerá de la especie y del explante 

que se quiera cultivar in vitro. Los brotes pueden formarse directamente en el 

explante (organogénesis directa) o indirectamente a partir de callos 

(organogénesis indirecta) (Jiménez, 1998).  

Por otra parte la embriogénesis somática es la obtención de embriones a partir 

de células somáticas o sexuales sin que haya habido fusión de gametos, esta 

inducción al igual que la organogénesis puede ser directa o indirecta.  

 

 

Figura 3. Vías morfogenéticas: Embriogénesis somática (directa e 

indirecta) y Organogénesis. Figura tomada de Quintero, 1993. 
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2.4.1. Embriogénesis somática 

La embriogénesis somática puede ser directa o indirecta, es decir se pueden 

obtener embriones somáticos a partir de células aisladas o utilizando callos. Los 

embriones somáticos (asexuales o adventicios) son aquellos que no resultan de 

la fusión de gametos, por lo que son estructuras bipolares en una o dos células 

que establecen un eje radical-apical. Estas estructuras no poseen conexión 

vascular con el tejido materno y son capaces de crecer y formar plantas normales 

(Litz & Jarret, 1991).  

Generalmente se utilizan medios con bajas concentraciones o ausencia del 2,4 D 

para llegar a la maduración y la germinación de los embriones, además de que 

el contenido de nitrógeno debe ser reducido. La maduración comienza después 

que el embrión completa el proceso de histodiferenciación, el crecimiento por 

mitosis se detiene y la célula comienza a expandirse y a acumular sustancias de 

reserva. En esta etapa no es necesaria la adición de reguladores de crecimiento 

en el medio de cultivo, aunque en algunas especies se recomienda el uso de 

citocininas y en otras la adición de ABA (Gómez-Kosky, 1998). 

 

 

2.4.1.1. Embriogénesis somática directa 

La embriogénesis somática directa (ESD), está asociada con un periodo 

relativamente corto entre el tiempo de la iniciación cotiledonal y el comienzo de 

la maduración de los embriones (Maheswaran & Williams, 1985). Durante este 

tiempo, en el explante aparece una clonación directa, desarrollándose así células 

embriogénicas en un estado temprano. Los explantes donde eventualmente se 

da la ESD son microsporas, óvulos, embriones cigóticos y somáticos inmaduros, 

y plántulas (Malik ed. Al, 2007) 
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2.4.1.2. Embriogénesis somática indirecta 

La embriogénesis somática indirecta (ESI) consiste en establecer un explante en 

un medio de cultivo con una alta concentración de auxinas, para promover la 

formación de callo e iniciar la formación de proembriones o células competentes. 

Los callos formados son transferidos a un medio carente o con bajos niveles de 

hormonas, lo que facilita el desarrollo de los proembriones a embriones 

bipolares, los cuales en condiciones favorables pueden germinar y formar una 

planta (Litz & Jarret, 1991). 

En la embriogénesis indirecta, existen tanto callos embriogénicos como no 

embriogénicos. Por lo general, es fácil distinguir entre ambos tipos de callos por 

su morfología y color. Los callos embriogénicos presentan características 

nodulares, son compactos, con una superficie lisa y un crecimiento lento, estando 

las células embriogénicas que forman los embriones somáticos caracterizados 

por ser pequeñas e isodiamétricas. Estas células tienen un gran núcleo y un 

citoplasma denso, poseen pequeñas vacuolas, gruesas paredes celulares y una 

alta actividad metabólica. Los callos no embriogénicos son rugosos, friables y 

translúcidos, con células irregulares que poseen grandes vacuolas (Chitra & 

Narmathadi, 2011). 

 

 

2.4.1.3. Modulación de la embriogénesis por reguladores de 

crecimiento y compuestos orgánicos 

En el proceso de obtención de embriones somáticos es muy frecuente el uso del 

medio de cultivo de Murashige y Skoog (MS) con algunas modificaciones en el 

contenido principalmente de la concentración de nitrógeno, de los reguladores 

de crecimiento como auxinas y citocininas, y en algunos casos se utilizan 

compuestos orgánicos que proporcionan algunos aminoácidos y vitaminas como 

el jugo de tomate, zanahoria o agua de coco. 
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2.4.1.3.1. Auxinas 

En la mayoría de los sistemas de embriogénesis somática la inducción requiere 

una concentración alta de auxinas o de sus equivalentes: AIA, ANA, 2,4-D; 2,4,5-

trifenilimidazol, picloram y dicamba. El 2,4-D es el más utilizado y las 

concentraciones utilizadas son muy variables dependiendo de la especie con la 

que se esté trabajando ya que van desde los 0.5-27.6 µM hasta 450 µM en 

presencia de carbón activado (Evans et al., 1981). 

 

2.4.1.3.2. Citocininas 

Las citocininas como el BAP, la cinetina y la zeatina son a veces utilizadas en el 

medio de inducción de la embriogénesis somática, sin embargo son mucho más 

utilizadas en la fase de diferenciación y maduración del embrión somático, se 

adicionan en concentraciones bajas entre 0.1 a 1 mg·l-1 (Malik ed. Al, 2007). 

 

2.4.1.3.3. Agua de Coco 

En 1942, van Overbeek, Conklin y Blakeslee mostraron que los embriones en 

desarrollo de Datura se podían cultivar in vitro hasta su madurez utilizando el 

endosperma líquido del coco (Cocos nucifera) como suplemento de un medio de 

cultivo estándar (Overbeek et al., 1942); así que rápidamente aparecieron otros 

usos del agua de coco (AC), como inductor de la división celular en tejidos 

diferenciados. 

El agua de coco es un medio muy complejo, con una amplia gama de 

componentes orgánicos e inorgánicos (Tabla 4); tiene buena capacidad de 

amortiguación (buffer) y contiene sales a niveles compatibles con el cultivo de 

tejido vegetal. Aunque el AC es muy rica en magnesio y fosfato, no todos los 

elementos minerales que contiene son indispensables, y se pueden remplazar 

por un medio salino basal. El contenido de azucares totales es de alrededor de 
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2.5%. Adicionalmente, se encuentra en ella nitrógeno no proteínico soluble en 

forma de aminoácidos. La ornitina también está presente en cantidades 

sustanciales, aunque el contenido de muchos de estos depende del origen del AC 

(Azcón-Bieto & Talón, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Actualmente no se conoce la composición precisa del agua de coco, pero su uso 

se justifica, no solo por su excelente capacidad amortiguadora sino también 

porque sus cualidades promotoras del crecimiento frecuentemente son 

superiores en su totalidad a los de otros medios conocidos. Además de que el AC 

Tabla 4. Algunos componentes orgánicos del agua de 

coco (AC). Tomado de Azcón-Bieto & Talón 2000. 

Componentes del agua de coco 
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es más barato que compuestos purificados o sintéticos tales como la zeatina o el 

inositol (FAO, 2007). 

Un paso importante en el desarrollo de las técnicas actuales para estimular la 

división celular fue el uso del AC, ya que se demostró que a niveles relativamente 

bajos (5-10% v/v), podía interactuar con las auxinas y promover el crecimiento, 

en situaciones en que por sí sola era ineficiente. El uso de AC y de 2,4-D en 

tubérculos de papa y del AC y ANA en las monocotiledóneas, fueron otros 

progresos importantes en la regeneración de plántulas a través de la 

embriogénesis somática directa así como el incremento del índice de obtención 

de plantas regeneradas (Pérez-Ponce et al., 2000). 

 

 

2.4.2. Cultivos de callos y células en suspensión 

El callo es una masa amorfa de células que puede tener una variedad de colores, 

aspectos y grado de compactación, entre otras características dependiendo de la 

especie, sus células están en constante mitosis y son poco diferenciadas. 

Normalmente los callos no existen en la naturaleza, pero hay casos donde se 

presentan; la forma más usual de obtenerlos in vitro es colocando un explante a 

altas concentraciones de auxinas. Los cultivos de callos son a menudo de 

crecimiento lento y heterogéneo, debido fundamentalmente a la disponibilidad 

de los nutrientes. Para evitar la falta de nutrientes, los callos deben ser 

subcultivados a medio fresco en períodos variables según la especie (30-45 días) 

(Gómez Kosky, 1998). La utilidad de los callos en cultivo de tejidos es también 

variada, ya que son un paso intermedio en la propagación in vitro por 

embriogénesis somática, pueden utilizarse para producir metabolitos de interés 

o bien para estudios básicos. 

El cultivo de células en suspensión se deriva del cultivo de callo en medio sólido, 

que se coloca como inóculo de callo en medio líquido. En algunos casos se puede 
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obtener una suspensión celular a partir de un explante recién extraído de la 

planta utilizando medio líquido.  

La utilidad más grande de las células en suspensión es la producción de 

metabolitos secundarios importantes, algunos ejemplos son el Taxol® que es un 

antileucémico que se elabora a partir del metabolito secundario proveniente de 

Taxus brevifolia L., otro ejemplo es la capsaicina que se utiliza para la elaboración 

de salsas, como condimento en alimentos procesados y confitería (Ávalos & 

Pérez-Urria, 2011).  

 

 

2.4.2.1. Evaluación del crecimiento de los cultivos celulares 

La descripción del comportamiento del crecimiento de los cultivos celulares es de 

gran importancia, ya que esto nos permite conocer el momento en el que se 

deben realizar los subcultivos, así como el conocer el tiempo de vida de estos 

mismos. Existen numerosos parámetros para determinar el crecimiento de las 

suspensiones celulares (Street, 1977). Entre los más utilizados tenemos: 

 Número de células. Para usar este método es necesario disgregar el callo en 

agregados de no más de 10 células, después el conteo de las células se realiza 

en un microscopio de uso rutinario. 

