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l. Introduccion.

El género Capsicum es uno de los cultivo de mayor importancia a nivel mundial. Los frutos
gue producen estas plantas son conocidos como chile, chilli, pimiento, pimiento dulce,
pimienta, los cuales son utilizados en forma fresca, deshidratados o procesados para
preparacion de comida, también se utilizan en la industria farmacéutica y cosmética (Ortiz
et al., 2010; Rao et al., 2016; Valadez-Bustos et al., 2009). Los principales productores de
chile a nivel mundial son China, México, Turquia, Indonesia y Espafia. (FAOSTAT 2013).

Dentro del género Capsicum se reconoce alrededor de 200 variedades las cuales estan
agrupadas en 30 especies, de las cuales cinco son cultivados extensivamente: Capsicum
annuum L., C. baccatum L., C. chinense Jacq., C. frutences Mill., y C. pubences Ruiz &
Pavoén (Kothari et al., 2010; Rao et al., 2016).

Las especies Capsicum annuum L. y Capsicum chinense Jacg. radica su importancia
econdmica en sus frutos, ya que provee de nutrientes esenciales y metabolitos secundarios
gue son utilizados por el humano (Kothari et al., 2010; Rao et al., 2016). La demanda de los
frutos de estas especies ha propiciado a buscar nuevas formas de propagacién masiva y
mejoramiento agronémico por medio de herramientas Biotecnolégicas.

El cultivo de tejidos vegetales es una herramienta biotecnolégica que nos permite controlar
factores fisicos, ambientales y quimicos para asi poder establecer sistemas bioldgicos y
con ello llevar a cabo diversos estudios. (George et al., 2008; Loyola-Vargas & Vazquez-
Flota, 2006; Pierik, 1997) . En el caso del género Capsicum las células pueden ser utilizadas
como modelos biolégicos ya que tiene caracteristicas sobresalientes en el ambito
agrondémico, fisiolégico, bioguimico y molecular (Ochoa-Alejo & Ramirez-Malagon, 2001).

El cultivo de tejidos vegetales bajo condiciones in vitro nos permitira manipular plantas del
género Capsicum, asi como preservar de material genético, propagaciéon de genotipos y
fenotipos sobresalientes, obtener plantas libres de patdgenos, produccion de plantas
transgénicas y produccion de metabolitos secundarios (do Régo et al., 2016; Mezghani et
al., 2007; Valadez-Bustos et al., 2009).

La aplicacion de la tecnologia de DNA recombinate y el cultivo de tejidos vegetales ha dado
pauta a la generacion de plantas transgénicas. Las formas mas usuales para obtener este
tipo de plantas han sido por medio de Agrobacterium tumefaciens y biobalistica. EI género
Capsicum tiene reportes para la produccion de plantas transgénicas en su mayoria es por
medio de Agrobacterium tumefaciens y no hay reportes de transformacion de plantas del
género por medio de biobalistica.

En este trabajo se va utilizar la técnica de la biobalistica para llevar a cabo la transformacion
genética de dos especies de chile (C. annuum L. y C. chinense Jacq.) en el cual se va
insertar el plasmido pEarlyl01-AtPPiasa4-YFP, con el cual se va establecer un sistema
biol6gico para estudiar la actividad de la pirofosfatasa inorganica de Arabidopsis thaliana.
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Il. ANTECEDENTES
2.1 ASPECTOS GENERALES DE LOS CHILES HABANERO Y SERRANO
2.1.1 Clasificacién taxonémica de los chiles serrano y habanero.

La clasificacién de Capsicum annuum L y Capsicum chinense Jacq. se presenta en el
cuadro 1.

Cuadro 1. Clasificacién taxondmica de las especies utilizadas.

Divisién Magnoliophyta Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida Magnoliopsida

Orden Solanales Solanales

Familia Solanaceae Solanaceae

Género Capsicum Capsicum

Especie Capsicum annuum L. Capsicum chinense Jacq.
Nombre comun Chile serrano Chile habanero.

2.1.2 Descripcidn botanica de los chiles.
Descripcion botanica de Capsicum annuum L.

Planta herbacea pequefia con ramificacién dicotdmica, arbusto anual o perene, de 30 a 80
cm de alto, con raiz corta y pivotante. Los tallos son glabrescentes. Hojas alternadas,
solitarias 0 en pares; peciolo de 4-7cm; hoja de forma oblonga-ovada, ovada u ovado-
lanceolada, con un tamafio de 4-13 x 1.5- 4 cm, glabrescentes, base estrecha y ondulada,
apice corto acuminado o agudo. Flores solitarias y si racimos solo hasta 2; flores de color
blangquecino, colgantes. Céliz acampanado, 2-3 x 3 mm, cinco dientes, ondular, verde.
Corola en roseta, cinco l6bulos blancos, de tamafio de 10 mm. Estambres 5, anteras,
insertadas, de color azulada-purpura de tamafio de 1.8-2 mm. Ovario supero, 2-3 loculos
con numerosos oOvulos, estilo corto con el estigma capitado. Fruto una baya, pericarpio
carnosa y firme, hueco, colgantes, de color verde cuando joven para su mayoria de color
rojo anaranjado, amarillo, marrén o purpura, cuando estd maduro, de formas diversas, hasta
15cm. Las semillas son de color amarillo palido, discoide o reniformes, de 3,5 mm de
diametro (Lim, 2013).