 Volumen celular. En este método se toma un volumen conocido de la 

suspensión y se centrifuga (3 min/ para provocar la sedimentación de las células. 

Después se determina el volumen de éstas y se expresa en mL de células por ml 

de cultivo.  

 Peso fresco. En un papel filtro, de peso conocido, se colocan las células 

lavadas con agua destilada y se pesan. 

 Peso seco. Se determina igual al peso fresco, pero antes de pesar las células 

se secan a 60°C/12h al vacío como mínimo. 
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 Turbidez. La turbidez se mide en un fotocolorímetro con filtro azul a 400-465 

nm. 

 

 

2.4.2.2. Cinética de crecimiento 

El crecimiento se puede definir como el 

aumento irreversible de masa celular, 

siendo así que no cualquier parámetro 

sirve para expresar la tasa de 

crecimiento de callo. Un método que 

permite describir el comportamiento 

de un cultivo celular mediante el peso 

en fresco es la cinética de crecimiento, 

que consiste en obtener una gráfica de 

variación del peso en función del 

tiempo (t), lo que da origen a una 

curva sigmoidea que representa el 

crecimiento celular vegetal (Figura 4). 

A través de la cinética de crecimiento 

se pueden distinguir cuatro zonas o 

fases características (Sánchez-Calvo, 

2014):  

 Fase Lag: En esta fase ocurre un período de adaptación de las células de un 

cultivo, que son transferidas a un medio nutritivo fresco. En esta etapa se inician 

una serie de cambios metabólicos, entre los que se encuentran la activación del 

sistema energético (rutas glicolíticas y de las pentosas) lo que provoca un 

aumento en las concentraciones de NADH y un incremento en la actividad de 

invertasa, que se expresa con una síntesis mayor de pared celular y contenido 

Figura 4. Curva de crecimiento típica: 

A. Lag; B. Exponencial; C. Estacionaria; D. 

Muerte. 
(Figura tomada y modificada de Davis, 2002). 

A 

B 

C 

D 
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de RNA en la célula. El objeto de esta fase es preparar a las células para el 

proceso de división celular (Pérez & Sánchez, 2010). 

 

 Fase exponencial: Es el período en el que una vez inducida la división celular, 

ésta sucede rápidamente. En ésta etapa las células se dividen de manera activa 

por lo que no se manifiestan notables cambios ni en el tamaño, ni en la 

diferenciación celular (Pérez, 2015). Existe un notable incremento en la captación 

de oxígeno (parámetro que se utiliza para evaluar proliferación celular). 

 

 Fase estacionaria: Esta fase representa la detención de la división celular, 

también se ve disminuida la actividad de los sistemas energéticos. En esta fase 

se puede originar la diferenciación estructural y bioquímica del cultivo, con la 

consecuente activación de regiones meristemáticas presentes en los agregados. 

En algunos cultivos en esta etapa se activa o incrementa la producción de 

metabolitos secundarios, debido a la baja actividad en las rutas del metabolismo 

primario (Aguilar, 2008).  

 

 Fase de muerte: en esta etapa los nutrientes del medio son escasos lo que 

lleva a la célula a la muerte (Alejo-Santiago et al., 2015). 

 

 

 

2.4.2.3. Otros parámetros de evaluación  

Existe un modelo clásico para describir la curva exponencial de crecimiento, que 

está referido solo al crecimiento activo, y se encuentra descrita por las siguientes 

fórmulas (UNSL, 2010): 

𝒅𝒙

𝒅𝒕 
=  𝝁 ∗  𝑿𝟎                                  𝒍𝒏 (

𝑿

𝑿𝟎
) =  𝝁 ∗  (𝒕 − 𝒕𝒐) 
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Donde Xo es la cantidad de callo inicial y µ es la velocidad específica de 

crecimiento que indica que tan rápido crece un cultivo por unidad de callo. 

Otro parámetro muy utilizado es el tiempo de duplicación que es el tiempo que 

tarda una cierta cantidad de callo en duplicarse y se calcula utilizando la 

siguiente ecuación (Street, 1977):  

 

𝒕𝒅  =
𝒍𝒏𝟐

𝝁
  

 

 

También se utiliza el índice de crecimiento (IC), que es la relación entre la 

concentración final e inicial del callo y está dado por la siguiente ecuación 

(Street, 1977): 

 

𝑰𝑪 =  
𝑿

𝑿𝒐
                              Donde  𝑿 =  𝑿 𝒇𝒊𝒏𝒂𝒍– 𝑿𝒐 

 

 

 

2.5. Propagación de Solanáceas 

La propagación in vitro de solanáceas que más se ha estudiado en los últimos 

años es la de tomate, papa y chile. De ellas se pueden encontrar protocolos de 

obtención de callos, así como la transformación genética de algunas especies 

para su mejora en el cultivo en campo, resistencia a plagas, etc. También se 

encuentran algunas descripciones de estas especies como son la cinética de 

crecimiento en medio sólido y líquido. (De Silva & Senarath, 2009).  
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2.5.1. Micropropagación de Solanáceas 

En la actualidad hay varias especies de la familia de las Solanaceae que se han 

propagado in vitro por lo cual ya se cuenta con suficiente información del medio 

de cultivo, agentes de crecimiento, condiciones, explantes, etc., un ejemplo es 

el tomate, sobre el que se han realizado múltiples investigaciones de 

micropropagación in vitro a partir de semillas y diferentes explantes variando las 

especies (Andrade, 2013). Otro ejemplo es la papa que tiene medios de cultivo 

ya establecidos y comprobados por varios autores para la obtención de callos a 

partir de nudos (Castillo, 2010; Fernández, 2010) e incluso se han realizado 

combinaciones de técnicas entre el CTV y la hidroponia para la regeneración de 

plántulas de papa (Rigato, 2001). Asimismo, el chile también ha ido adquiriendo 

importancia en el ámbito biotecnológico, debido a que en los últimos años se han 

comenzado a establecer algunos medios de cultivo para la obtención de callos de 

algunas especies (habanero y piquín), e incluso algunos artículos indican haber 

regenerado mediante organogénesis directa con grandes dificultades 

(Kehie,2010). 

 

 

2.5.2. Regeneración del género Capsicum 

En los últimos años la regeneración de plantas bajo condiciones in vitro, es una 

herramienta de gran importancia en la biotecnología de los alimentos, tanto que 

cada vez se unen más productos vegetales comestibles a la lista de protocolos 

que se pueden encontrar para el cultivo in vitro de éstos. 

Pero en México el chile es un producto vegetal que no solo es muy consumido 

sino también es utilizado en la industria de alimentos procesados. Aunque existe 

una gran variedad de éstos como lo son chile de árbol, chile piquín, chile 

habanero, chile manzano, chile serrano, chile poblano, etc., pero algunas de 

estas especies del género Capsicum han sido utilizadas para la micropropagación 
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in vitro a las cuales se les han realizado mejoramientos genéticos, extracción de 

metabolitos, etc. (Pugliese et al., 2014). 

 

Aunque la investigación sobre este producto ha ido en aumento, aun es difícil 

encontrar protocolos eficientes para la regeneración in vitro de varias especies 

de este género, sin embargo algunos de ellos sirven como base para la elección 

de explantes, medios, reguladores de crecimiento, vía regenerativa, etc.  Muchos 

investigadores indican que al momento de la regeneración de plántulas se ha 

tenido que modificar la concentración de los reguladores de crecimiento y que el 

tiempo para obtener una respuesta suele ser de tres a seis meses, dependiendo 

de la vía regenerativa que se elija, y que el resultado final no es eficiente o que 

simplemente la vía utilizada no funciona. Las especies que han tenido una 

regeneración exitosa son el chile habanero, chile miahuateco y algunos otros 

artículos reportan al chile piquín. (Martínez, 2010; Jimarez, 2014; Vélez, 2010; 

Guzmán, 2015; Torres, 2010; Cano-Vázquez, 2013). 

 

 

 

2.6. Transformación genética 

La transformación genética de plantas se refiere al evento de introducir e integrar 

ADN foráneo en células vegetales y regenerar plantas transgénicas. Antes de 

elegir un sistema de transformación vegetal, se debe identificar el tejido o 

explante para la obtención de callo, establecer los agentes de selección 

apropiados así como su concentración. Así mismo debe conocerse sí se requieren 

hormonas y los medios de cultivo adecuados para el callo a transformar, el 

plásmido que se desea introducir, y si se utiliza un gen reportero, etc. (Chaparro 

et al., 2005). Existen algunas especies del genero Capsicum que cuentan con 

protocolos establecidos de CTV y transformación genética (habanero, 
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miahuateco, etc.), los cuales proporcionan toda la información anterior 

incluyendo el sistema de transformación junto con las condiciones.  

  

2.6.1. Métodos de transformación genética 

Los métodos de transformación desarrollados permiten la expresión transitoria o 

la expresión estable del ADN introducido. La expresión transitoria ocurre durante 

un período corto de tiempo (pocos días) o hasta culminar el ciclo de vida de la 

planta, pero no es heredable por la progenie. La expresión estable permite la 

integración del ADN foráneo al genoma vegetal y la consiguiente transmisión a 

las siguientes generaciones. 

Los sistemas de trasferencia pueden dividirse en dos grupos (Beranova et al., 

2008):  

I. Sistemas basados en vectores biológicos: 

 

 Transferencia mediada por Agrobacterium 

 Transferencia basada en virus vegetales. 

 

II.  Sistemas de transferencia directa de ADN. Sistemas basados en 

transferencia física, surgidos como alternativa para transformar especies no 

susceptibles a Agrobacterium, como son las monocotiledóneas: 

 

 Transferencia por bombardeo de partículas o biobalística. 

 Transferencia por cationes divalentes y/o electroporación. 

 Transferencia con whiskers de carburo de silicio. 

 Transferencia por microinyección. 

 

De todos estos métodos de transformación mencionados, la más utilizada es 

biobalística, debido a que pueden ser utilizados una amplia variedad de tipos de 
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explantes para ser bombardeados y obtener plantas fértiles, no hay necesidad de 

utilizar vectores de transformación especializados y es el único método confiable 

para la transformación de cloroplastos (Cabrera-Ponce & Irapuato, 2005) 

 

2.6.1.1. Biobalística 

La transformación genética vía biobalística es un método que permite introducir 

ADN a cualquier tipo de célula. En este procedimiento el ADN es introducido en las 

células por medio de micropartículas aceleradas a altas velocidades, que atraviesan 

la pared y la membrana celular. Las partículas son aproximadamente esféricas (de 

0.4 a 2.0 micrómetros de diámetro), están hechas de materiales densos como oro 

o tungsteno y se recubren con el ADN que se desea transferir a las células 

vegetales. Para que las micropartículas puedan atravesar las membranas celulares 

y llegar al núcleo de las células blanco, éstas son disparadas a gran velocidad por 

explosión de pólvora seca, liberación de gas comprimido a alta presión (aire, helio, 

CO2 o N2), o por una descarga eléctrica de una gota de agua. Una vez dentro del 

tejido vegetal el ADN se desprende de las micropartículas debido a las 

modificaciones del entorno iónico (Altpeter et al., 2005). 

Si las partículas atraviesan las membranas y son atrapadas en el núcleo, el ADN 

puede integrarse de forma estable en los cromosomas mediante un proceso de 

recombinación al azar, lo que se considera como transformación estable. La 

transformación estable ocurre a muy baja frecuencia, por lo que es necesario 

utilizar un sistema de selección in vitro que permita distinguir células transformadas 

y no transformadas (Herrera, 2005). Para llevar a cabo la transformación es 

necesario establecer las condiciones como distancia, tamaño y material de la bala, 

presión, etc., para tener una transformación celular alta.  
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2.6.2. Agentes de selección de células transformadas 

Los agentes de selección han sido necesarios para el desarrollo de la tecnología 

de transformación genética en plantas, debido a que sólo una proporción 

pequeña de células son transformadas y la probabilidad de recuperación de las 

células transgénicas sin selección es muy baja. 

Se han descrito más de 50 sistemas de selección, pero sólo unos pocos han 

tenido una aplicación práctica (Miki y McHugh, 2004). El agente de selección 

suele ser un antibiótico o un herbicida, es decir, un agente tóxico para las células 

vegetales, aunque no hasta un punto de que los productos de las células no 

transformadas en proceso de muerte promuevan la muerte de las células 

transformadas adyacentes.  

Para que las células vegetales transformadas se distingan de las que no están, 

las primeras deben tener un gen de resistencia, el más utilizado para chile es 

higromicina (htp)(Dolgov, 1998) o el gen de resistencia al herbicida Basta®, de 

forma que con la adición al medio de la sustancia tóxica se puedan seleccionar  

las células transformadas, pero previamente se debe establecer la concentración, 

que inhiba la regeneración para cada una de las especies, variedades y tipos de 

explantes. 

Los marcadores de resistencia dan información a la célula, que ha incorporado el 

gen, una característica que la hace distinguible de las demás. Un ejemplo es el 

marcador de la proteína verde fluorescente, GFP (Chiu et al., 1996), que permite 

detectar las células transformadas de una manera no destructiva y sin necesidad 

de añadir ningún sustrato al medio. 

 

2.6.2.1. Glufosinato de amonio (Basta®) 

El glufosinato de amonio es un compuesto que se usa como herbicida no 

selectivo, de gran aceptación en la agricultura moderna ya que solo actúa sobre 
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los tejidos fotosintéticos. Contiene intrínsecamente al isómero L- de la 

fosfinotricina, responsable de la actividad herbicida, que inhibe la actividad de la 

enzima glutamina sintetasa, la cual interviene en la asimilación del nitrógeno y 

como resultado se alcanzan niveles tóxicos de amonio en las células de la planta 

(Soto et al, 2007). 

Está registrado en más de 80 países bajo diferentes nombres tales como: 

BASTA®, Liberty®, Finale® y Rely®. La resistencia a este herbicida ha sido 

desarrollada a través de un sistema de detoxificación. La enzima fosfinotricina 

acetil transferasa (PAT) codificada por el gen bar de Streptomyces hygroscopicus 

o el gen PAT de Streptomyces viridochromogenes convierten el glufosinato de 

amonio en N-acetil glufosinato que es un compuesto no fitotóxico para la planta 

(Bayer, 2005). Varios autores han utilizado el glufosinato de amonio para la 

selección de plantas transformadas en diferentes cultivos. Sin embargo, para 

Capsicum annuum L., existen escasos trabajos que describan la utilización del 

glufosinato de amonio para la selección de plantas transformadas. La mayoría 

de las investigaciones refieren el empleo de Basta® en papa o kanamicina, en 

tomates que son de la misma familia Solanaceae. 

 

 

2.6.3. Marcadores biológicos 

Los genes reporteros son ampliamente usados en muchos vectores de expresión 

para medir la actividad de distintas regiones reguladoras. Idealmente, un gen 

reportero debe ser fácil de ensayar, si es posible en condiciones no destructivas 

del tejido. Se requiere también que la actividad endógena asociada al gen 

reportero sea muy baja o inexistente en las plantas a transformar. Actualmente, 

se cuenta con un pequeño número de genes reporteros de uso frecuente, siendo 

los más utilizados el de la -glucuronidasa, la proteína verde fluorescente (GFP), 
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los de luciferasa y, en menor grado, el de cloranfenicol acetiltransferasa (Díaz et 

al., 2004).  

Los genes reporteros se han utilizado desde muy temprano como indicadores de 

que la transformación vegetal realmente ha ocurrido, también son usados para 

explorar la localización espacio-temporal de la expresión génica y para el 

seguimiento de un sistema de transformación.  

 

 

2.6.3.1. Proteína verde fluorescente (GFP) 

La fluorescencia es la emisión de radiación 

electromagnética en la región visible por parte 

de una molécula o átomo luego de la absorción 

inicial de un fotón. El descubrimiento de 

proteínas que tienen capacidad fluorescente 

(proteínas fluorescentes), nativas de 

organismos acuáticos que poseen 

bioluminiscencia, ha sido una revolución en la 

biología celular. Existen proteínas fluorescentes 

naturales que emiten su fluorescencia en rangos de distintos colores, como rojo 

y verde; éste último proveniente de la medusa Aequorea victoria, a la que se le 

denomina proteína verde fluorescente nativa (Green Fluorescent Protein, GFP), 

esta proteína ha sido la que más impacto ha tenido debido a que permite obtener 

datos sobre localización, dinámica y redes de interacción molecular con otras 

proteínas de gran resolución temporal y espacial. (Chang, 2002; Loening et al., 

2007). 

La proteína GFP se considera un marcador de localización (o gen reportero) 

porque permite el monitoreo de los cambios bioquímicos dentro y entre las 

células, o de cualquier otro fenómeno dinámico que se desee observar sin 

Figura 5. Célula vegetal con GFP 
vista en microscopio confocal. 
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necesidad de tinción o fijación de la célula. Este marcador permite observar, de 

manera no destructiva y sin necesidad de añadir algún sustrato al medio, la 

inserción del plásmido en la célula (Figura 5) mediante la fluorescencia emitida 

(Chiu et al., 1996). Se debe monitorear de todas formas la actividad esperada 

del transgénico, para verificar que la transformación se llevó acabo. 

 

 

2.6.4. Microscopia confocal de fluorescencia 

La microscopía confocal es una técnica, cuyo concepto fue patentado por Marvin 

L. Minsky en 1957. Su validez práctica se demostró en 1968, cuando los primeros 

microscopios basados en esta técnica fueron desarrollados por Eggar y Petran. 

Aun así, hasta 1987 la comunidad científica no empezó a utilizarla de forma 

generalizada, coincidiendo con la fabricación del primer microscopio confocal 

comercial por parte de White y Amos (Matsumoto, 2003). Hoy en día su 

utilización es prácticamente universal en el campo de la biología molecular y 

celular, debido a que permite el estudio de muestras orgánicas e inorgánicas que 

por su naturaleza fluorescente o que en su caso, estén marcadas con sustancias 

específicas (fluoróforos o cromóforos) para destacar rasgos de interés, en base 

a su composición (Rappaz et al., 2008) . La característica principal de la 

microscopía confocal es que recoge y detecta la luz emitida por moléculas 

fluorescentes situadas en un mismo plano del espacio tridimensional. Otra de las 

principales aplicaciones de la microscopía confocal es el estudio de muestras in 

vivo (como células y tejidos animales y vegetales, embriones de insectos, algas, 

etc.) a lo largo de una secuencia temporal. De esta forma se obtiene una película 

en la que se registra el comportamiento de un sistema o estructura biológicos, a 

los que se les haya aplicado algún tratamiento, a lo largo del tiempo (Cavanagh 

et al., 2000).  
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3. METODOLOGÍA  

 

 

3.1. Materiales biológicos  

 

Para la realización de las investigaciones que se reportan en este trabajo, se 

utilizaron semillas de chile serrano variedad tampiqueño-74, lote 94D44633BME 

con una pureza del 99% de la marca ITSCO®. 

 

Para la realización de la transformación genética se utilizó el plásmido 

pEarleyGate100 Gateway® con concentración de 1µg/µl, proporcionado por Dr. 