Descripcion botanica de Capsicum chinense Jaqc.

Planta pequefia, muy ramificada, erecta, sub-arbusto anual o perenes, tamafio de 30-120
cm. Las hojas son de color verde medio, generalmente en forma oval, y por lo general se
arrugan, es un rasgo distintivo. Flores y frutos se producen en grupos de 2-3 o0 mas por
cada nodo y este rasgo distingue de las otras especies del género Capsicum, que lleva uno
por nodo. Las flores blancas tienen corola ligeramente verdosa y las anteras de color
purpura sin distender en los puntos de fusion de la base de los I6bulos; I6bulos de la corola
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son usualmente erectos. Pedicelos erectos o se inclinan en la antesis. Los frutos varian
mucho en tamafio y forma, que van desde tamafio de 0,5 cm de diametro, globosos a
cilindrica, de 2-5 x 1,5-3 cm, con vainas alargadas hasta 10 cm de largo, arrugada,
usualmente colgante, rojo a naranja a amarillo o blanco cuando estd maduro (Lim, 2013)

2.1.3 Centro de origen y distribucion del género Capsicum.

El género Capsicum es originario de América del sur, su centro de origen se encuentra en
la regiébn que comprende Bolivia, el norte de Argentina, el centro y sur de Brasil. Estudios
biogeogréaficos y arqueo-botanicos indican que durante su dispersion por el continente
Americano, algunas especies fueron domesticadas de manera independiente en distintos
lugares: C. annuum L., en México o en el norte de centro América; Capsicum bataccum L.
en el sur de Bolivia; Capsicum chinense Jaqc., en el norte del Amazonas; C. frutescens en
Costa Rica y posiblemente también en México; C. pubescens Ruiz & Pavon., en las
elevaciones medias de los Andes (Andrews, 1995; Hernandez-Verdugo et al., 1999; Perry
et al., 2007)

2.1.4 Importancia econémica.

Capsicum annuum L. es el segundo vegetal mas consumido y mas importante
econdémicamente alrededor del mundo, sus frutos proveen de nutrientes esenciales para el
humano como lo es la vitamina A, C y E, compuestos fendlicos, flavonoides, carotenoides,
capsicinoides y calcio (Rao et al., 2016)

Los chiles en México son de gran importancia ya que C. annuum L., se cultiva en gran parte

del pais; C. chinense Jaqgc., se cultiva principalmente en la Peninsula de Yucatan
(Hernandez-Verdugo et al., 1999).
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2.2 EL CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

El cultivo de tejidos vegetales (CTV) se basa en la teoria de la totipotencialidad que postula
que a partir de una célula u 6rgano de la planta se puede regenerar una planta completa.

El cultivo de tejidos es una herramienta biotecnolégica con la cual podemos utilizar para
aislar células, tejidos u 6rganos vegetales y asi promover su crecimiento y multiplicacion
en medio de cultivo artificiales, bajo condiciones medioambientales controladas y asépticas.
Con el CTV podemos controlar diferentes factores fisicos (pH, luz, temperatura), quimicos
(composiciéon del medio de cultivo, nutrientes organicos e inorganicos, fuente de carbono y
reguladores de crecimiento), biolégicos (fisiologia de la planta donadora y tamafio del
explante) y ambientales (humedad y ambiente gaseoso dentro del recipiente de cultivo)
(Bhojwani & Dantu, 2013; George et al., 2008; Loyola-Vargas & Vazquez-Flota 2006; Smith,
2001)

2.2.1 Aplicaciones del cultivo de tejidos vegetales (CTV).

El cultivo de tejidos vegetales se desarroll6 y estableci6 para resolver problemas
relacionada con desordenes de plantas. EI CTV es una herramienta biotecnolégica que nos
permite resolver esos problemas y tiene una serie de diversas aplicaciones como son (do
Régo et al., 2016; Loyola-Vargas & Ochoa-Alejo 2012; Smith 2001):

¢ Micropropagacion de diferentes especies de plantas por medio de organogénesis y
embriogénesis.

¢ Obtencién de plantas libres de patdégenos, eliminado bacterias, hongos y virus.

e Produccion de plantas haploides o doble haploides.