Rogelio Rodríguez del departamento de bioquímica de la Facultad de Química de la 

UNAM. (Anexo I). 
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3.2.  Diagrama general 

A continuación se presenta el diagrama general (Figura 6) que se siguió para la 

caracterización de los cultivos celulares de chile serrano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Diagrama general del proceso realizado para Capsicum annuum L. 
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3.3.  Medio de cultivo 

Todos los medios de cultivo se prepararon a partir de soluciones concentradas 

(100X), utilizándose las sales inorgánicas del medio MS, suplementados con 3% 

de sacarosa comercial, y diferentes combinaciones y concentraciones de 

reguladores de crecimiento (cuyas concentraciones se encuentran en el Anexo 

II). Así mismo, en algunos ensayos se probaron distintas concentraciones de 

diferentes compuestos orgánicos.  Todos los medios se solidificaron con agargel 

8g·L-1, excepto el medio de germinación que se utilizó gelzán a razón de   3.3 

g·L-1 y el medio utilizado para subcultivar los callos que se sometieron a 

transformación genética a los que se les aumento 0.5 g·L-1. A todos los medios 

se ajustó el pH a 5.7 utilizando NaOH o HCl 1 N según fuera necesario con ayuda 

de un potenciómetro marca HANNA ph213 y una agitadora marca CORNING 

STIRRER. (Tabla 5 y 6). 

Para los medios utilizados en la evaluación de compuestos orgánicos en la 

regeneración, se modificó el medio MS-B5 y se adicionaron diferentes 

concentraciones de agua de coco, 2,4-D y BA como se observa en la Tabla 2. 

Asimismo todos los medios se esterilizaron en una autoclave vertical marca AESA 

modelo CV300 a 121°C durante 18 minutos.  

Para los medios utilizados en la evaluación de diferentes concentraciones de 

Basta® se usó el medio MS-B5 estéril a temperatura ambiente (~25°C) y se 

adiciono la concentración del herbicida en Campana de flujo laminar NUAIR3.  
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Tabla 5. Medios de cultivo in vitro de Capsicum annuum L., medio de 

germinación, inducción de callo (MS-B5 y Coctel 20). 

Medios de cultivo Germinación MS-B5 C20 

Sustancia Concentración 

MS 
 

I 
II 

III 
IV 

V 

100 % 

Sacarosa 30 g·L-1 

Adenina 

0 mg·L-1 

10 mg·L-1 

Ácido 
ascórbico/cítrico 50 mg·L-1 

Cisteína 

Vitamina B5 
0 % 

100 % 0 % 

Coctel 20 0 % 100% 

Glicina 
2 mg·L-1 0 mg·L-1 

AG3 

2,4-D 0 mg·L-1 2 mg·L-1 

Agargel 0 8 g·L-1 

Gelzán 3.3 g·L-1 0 g·L-1 

 

Tabla 6. Medios de cultivo in vitro de Capsicum annuum L., medio de evaluación 

de compuestos orgánicos. 

Sustancia Concentración 

MS 
 

I 50% 

II 

III 
IV 

V 

100 % 

Adenina 10 mg·L-1 

Vitamina B5 100 % 

Cisteína 50 mg·L-1 

Sacarosa 30 g·L-1 

A. Cítrico 
50 mg·L-1 

A. Ascórbico 

Medio de cultivo A B C D E F 

Agua de coco 20% 0% 20% 0% 20% 0% 

2,4-D [2-0 mg·L-1]** [1-0 mg·L1] ** 0 mg·L-1 

BA [0.3-6 mg·L-1] ** 

Agargel 8 g·L-1 
             **A partir del segundo mes se modificó la concentración de BA y 2,4-D para 

todos los medios. 
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3.4. Método de desinfección de semilla 

Siguiendo el protocolo correspondiente (Zaragoza, 2016) se desinfectaron las 

semillas: primero se enjuagaron con etanol al 70% (v/v) y después con agua 

estéril, posteriormente se sometieron a un lavado con hipoclorito de sodio al 35% 

(v/v) al que se le adicionó Tritón X-100 (2gotas/250 mL) durante 17 minutos, 

seguido de un enjuague con agua estéril. Finalmente se dejaron en dos tiempos 

de remojo (24 y 72 horas) en agua estéril (hasta cubrir las semillas) a 

condiciones de 25°C y fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas de oscuridad. Una 

vez transcurrido el tiempo de remojo, las semillas se colocaron en el medio de 

germinación y se expusieron a las mismas condiciones de fotoperiodo que las de 

remojo. Las observaciones se realizaron después de los tres días de haber 

colocado las semillas en germinación y posteriormente diario. 

 

 

 

3.5. Inducción y proliferación de callo 

Ya obtenidas las plántulas germinadas, se indujo callo de los explantes a evaluar: 

hipocótilo, cotiledón, ápice y hoja primaria (Figura 7) en medio de inducción MS-

B5 (Tabla 5) y en caja Petri. Una vez obtenido el callo se eligieron los explantes 

que presentaron un callo con poca oxidación y consistencia de callo compacto y 

un buen crecimiento. A los callos seleccionados se les realizaron subcultivos cada 

dos semanas en el mismo medio pero en frasco Gerber® para su proliferación.   
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3.6. Cinética de crecimiento y selección de la concentración de 

Basta® 

Para la cinética de crecimiento se pesó un gramo de callo sin oxidación y se 

colocó en medio MS-B5, se realizaron cinco repeticiones y se pesó cada tercer 

día por cuatro semanas, lo mismo se hizo para la selección de la concentración 

de Basta® solo que al medio MS-B5 se adicionaron diferentes concentraciones 

del herbicida (de 0, 2, 4, 8 y 10 mg·L-1). De igual manera se realizaron cinco 

repeticiones de cada concentración y se pesaron cada tercer día durante cuatro 

semanas. Al final con los datos obtenidos se obtuvo el peso promedio de cada 

uno de los tratamientos y se realizó una curva para una mejor visualización del 

efecto del Basta® sobre el callo fresco de chile serrano. 

 

I 

II 

III 

IV 

Figura 7. Cortes de explantes de Capsicum annuum 
L. donde I es ápice, II hipocótilo, III cotiledón y IV es la 

hoja primaria a la cual se le realizaron los mismos cortes 

que al cotiledón. 
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3.7. Transformación genética por biobalística 

Para la transformación vía biobalística el callo de chile serrano que se utilizó se 

subcultivó previamente (8 días antes) en medio MS-B5 con un aumento de 

concentración de agargel de 0.5 g·L-1.  Así mismo se preparó todo el material a 

requerir durante la transformación genética: las puntas, tubos Eppendorff, 

portafiltros y membranas de nitrocelulosa de 0.22 µm, se esterilizaron en 

autoclave. Y se solicitó la preparación de las balas (4 y 7 µm), el plásmido (GFP) 

y los demás reactivos a utilizar (etanol HPLC y al 70%, CaCl2, isopropanol, 

espermidina y agua desionizada estéril) al laboratorio 116 de CTV, de la Faculta 

de Química.  

En la transformación realizada se evaluó el tamaño de bala de tungsteno (0.7 

µm y 0.4 µm) y número de disparos (uno y dos), manteniéndose una distancia 

entre la pistola y el explante de 12 cm y una presión de disparo de 1100 psi y se 

llevó a cabo siguiendo el protocolo correspondiente de Guerrero-Andrade (1998), 

en una cámara de biobalística marca BIO RAD PD/100, la transformación 

genética de callos de hipocótilo y de ápice (Anexo III). Para cada uno de los 

explantes se realizaron 32 cajas Petri repartiéndose como se muestra en la Tabla 

7, en las que los controles de cada una de las evaluaciones se sometieron a las 

mismas condiciones sustituyendo sol la adición del plásmido por agua estéril. 

 

 

 

 

  

 

 

Distancia 
Tamaño 

de bala 

No. de 

disparos 
Repeticiones 

12 cm 

0.7 µm 
1 

2 

5 +3 controles 

5+3 controles 

0.4 µm 
1 

2 

5+3 controles 

5+3 controles 

Total 32 

Tabla 7. Distribución de Transformación genética de 
callo proveniente de hipocótilo y ápice de chile serrano. 
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Una vez transformados los callos de ápice e hipocótilo se colocaron en selección, 

con la concentración de Basta® obtenida anteriormente, por un periodo de tres 

semanas. Transcurrido este tiempo se realizó una observación en microscopio 

confocal de fluorescencia (40x) FluoViewTM1000 marca OLYMPUS, de estas 

células transformadas para detectar la presencia del gen reportero GFP, el cual 

indicó si la transformación se llevó a cabo y si el plásmido se expresaba. 

Finalmente los callos se dejaron en medio de selección durante dos meses 

posteriormente se colocaron en medio MS-B5 durante un mes más, y se realizó 

una observación al microscopio confocal. 

 

3.8. Evaluación del efecto de compuestos orgánicos en callo 

fresco 

Para observar el efecto que tenían los compuestos orgánicos en la regeneración 

de chile serrano se probaron diferentes concentraciones de agua de coco, 2,4-D 

y BA (Tabla 6), en la que se realizó cinco repeticiones de cada medio de cultivo 

para cada explante (ápice e hipocótilo), colocándose un gramo de callo de chile 

serrano, en frascos Gerber® y se colocó en condiciones de incubación de 25°C y 

fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas de oscuridad. Cada tercer día se observaron 

los cambios que tenían los callos y cada 10 días se realizaron los subcultivos a 

medio de cultivo nuevo. Al segundo mes se realizaron cambios en la 

concentración de BA la cual se aumentó a los medios E y F a 2 mg·L-1 y los demás 

se mantuvieron durante dos subcultivos. Consecutivamente se fue aumentando 

la concentración de BA y disminuyendo la concentración del 2,4-D a todos los 

medios. Hasta que finalmente para los medios A y B se llegó a una concentración 

de 0 mg·L-1 de 2,4-D y 2 mg·L-1 de BA; para los medios C y D 0 mg·L-1 de 2,4-D 

y 4 mg·L-1 de BA; y para los medios E y F se llegó a una concentración final de 

6 mg·L-1 de BA. Las observaciones finales obtenidas fueron después de seis 

meses de haber colocado el callo en los medios de cultivo.  
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN   

4.1. Germinación in vitro de Semillas 

Durante la germinación de semillas no se observó contaminación bacteriana o de 

otro microorganismo en ninguna de las repeticiones, por lo que no se obtuvo 

índice de contaminación, solo el índice de germinación (Tabla 8). Para las 

semillas que se dejaron en remojo, las que se dejaron 72 horas alcanzaron un 

alto índice de germinación, ya que como lo indica García (2010) y Martín & Isabel 

(2015)  en la evaluación de remojo de semilla de chile piquín y de chile habanero, 

lo que  provoca el remojo de las semillas es el ablandamiento del pericarpio 

provocando una rápida germinación, y esto es lo que se obtuvo con las semillas 

de chile serrano con un 94 y 96 porciento de germinación de semillas para ambos 

tratamientos. Estadísticamente (Anexo IV-A) no existen diferencias significativas 

entre los tratamientos pero como se muestra en la Figura 8, el tiempo en que se 

obtuvo la germinación de las semillas para cada uno de los tratamientos fue 

diferente. Las semillas que se dejaron remojando 72 horas germinaron en 10 

días y las semillas de 48 horas de remojo tardaron cinco días más en germinar, 

por lo cual se decidió trabajar con las semillas en remojo de 72 horas en 

posteriores germinaciones. 

 

Tabla 8. Índice de germinación de semillas de Capsicum annuum L. que 

se pusieron en remojo de 48 y 72 horas. 

 

 

 

 

 

PARÁMETROS 
Medio de 

germinación 

No. de semillas 80 

% de 

germinación 

48 

horas 
94 

72 

horas 
96 
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Figura 8. Cinética de Germinación de Capsicum annuum L. Evaluación de dos 
tiempos de remojo de semillas (48 y 72 horas). 

 

 

 

4.2. Inducción y proliferación de tejido indiferenciado 

En la inducción de callo a partir de cuatro explantes diferentes en dos medios 

distintos (MS-B5 y C20) se obtuvieron los resultados de la Tabla 9, en los cuales 

se observa que para el hipocótilo y el ápice en medio MS-B5 se obtuvieron altos 

índices de explantes con callo, así mismo se observó que el callo de éstos dos 

explantes comenzó a formarse a partir de la primera semana después de haber 

colocado los explantes en inducción, y a partir de la tercera semana ya se tenía 

un callo compacto, con poca oxidación y de color amarillento (Figura 9). Para los 

callos de cotiledón y hoja primaria en medio MS-B5 se observó la formación de 

callo el día 15, y a partir de la cuarta semana comenzó a presentar un callo 

semicompacto, hiperhidratado y con alta oxidación.  
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En el medio C20 se observó en los cuatro explantes un bajo índice de crecimiento, 

además de que a partir de la primera semana de haber inducido callo se comenzó 

a presentar oxidación de algunos explantes, y no hubo formación de callo. 

Después de la segunda semana algunos explantes que presentaron formación de 

callo comenzaron a hiperhidratarse y algunos otros se oxidaron. 

Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados en trabajos 

experimentales de Guzmán, Ruiz y Rebaza (2015) con el chile habanero, en el 

que señalan al medio MS adicionado con 2,4-D como el que presento formación 

de callo en los explantes de cotiledón, ápice e hipocótilo, así mismo Parra-Vega 

(2015) indica que el mejor explante de pimiento fue el hipocótilo en medio MS 

con adición de vitaminas, antioxidante, aminoácidos y 2,4-D el que presento un 

callo compacto, con baja oxidación e hidratación. 

Con los datos obtenidos se realizó el análisis estadístico (Anexo IV-B) y se obtuvo 

que existía diferencia significativa entre los medios de cultivo utilizados, pero en 

cuanto a los explantes no existía ninguna diferencia significativa, por lo cual se 

eligió el mejor medio y los dos explantes que presentaran un crecimiento de callo 

mayor, quedando así como explantes hipocótilo y ápice en medio MS-B5. 

 

 

 

 

 

 

PARÁMETROS 
Medio 

MS-B5 

Medio  

C20 

No. Explantes 50 50 

% de explantes 

con callo 

Hipocótilo 98 16 

Cotiledón 76 32 

Ápice 96 12 

Hoja primaria 82 34 

Tabla 9. Índice de obtención de callo en medio MS-B5 por 
explante de Capsicum annuum L. en medio MS-B5. 
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Figura 9. Inducción de callos de Capsicum annuum L. a partir de cuatro explantes 

y dos medios diferentes. A: hoja verdadera en C20, B: Cotiledón en C20, C: ápice en 

C20, D: hipocótilo C20, E: hoja verdadera en MS-B5, F: cotiledón en MS-B5, G: ápice en 

MS-B5 y H: hipocótilo en MS-B5. 

 

 

4.2.1. Cinética de crecimiento de callo y parámetros de 

crecimiento  

Como se observa en la Figura 10, la cinética de crecimiento de los dos explantes 

seleccionados, ápice e hipocótilo, presentan tres etapas visibles del ciclo celular 

vegetal: Lag, Exponencial y Desaceleración.  

La etapa Lag es la etapa que va desde el día 0 al 5, para ambos explantes, en 

esta etapa se observa un crecimiento lento debido a la baja división celular, es 

decir las células se están adaptando a una condición nueva en cuanto al potencial 

osmótico y los niveles de sales y compuestos orgánicos del medio de cultivo. 

Al final de la etapa anterior y al inicio de la etapa exponencial las células 

comienzan la síntesis de ADN dando lugar a la mitosis (Camacho, 2014). Esta 

A B C D 

E F G H 
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transición de etapas debe ser identificada para verificar la inserción del nuevo 

ADN del plásmido al ADN nuclear (ADNn), por estar las cadenas del ADNn de la 

célula vegetal abiertas. Durante esta etapa se obtendrá una mayor probabilidad 

de que la inserción ocurra y se obtenga una mayor cantidad de células 

transformadas, aunque también dependerá de otros factores como lo son el 

tamaño de bala, presión de disparo, distancia de disparo, etc.  

En la etapa exponencial que va de día 5 al 15 y del 5 al 10 para hipocótilo y ápice 

respectivamente, el callo tiene un crecimiento constante debido a una alta 

división celular, obteniéndose así al final de esta etapa, un peso tres veces 

superior al inicial para el hipocótilo y dos veces más para el ápice. Durante esta 

etapa se pueden realizar los subcultivos del callo para garantizar que las células 

se encuentran en crecimiento activo, manteniéndose su proliferación.  

En la etapa de desaceleración para el hipocótilo se observa como el callo aumenta 

su peso en fresco un gramo más del que tenía en la etapa exponencial y sigue 

creciendo pero más lento debido a que los nutrientes del medio de cultivo 

disminuyen; en la Figura 10-B se observa que el ápice entra a ésta etapa a partir 

del día 10 y el hipocótilo entra en el a partir del dial 8.   

Posteriormente hay dos etapas más, que son la etapa estacionaria y la de 

muerte, que en las curvas obtenidas no se observan debido a que suceden 

posteriores a los 25 días de la evaluación.  

Lag 
Exponencial 

Desaceleración 

Lag 
Exponencial 

Desaceleración 

A B 

Figura 10. Cinética de crecimiento de dos explantes de Capsicum annuum L., 

hipocótilo (A) y ápice (B). Se observan tres etapas de la curva típica de crecimiento de 

callos: Etapa Lag, Exponencial y Desaceleración. 
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Así mismo en la Figura 11 se puede observar con mayor claridad que hay una 

diferencia en la cinética de crecimiento entre ambos explantes, y esto es debido 

a que el tamaño de la célula del ápice es más pequeña comparada a la célula del 

hipocótilo (Arbo & González, 2006), además de que el crecimiento de las células 

del ápice se dan por la formación de nuevos protoplasmas (crecimiento 

plasmático) y las células del hipocótilo crecen por el aumento del tamaño de las 

vacuolas (crecimiento por dilatación), por lo que al final de la cinética de 

crecimiento se tiene un peso en fresco de hipocótilo mayor al de ápice.  

 

 

Figura 11. Cinéticas de crecimiento de hipocótilo y ápice. Comparación de las 
curvas de crecimiento de los dos explantes de Capsicum annuum L. en el que se observa 

un aumento mayor en peso de callo fresco de hipocótilo sobre ápice. 

 

A partir de los datos obtenidos en la cinética de crecimiento (peso fresco) se 

realizaron los cálculos de índice de crecimiento (IC), velocidad específica de 

crecimiento (µ) y tiempo de duplicación (td), obteniéndose los valores de la Tabla 

10, donde se comparan los parámetros mencionados entre el hipocótilo y el 



52 | P á g i n a  
 

ápice, destacándose que tanto el índice de crecimiento como la velocidad 

específica son mayores en hipocótilo y por ende el tiempo de duplicación es 

mayor en el ápice. 

 

Tabla 10. Parámetros cinéticos evaluados a dos explantes de Capsicum annuum 
L.: Índice de crecimiento (IC), Velocidad específica (µ) y Tiempo de duplicación (td). 

 

 Esto puede observarse de forma más concreta en la Figura 11, donde se 

comparan las curvas de crecimiento de dichos explantes. Comparando los valores 

obtenidos para chile serrano con algunas especies vegetales (Tabla 11) podemos 

observar que el chile serrano presenta una velocidad específica muy parecida a 

la de Taxus chinensis y de Nicotiana tabacum, posicionando al callo de chile 

serrano como un callo de crecimiento rápido, lo cual es de importancia en un 

modelo biológico, en el que se busca tener en menor tiempo una mayor cantidad 

de callo para su uso en experimentación.  