¢ Induccién de variacién epigenética y genética a partir de una variedad de planta.

e Obtencioén de plantas hibridas por medio del rescate de embriones hibridos o células
sométicas.

e Conservacion de germoplasma vegetal de alto valor.

¢ Clonacion de genotipos resistentes a estrés biotico abidtico.

e Permite establecer un sistema para estudiar diferentes procesos bioquimicos,
fisiologicos y morfogénesis de las plantas.

¢ Obtencion de metabolitos secundarios, como una alternativa para la biofarmacia.

¢ Generacion de plantas transgénicas resistentes a plagas y enfermedades.

e Caracterizacion del crecimiento de células.
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2.2.2 Factores determinantes en la respuesta morfogenética de los cultivos in

vitro.

El éxito de la propagacion por medio de cultivo de tejidos vegetales depende de tanto de
factores extrinsecos e intrinsecos de la planta, algunos factores involucrados son:

e Estado fisioldgico de la planta. e Explante utilizado.
e Estado bioquimico se la planta. e Oxidacion.
¢ Condiciones de incubacion. ¢ Genaotipo.

¢ Medios de cultivo y reguladores

de crecimiento.

Los problemas que se presentan en el cultivo de tejidos vegetales del género Capsicum
principalmente son (do Régo et all., 2016):

e La naturaleza recalcitrante de la planta: el termino recalcitrante se refiere a la
inhabilidad de las células, tejidos u 6érganos vegetales a responder a condiciones de
cultivo in vitro.

e Lamorfogénesis no esta bien definida ya que los brotes no se forman de una manera
correcta, pero si se llegan a formar no ocurre la elongacién de los brotes.

e La dependencia del genotipo es muy importante ya que existen diferentes
variedades y estos responde de diferente manera, lo que dificulta establecer un
protocolo de regeneracion para dichas variedades.

2.2.3 Medio de cultivo

El crecimiento y desarrollo de células vegetales en condiciones in vitro se lleva a cabo
porque se les proporciona macronutrientes (nitrégeno, potasio, fosforo, etc.),
micronutrientes, (cobalto, cobre, hierro, zinc, magnesio etc.) en forma absorbible, algunas
fuentes de carbono (sacarosa, glucosa, fructosa), vitaminas y diferentes reguladores de
crecimiento (auxinas, citocininas, giberelinas) y agente gelificante (agar-gel, agar, gelzan)
(Bhojwani & Dantu, 2013).

2.2.4 Cultivo de callos.

Los cultivos celulares en su mayoria se inician a partir de diferentes tejidos u érgano los
cuales son sembrados en medios de cultivo que contienen auxinas fuertes como el 2,4-D
(2,4-diclorofenoxiacético), picloram, y en algunas ocasiones ANA (acido naftalenacético),
las cuales promueven una masa de células indiferenciadas llamada “callo”.
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El crecimiento y desarrollo de los cultivos de callos pasan por tres fases: (1) induccion de
la division celular, (2) periodo de activacion de la division celular durante el cual las células
diferenciadas pierden algunas caracteristicas especializadas que pudieron haber adquirido
y se convierten en indiferenciadas, (3) periodo en donde se disminuye la division celular y
el callo comienza nuevamente a tomar un proceso de rediferenciacion (George et al., 2008).

Los callos son utilizados como una fuente de material para llevar a cabo estudios
bioguimicos y moleculares, asi como estudios de embriogénesis somatica y organogénesis,
también son utilizados para obtener células en suspension, obtener protoplastos y
metabolitos secundarios (Loyola-Vargas & Ochoa-Alejo, 2012).

2.2.5 Cultivo de células en suspension.

Las células en suspension son iniciadas a partir de callo que se denomina “friable” el cual
tiene la caracteristica de ser disgregable Para obtener células en suspension se utiliza
callos friables los cuales son colocados en medio liquido, esta mezcla se somete a agitacion
constante por un determinado tiempo, logrando asi obtener células disgregadas, también
se puede hacer uso de un tamiz para quitar los agregados celulares y poder asi tener una
suspension mas homogénea de células. Las células en suspensién se caracterizan por ser
células individuales o grupos pequefios de células que estan suspendidas en un medio
liguido, ademas que tienen una tasa alta de division y mas uniforme que los callos (Loyola-
Vargas & Ochoa-Alejo, 2012).

2.2.6 Caracterizacion de los cultivos in vitro.

En cultivo de tejidos vegetales es muy importante caracterizar el crecimiento celular. Este
proceso principalmente se lleva a cabo por medio de cinéticas de crecimiento de callos o
de células en suspensidn y una vez realizado esto, se pueden realizar diferentes
estimaciones que sirven en diferentes procesos de biotecnologia.