  

 

 

 

 

 

 

Parámetros 
 

 
Explante 

Índice de 
crecimiento  

Índice de 
crecimiento 

(g·dias-1) 

Tiempo de 
duplicación 

(días) 

Velocidad 
especifica de 

crecimiento 
(días-1) 

Ápice 1.93 0.077 4.78 0.145 

Hipocótilo 3.35  0.134 4.00 0.173 

Tabla 11. Velocidad especifica de varias especies 
vegetales. Imagen tomada y modificada de Bran, 2010 
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4.3. Curva de resistencia a Basta® 

La Figura 12 presenta la curva de resistencia a Basta® en callos de dos diferentes 

explantes de chile serrano. En los primeros cinco días para el explante de 

hipocótilo no tuvo ningún efecto ya que el crecimiento del callo fue mayor al 

control, esto como mecanismo de acción de las células (Vega et al., 2001) contra 

el glufosinato de amonio; pero a partir del día 5 se comienza a ver el efecto del 

herbicida ya que justo desde ese día el crecimiento del callo es casi nulo que se 

mantiene durante los días subsecuentes hasta llegar a un peso final de entre 1.5 

a 2 g de callo fresco. En el caso de la concentración de 10 mg·L-1 de Basta® se 

puede notar que desde el inicio estuvo por debajo del control por lo que esta 

concentración es un exceso de uso durante la selección de células transformadas 

ya que al final de los 25 días se obtuvo un resultado similar a las demás 

concentraciones. 

En el caso de ápice podemos ver como desde los primeros días ocurre una 

disminución del peso fresco que permanece constante conforme pasa el tiempo, 

indicando un efecto más rápido del herbicida sobre las células del ápice en 

comparación a las de hipocótilo. 

Para ambos explantes se obtuvo finalmente que la concentración mínima para la 

posterior selección de células es de 2 mg·L-1 de Basta® (Anexo IV-C), debido a 

que estadísticamente no hay diferencia significativa entre los tratamientos, que 

se puede observar más claramente en las Figuras 13 y 14 en las que el peso final 

obtenido al día 25 de cada uno de los tratamientos no están muy alejados el uno 

del otro, más sin embargo entre explantes si se observa una diferencia de casi 

un gramo entre los pesos finales de éstos. 
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Figura 12. Curva de resistencia al glufosinato de amonio (Basta®) de ápice (A) e hipocótilo (H) a diferentes 

concentraciones. El ápice resultó ser más sensible al Basta® ya que no presentó aumentos significativos de peso de 
callo fresco a la concentración mínima. 
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Figura 13. Peso fresco de callo de ápice de chile serrano al día 25 de tratamiento 

con Basta®. 

 

 

 

Figura 14. Peso fresco de callo de hipocótilo de chile serrano al día 25 de 
tratamiento con Basta®. 
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4.4. Transformación genética 

Una vez que pasaron las tres semanas de selección del callo transformado en 

medio MS-B5 con 2 mg·l-1 de Basta®, se realizaron las observaciones del callo 

transformado mediante la microscopia confocal, el cual se puede observar la 

fluorescencia del marcador biológico GFP y ver que este gen se encuentra dentro 

de la célula vegetal y el lugar donde este actúa.  

En la Figura 15 se puede observar que en todas las condiciones evaluadas de 

transformación para el callo de hipocótilo presentaron la fluorescencia verde de 

la GFP, por lo que se puede decir que a partir de un disparo y con el tamaño de 

bala más pequeña (0.4 µm) se pueden tener células transformadas de callo de 

hipocótilo aunque la cantidad de células transformadas fue menor para las 

bombardeadas con tamaño de bala de 0.4 µm que las transformadas con tamaño 

de bala de 0.7 µm y dos disparos (Figura 15.F), estas últimas presentaron una 

mayor fluorescencia y una mayor cantidad de callo cuando se expusieron al 

agente selectivo Basta®.  

Para el callo de ápice (Figura 17) podemos observar que para la obtención de 

células transformadas se necesitan dos disparos, ya que con un solo disparo la 

GFP no se logra insertar en gran número de células (Figura 17.B y 17.C), en 

cambio con dos disparos se observan una mayor cantidad de células 

transformadas y la expresión de la GFP es mayor (Figura 17.E y 17.F), esto 

también se ve reflejado durante la selección de células transformados ya que de 

donde se obtuvo mayor cantidad de callo fue para las dos disparos con ambos 

tamaños de bala.  

 

En los dos explantes en las observaciones de las tres semanas (Figura 15 y 17) 

se observa que la localización de la GFP es en la pared celular, lo que nos indica 

que la GFP se expresa a nivel pared celular. 
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Para ambos explantes se realizó otra observación a los tres meses de haber sido 

bombardeado, los resultados obtenidos para los callos de hipocótilo 

bombardeados con las balas de 0.7 µm es que durante la selección aumentaron 

su peso en fresco y cuanto a la observación al microscopio mantuvieron la misma 

fluorescencia de la GPF observada en la Figura 15, pero para las bombardeadas 

con balas de 0.4 µm las células mantuvieron casi el mismo peso en fresco durante 

su selección y cuando se observaron al microscopio confocal la fluorescencia  

disminuyo como se observa en la Figura 16. Para ápice se observa que a los tres 

meses (Figura 18) la fluorescencia de la GFP aumenta solo un poco en las 

bombardeadas con tamaño de bala de 0.7 µm (Figura 18.C y 18.F) y la 

fluorescencia de las otras dos se mantiene (Figura 18.A y 18.B). 

Finalmente se puede observar que ambos explantes necesitan tener dos 

disparos, aunque para el callo de hipocótilo se requiere utilizar balas de 0.7µm y 

el callo de ápice de 0.4 µm. El tamaño de bala utilizada para cada uno de los 

callos de ambos explantes está relacionado con el tamaño de sus células: las 

células de ápice son de menor tamaño y por lo tanto requieren una bala más 

pequeña, y las células de hipocótilo son más grandes y no presentaron daños 

con ninguno de tamaños de balas. Esto se reflejó tanto en la cantidad de callo 

obtenido durante la selección con Basta®, como en las observaciones 

microscópicas, obteniéndose una cantidad de callo transformado de hipocótilo 

mayor al de ápice y una fácil localización de las células transformadas al 

momento de realizar las observaciones al microscopio confocal para hipocótilo. 

Finalmente puede observarse que la GFP se expresa a nivel pared celular para 

ambos casos de explante (Figura 15 y Figura 17) ya que la fluorescencia se 

observa en esta parte (Taiz, L.; Zeiger, E., 2002). 
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Hipocótilo 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Observación al microscopio de callo de hipocótilo a las dos 

semanas de transformación. A) y D) son los controles negativos: B) y C) es 

callo bombardeado con un disparo pero la primera con tamaño de bala de 0.4 

µm y la segunda con tamaño de bala 0.7 µm; E) y F) es callo bombardeado con 

dos disparos la primera con tamaño de bala de 0.4 µm y la segunda con tamaño 

de bala 0.7 µm. 
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Hipocótilo 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 16. Observación al microscopio de callo de hipocótilo a los tres 

meses de transformación. A) y D) son los controles negativos: B) y C) es callo 

bombardeado con un disparo pero la primera con tamaño de bala de 0.4 µm y la 

segunda con tamaño de bala 0.7 µm; E) y F) es callo bombardeado con dos 

disparos la primera con tamaño de bala de 0.4 µm y la segunda con tamaño de 

bala 0.7 µm. 
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Ápice 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

Figura 17. Observación al microscopio de callo de ápice a las dos 

semanas de transformación. A) y D) son los controles negativos: B) y C) es 

callo bombardeado con un disparo pero la primera con tamaño de bala de 0.4 

µm y la segunda con tamaño de bala 0.7 µm; E) y F) es callo bombardeado con 

dos disparos, la primera con tamaño de bala de 0.4 µm y la segunda con tamaño 

de bala 0.7 µm. 
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Ápice 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Observación al microscopio de callo de ápice a los tres meses 

de transformación. A) y D) son los controles negativos: B) y C) es callo 

bombardeado con un disparo pero la primera con tamaño de bala de 0.4 µm y la 

segunda con tamaño de bala 0.7 µm; E) y F) es callo bombardeado con dos 

disparos, la primera con tamaño de bala de 0.4 µm y la segunda con tamaño de 

bala 0.7 µm. 
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4.5. Evaluación del efecto de compuestos orgánicos 

 

Las observaciones del efecto de cada uno de los compuestos evaluados se 

empezaron a destacar más uniformemente en el callo de hipocótilo a partir del 

primer mes de haberlo colocado en el medio de cultivo ya que comenzaron a 

adquirir una pigmentación tenue de coloración verde (Figura 19), destacando 

más los callos de los medios que contenían menor cantidad de 2,4-D (medios E 

y F). Conforme el tiempo avanzaba se comenzó a notar la formación de unas 

estructuras globulares en algunos callos del medio E, los cuales crecían y sobre 

estos mismos salían más estructuras, lo que provocaba que se apelmazaran y el 

callo se volviera más duro y difícil de disgregar.  

Dadas las observaciones anteriores, se decidió eliminar la concentración de 2,4-

D a los medios A, B, C y D y aumentar gradualmente la concentración de BA 

hasta 6 mg·l-1 a todos los medios, por lo que a los seis meses el callo del medio 

A se comenzó a hidratar y a oxidar; los medios B, C y D mantuvieron la dureza 

adquirida al igual que la pigmentación pero el callo tuvo un crecimiento lento 

comparado con los de los medios E y F. Los callos de estos dos últimos seguían 

formando las estructuras globulares pero no surgía uno que pudiera ser descrito 

como embrionario y gradualmente el callo del medio E fue perdiendo la 

pigmentación hasta llegar a un callo más blanco (Figura 20). 
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Figura 19. Evaluación de compuestos orgánicos en la regeneración de 

callo obtenido del hipocótilo de chile serrano a los dos meses. El medio 

de cultivo de A, C y E contiene 20 % de agua de coco: A contiene 2mg·l-1 de 2,4-

D, C contiene 1 mg·l-1 de 2,4-D y E no contiene 2,4-D. B, D y F no contienen 

agua de coco: B contiene 2mg·l-1 de 2,4-D, D contiene 1 mg·l-1 de 2,4-D y F no 

contiene 2,4-D; todos los medios contiene 0.3 mg·l-1  de BA. 
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Para el callo del ápice a los dos meses, sucedió algo parecido al del hipocótilo en 

cuanto a los medios C, E y F ya que presentaron formación de estructuras 

globulares, crecimiento de callo y pigmentación verde, sin embargo los callos de 

los medios A y B se hidrataron y presentaron oxidación, y el medio D no presento 

pigmentación, pero sí una ligera oxidación (Figura 21).  

A los seis meses (Figura 22), ya cambiado en el medio de cultivo la concentración 

del 2,4-D y BA, los medios A y B perdieron la hidratación adquirida, pero pasados 

los tres meses el callo se oxidó. En cambio, el medio D se recuperó y comenzó a 

A B C 

D E F 

Figura 20. Evaluación de compuestos orgánicos en la regeneración 
de callo obtenido del hipocótilo de chile serrano a los seis meses. 

El medio de cultivo de A, C y E contiene 20 % de agua de coco y B, D y F 

no contienen agua de coco: A y B contiene 2mg·l-1 de BA, C y D contiene 
4 mg·l-1 de BA y E y F 6 mg·l-1 de BA. 
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presentar pigmentación verde y formación de estructuras globulares a partir del 

quinto mes. Los callos del medio E y F presentaron la formación de estructuras 

globulares a los dos meses y cuando se aumentó la concentración de BA cesó la 

formación de éstas estructuras, pero la pigmentación aumentó. En el caso del 

medio C la pigmentación disminuyó pero la formación de estructuras globulares 

aumentó. 

  

Ápice 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21.Evaluación de compuestos orgánicos en la regeneración de callo 
obtenido del ápice de chile serrano a los dos meses. El medio de cultivo de 

A, C y E contiene 20 % de agua de coco: A contiene 2mg·l-1 de 2,4-D, C contiene 
1 mg·l-1 de 2,4-D y E no contiene 2,4-D. B, D y F no contienen agua de coco: B 

contiene 2mg·l-1 de 2,4-D, D contiene 1 mg·l-1 de 2,4-D y F no contiene 2,4-D; 
todos los medios contiene 0.3 mg de BA. 

A B C 

D 
E F 
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De las observaciones de los callos de ambos explantes se puede notar que la 

ausencia del 2,4-D, una alta concentración de BA y la presencia del agua de coco 

(20%) tienen un efecto, presentaron una mayor pigmentación verde, una menor 

oxidación del callo (a excepción del callo del medio A de ápice, Figura 21.A) y 

formación de estructuras globulares, las cuales se endurecían y eran difíciles de 

separar, en comparación a los callos que se colocaron en medios con presencia 

de 2,4-D,  ausencia de agua de coco y baja concentración de BA, los cuales no 

presentaban pigmentación, se hidrataban y se oxidaban. 

 No se llegó a la formación de callo embriogénico de chile serrano, aun cuando 

otros autores reportan que la presencia de BA y de agua de coco en el medio de 

cultivo MS da la formación de brotes de chile habanero y miahuateco (Kumar et 

al., 2005; Peddaboina et al., 2005; Ramírez-Malagón & Ochoa-Alejo, 1996) justo 

después de los 30 días de haberse colocado en el medio.  Otros autores, López-

Puc et al. (2006), Joshi & Kothari (2007), Valera-Montero & Phillips (2005) y 

Kintzios et al. (2001) reportan el uso de distintas vías de regeneración in vitro 

Figura 22.Evaluación de compuestos orgánicos en la regeneración de callo 

obtenido del ápice de chile serrano a los seis meses. El medio de cultivo de C y E 
contiene 20 % de agua de coco: C contiene 2 mg·l-1 de BA y E contiene 6 mg·l-1. El medio 

D y F no contienen agua de coco: D contiene 4 mg·l-1 de BA y F contiene 6 mg·l-1. 
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del chile habanero, pero aún no se encuentra un protocolo que establezca 

adecuadamente la regeneración vía embriogénesis somática del chile serrano, 

ejemplo de estos es el demostrado por el autor Valadez-Bustos et al. (2009) en 

el que vía organogénesis directa obtuvo un porcentaje de 96.7% de explantes 

con brotes usando embriones de chile serrano en un medio MS con BA e IAA. 
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Conforme a la hipótesis planteada inicialmente, la caracterización mediante la 

cinética de crecimiento permite observar el comportamiento del callo del chile 

serrano a determinadas condiciones, dando información sobre el tiempo en que 

se deben realizar los subcultivos, y el tiempo en el que se debe realizar la 

transformación genética vía biobalística con determinadas condiciones de 

distancia, presión, tamaño de bala y número de disparos. Finalmente el uso de 

agua de coco y 2,4-D en el medio de cultivo, no ayudó a la obtención de callo 

embriogénico para una posterior regeneración vía embriogénesis somática 

indirecta.   

 

De acuerdo con los objetivos planteados en este trabajo se concluye que: 

1. El tiempo de remojo óptimo resultó ser de 72 horas. 

2. Los dos mejores explantes para la inducción de callo son el hipocótilo y ápice 

ya que se obtuvo una mayor cantidad de callo y en un menor tiempo. 

3. Con base en la cinética de crecimiento se concluye que los subcultivos del 

callo de hipocótilo deben realizarse entre los 10 y 15 días, mientras que los de 

ápice entre los 5 y 10 días. 

4. La concentración mínima de Basta® para la selección de callo transformado 

es de  2 mg·L-1 para ambos explantes. 

5. Las mejores condiciones de bombardeo para hipocótilo son dos disparos con 

tamaño de bala de 0.7 µm y para ápice son dos disparos con tamaño de bala de 

0.4µm. 

6. La adición de 2,4-D y agua de coco al medio de cultivo no ayudó a la 

obtención de callo embriogénico. 

 

 

Veronica
Texto escrito a máquina
5. CONCLUSIONES 
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ANEXO I. Mapa del plásmido pEarleyGate serie 100 

 

El plásmido contiene en su secuencia el gen Kan, marcador de selección por 

resistencia a kanamicina, la secuencia 35S, promotor constitutivo del virus del 

mosaico de coliflor (CaMV) y el gen BAR que confiere resistencia al herbicida 

glufosinato de amonio (Navarro, 2009). 
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ANEXO II. Composición de medios de cultivo y suplementos 

A. Medio MS (Murashige y Skoog, 1962) para 1000mL a partir de 

soluciones Stock 100X. 

Sustancia  Cantidad  

Solución I (nitratos) 10 mL 

Solución II (sulfatos) 10 mL 

Solución III (halógenos) 10 mL 

Solución IV (Ms, Pb, No) 10 mL 

Solución V (EDTA, Fe) 10 mL 

Glicina (20 mg/100 ml) 10 mL 

Vitamina R2 10 mL 

sacarosa 30 g 

Gellan  2.5 g 

pH 5.7 

 

B. Concentraciones de las sales MS 

Para preparar un litro del medio se toman 10 mL de cada una de las sales. 

Compuesto Fórmula Stock 100x (mM·L-1) 

SALES MS I 

Nitrato de potasio KNO3 2060 

Nitrato de amonio NH4NO3 1880 

SALES MS II 

Sulfato de magnesio MgSO4·7H2O 150 

Sulfato de 
manganeso 

MnSO4·1H2O 1 

Sulfato de zinc ZnSO4·7H2O 3 

SALES MS III 

Cloruro de calcio CaCl2 300 

Yoduro de potasio Kl 5x10-1 

Cloruro de cobalto CoCl2·6H2 1x10-2 

SALES MS IV 

Fosfato de potasio 

monobásico 
KH2PO4 125 

Ácido bórico H3BO3 10 

Molibdato de sodio NaMoO4·2H2O 1x10-1 

SALES MS V 

Sulfato ferroso FeSO4·7H2O 10 

Tiplex EDTA Na2EDTA 10 
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C. Cóctel 20 

Mezcla de aminoácidos y vitaminas (patente en trámite) 

 

D. Vitaminas B5  

Compuesto Fórmula Stock 100x (µM·l-1) 

Myo-inositol C6H12O6 5.5x10-4 

Acido nicotínico C6H5NO2 812 

HCl-piridoxina C8H11NO3·HCl 490 

HCl-tiamina C8H17N40SCl·HCl 593 

 

E. Antioxidantes 

Compuesto Fórmula Stock 100x (µM·l-1) 

L-ácido ascórbico 

(Vitamina C) 

C6H8O6 50 

Ácido cítrico C6H5O7·H2O 50 

 

F. Reguladores de crecimiento  

Compuesto Fórmula Stock 10x (µM·l-1) 

ácido 2,4-

Diclorofenoxiacético 

(2,4-D) 

C8H6Cl2O3 45.2  

6-Bencilaminopurina (BA) C12H11N5 100 
*Para agregar 2mg del regulador a un litro de medio se toman 20 ml de la solución stock 

correspondiente; para 1 mg se toma 10 ml. 

 

G. Aminoácidos y otros compuestos 

Compuesto Fórmula Stock 100x (µM·l-1) 

Glicina C2H5NO2 133.2 

Adenina  C5H5N5·1/2 H2SO4 543.0 

 

El agua de coco se filtra utilizando una malla de número 60 marca Sigma-Aldrich. 
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Basta® (Glufosinato de amonio): Solución de concentración de 1mg·ml-1, 

esterilizado mediante filtración con membrana millipore de 0.22 µm de diámetro. 

Todos los medios de cultivo elaborados se esterilizaron durante 18 minutos a 1.3 

kg·cm-2 o 18 lb·pulg-2 
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ANEXO III. Soluciones para bombardeo de partículas (Jefferson et 

al, 1987) 

 

a. Preparación de balas de tungsteno de 0.4 y 0.7µm 

 Pesar 30mg de micropartículas de tungsteno en un tubo de 1.5 ml. 

 Agregar 1ml de etanol al 70%. 

 Agitar de 3 a 5 minutos en vortéx e incubar por 15 minutos a temperatura 

ambiente. 

 Centrifugar a 12,000rpm durante 5 minutos. 

 Eliminar sobrenadante con micropipeta. 

 Lavar tres veces con agua estéril y quietar sobrenadante. 

 Adicionar 500µl de glicerol al 50% para al final tener una concentración de 

30mg·ml-1. 

 Hacer alícuotas de 500µl almacenar a -20°C.  

 

b. Preparación de espermidina (0.1M) y cloruro de calcio (2.5M) 

 Pesa 1.4525g de espermidina y 2.7745g de cloruro de calcio. 

 Disolver con 10 ml agua desionizada estéril la espermidina y el cloruro de 

calcio respectivamente en tubos Falco previamente etiquetados. 

 Filtrar con membrana millipore de 0.22 µm. 

 Hacer alícuotas de 500µl en tubos Eppendorf de cada uno de los reactivos. 

 

Bombardeo con micropartículas de tungsteno con pistola de baja 

presión. 

 

1. Preparar una la siguiente solución (para 6 disparos): 

 

 Agitar las micropartículas de tungsteno en vortex por 5 minutos. 
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 Tomar una alícuota de 50µL de las balas y colocarlo en la pared del tubo 

Eppendorf de 1500µL. 

 Agitar el ADN en vortex por 5 minutos. 

 Agregar 5µl del ADN [1µg/µL].  

 Tomar 50µl de CaCl2 [2.5M] en la pared del tubo Eppendorf y tener cuidado 

de no mezclar con el ADN. 

 Tomar 20µl de espermidina [0.1M] y arrastrar toda la mezcla hasta el fondo. 

 Homogenizar con agitación suave. 

 Dejar incubar por 10 minutos a temperatura ambiente. 

 Centrifugar por un minuto y retirar sobrenadante. 

 Resuspender las balas con 140µL de etanol al 70%. Centrifugar  y desechar 

sobrenadante 

 Resuspender las balas con 140µL de etanol absoluto. Centrifugar  y desechar 

sobrenadante 

 Resuspender las balas con 48µL de etanol absoluto 

 

2. Se realiza el disparo sobre el callo. 
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ANEXO IV. Análisis estadístico. 

 

Para el análisis estadístico se utilizó la herramienta de hoja de cálculo Excel 

2013, para todos los casos se utilizó un α=0.05. 

A. Germinación in vitro de semillas 

Análisis de varianza de los datos obtenidos de la evaluación de tiempo de remojo 

de semillas de chile para la germinación, en los que se tenían 8 frascos con 10 

semillas cada una de las evaluaciones. 

 

B. Inducción y proliferación de tejido indiferenciado 

Análisis de varianza de dos factores de los datos obtenidos de la inducción de callo 

de chile serrano, en la que se tenían dos medios de cultivo y en cada uno se 

evaluaron cuatro explantes, por lo que finalmente se tenían 5 frascos con 10 

explantes de los evaluados. 

Origen de 

las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados 

de 

libertad 

Promedio de 

los 

cuadrados 

Fc Probabilidad Ftab 

(α=0.05

) 

Explantes 0.6 3 0.2 0.118 0.949 2.798 

Medios de 

cultivo 

509.2 2 254.6 149.765 0.000 3.191 

Interacción 33.2 6 5.533 3.255 0.009 2.295 

Dentro del 

grupo 

81.6 48 1.7    

Total 624.6 59     

 

Origen de 
las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados 
de 

libertad 

Promedio de 
los 

cuadrados 
Fc 

Probabilida

d 
Ftab 

(α=0.05) 

Entre 
grupos 

0.25 1 0.25 

0.

45
2 

0.513 4.600 

Dentro de 
los grupos 

7.75 14 0.554    

Total 8 15     
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Análisis de medias mediante la prueba t para los explantes del medio de cultivo 

MS-B5. 

Par de explantes Valor t 
calculado 

Valor crítico de t 
(dos colas)  

(α=0.05) 

H0: µD = 0 
H1: µD ≠ 0 

Hipocótilo vs cotiledón 2.191 

±2.306 

Se acepta H0 

Hipocótilo vs ápice -1.789 Se acepta H0 

Hipocótilo vs hoja prim 0.973 Se acepta H0 

Cotiledón vs ápice -4.629 Se rechaza H0 

Cotiledón vs hoja prim -2.066 Se acepta H0 

Ápice vs hoja prim 0.566 Se acepta H0 

 

 

C. Curva de resistencia a basta  

 

En la experimentación se contaban con cinco repeticiones de cada uno de los 

tratamientos. 

 

Análisis de Varianza (ANOVA) de peso de callo fresco de ápice sometidos a cuatro 

tratamientos con Basta® a los 2 días. 

Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrado

s 

Grados de 

libertad 

Promedio 

de los 

cuadrados 

Fc Probabilidad Ftab 
(α=0.05) 

Entre grupos 0.070 4 0.017 6.019 0.002 2.866 

Dentro de los 

grupos 
0.058 20 0.003    

Total 0.128 24     

 

 

 

Se realizó una prueba de Dunnett que nos permitiera comparar los tratamientos 

con el control en diferentes tiempos de la evaluación con Basta®. 
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Resultados de análisis de medias mediante la prueba de Dunnett para el callo 

fresco de ápice sometido a cuatro tratamientos con Basta® a los 2 días. 

Tratamiento |ӯi-ӯc| calculado  
(donde i=tratamiento 

y c=control) 

Valor de Dα 

calculado 
H0: |ӯi-ӯc|< Dα 

H1: |ӯi-ӯc|> Dα 

2 mg 0.096 0.083 Se rechaza H0 

4 mg 0.108 

8 mg 0.138 

10 mg 0.15 

 

 

Análisis de Varianza (ANOVA) de peso de callo fresco de hipocótilo sometidos a 

cuatro tratamientos con Basta® a los 2 días. 

Origen de 

las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio de 

los cuadrados 
Fc Probabilidad Ftab 

(α=0.05) 

Entre grupos 0.124 4 0.031 10.864 7.592x10-05 2.866 

Dentro de 

los grupos 
0.057 20 0.003    

Total 0.181 24     

 

 

 

Resultados de análisis de medias mediante la prueba de Dunnett para el callo fresco 

de hipocótilo sometido a cuatro tratamientos con Basta® a los 2 días. 

Tratamiento |ӯi-ӯc| calculado  
(donde i=tratamiento y 

c=control) 

Valor de Dα calculado H0: |ӯi-ӯc|< Dα 

H1: |ӯi-ӯc|> Dα 

2 mg 0.112 0.082 Se rechaza H0 

4 mg 0 Se acepta H0 

8 mg 0.028 Se acepta H0 

10 mg 0.108 Se rechaza H0 
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Análisis de Varianza (ANOVA) de peso de callo fresco de hipocótilo sometidos a 

cuatro tratamientos con Basta® a los 4 días. 

Origen de 

las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio de 

los 

cuadrados 

Fc 
Probabilida

d 
Ftab 

(α=0.05) 

Entre 

grupos 
0.238 4 0.060 14.906 8.486x10-06 2.866 

Dentro de 

los grupos 
0.0798 20 0.004    

Total 0.318 24     

 

 

Resultados de análisis de medias mediante la prueba de Dunnett para el callo fresco 

de hipocótilo sometido a cuatro tratamientos con Basta® a los 4 días. 

Tratamiento |ӯi-ӯc| calculado  
(donde i=tratamiento y 

c=control) 

Valor de Dα 

calculado 
H0: |ӯi-ӯc|< Dα 

H1: |ӯi-ӯc|> Dα 

2 mg 0.022 0.097 Se acepta H0 

4 mg 0.096 Se acepta H0 

8 mg 0.064 Se acepta H0 

10 mg 0.254 Se rechaza H0 

 

 

Análisis de Varianza (ANOVA) de peso de callo fresco de hipocótilo sometidos a 

cuatro tratamientos con Basta® a los 7 días. 

Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio de los 

cuadrados 
Fc Probabilidad 

Ftab 
(α=0.05) 

Entre grupos 0.826 4 0.207 32.97 0.0001 2.895 

Dentro de los 

grupos 
0.119 19 0.006    

Total 0.945 23     
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Resultados de análisis de medias mediante la prueba de Dunnett para el callo fresco 

de hipocótilo sometido a cuatro tratamientos con Basta® a los 7 días. 

Tratamiento 

|ӯi-ӯc| calculado 

(donde i=tratamiento 

y c=control) 

Valor de Dα 

calculado 

H0: |ӯi-ӯc|< Dα 

H1: |ӯi-ӯc|> Dα 

2 mg 0.282 

0.121 

 

Se rechaza H0 

4 mg 0.414 Se rechaza H0 

8 mg 0.358 Se rechaza H0 

10 mg 0.573 Se rechaza H0 
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