La caracterizacion de crecimiento de callos y células en suspension se puede realizar por
medio de mediciones de diferentes pardmetros que daran como resultado la obtencién de
cinéticas de crecimiento. Algunas mediciones que se realizan para observar el
comportamiento del crecimiento celular son: indice de crecimiento, monitoreo del peso seco
y fresco, volumen de células sedimentadas, volumen de células suspendidas, conteo de
células por unidad de area, densidad de celular, conductividad eléctrica, pH de cultivos
liquidos (Loyola-Vargas & Vazquez-Flota, 2006).

Para saber cémo es el comportamiento del crecimiento de células vegetales se realiza un
monitoreo a través del tiempo, dando como resultando la obtencién de una curva sigmoidea
(Figura 1)

El crecimiento de las células vegetales tiene varias fases que pueden ser apreciables dentro
de una curva de crecimiento: (1) La fase lag en la cual las células se adaptan al medio
fresco y por cambios en el potencial osmotico puede disminuir el peso, (2) fase exponencial
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de crecimiento en el cual las células inician la division celular aumentando su peso, (3) fase
lineal de crecimiento se mantienen en division en la mayor parte de la poblacién y otra
comienza su alargamiento celular, (4) fase de desaceleracién, en donde la tasa de
crecimiento disminuye, ya que la mayoria de las células se estan alargando y comienza el
metabolismo secundario, (5) fase estacionaria en donde la tasa de division disminuye a la
mitad (Figura 1) (George et al. 2008, Loyola-Vargas & Ochoa-Alejo, 2012).

Fase
7 iy
estacionaria, Muerte

celular
Fase de
desace-
« leracion

Fase de
crecimiento
linear

Fase de
crecimiento
« exponencial

Numero de células s

Fase lag :

TIEMPO ey

Figura 1. Cinética tipica de crecimiento celular. Se muestran las diferentes

fases de crecimiento. Tomada y modificada de George et al.(2008).

Existen otros parametros de crecimiento indirectos que se calculan con las cinéticas de
crecimiento tanto del peso seco y peso fresco, estas estimaciones son el indice de
crecimiento, tasa especifica de crecimiento y el tiempo de duplicacion (Loyola-Vargas &
Ochoa-Alejo, 2012).

El indice de crecimiento (IC) es la estimacion relativa de dicha capacidad, en la que se
correlaciona con la biomasa acumulada en un tiempo de muestreo con el tiempo inicial. Es
la diferencia entre la biomasa final (Pr) y la biomasa inicial (P) da como resultado la biomasa
acumulada:

IC=Ps- P,
P

La tasa de crecimiento especifica (u) se refiere a la pendiente mas pronunciada de una
curva sigmoidea, y se define como la tasa de aumento de la biomasa de una poblacion de
células por unidad de concentracion de biomasa. Este periodo de tiempo se produce entre
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la fase lag y fase estacionaria. Durante este periodo, el incremento en la poblacién de
células se ajusta a una ecuacion de linea recta y se puede calcular con la siguiente formula:

InXx = ut + In Xo

p=Inx - In Xo
t

Donde t=tiempo, x= es la biomasa al tiempo t, Xo= es la biomasa inicial.

Una vez realizada la cinética de crecimiento se puede calcular el tiempo que tardaria en
duplicarse (dt) nuestro material biolégico (callo, células en suspension), para esto ya se
realizo el calculo de la tasa de crecimiento especifica (U) y se realiza la siguiente ecuacion:

dt= In2

U

2.2.7 Vias de regeneracién in vitro de plantas.

Las vias de regeneracién para obtener nuevamente plantas completas en cultivo de tejidos
vegetales son: Embriogénesis directa o indirecta y la organogénesis directa o indirecta. En
ambos caso, el proceso morfogenético indirecto involucra la desdiferenciacién de las
células de tejidos u 6rganos para dar lugar a la formacion de callo y, posteriormente, las
células se rediferencian en un embrién o un grupo de ellas da lugar a un érgano. La
morfogénesis directa tiene lugar en células predeterminadas por su estado bioquimico y
pueden dar origen rapidamente a embriones somaticos u 6rganos adventicios (Bhojwani &
Dantu, 2013;George et al., 2008; Thorpe, 2012). .

Embriogénesis somatica.

La embriogénesis es el proceso de formacion de embriones a partir de células somaticas o
sexuales sin que sean producto de una fusion de gametos y que tienen el mismo proceso
de desarrollo que los embriones cigéticos compartiendo caracteristica similares tanto los
embriones cig6ticos como los somaticos (Thorpe, 2012).

Hay dos tipos de embriogénesis: (1) embriogénesis directa es el proceso en el cual se
forman los embriones a partir del explante. (2) en la embriogénesis indirecta se forman los
embriones a partir de una masa celular que es el callo.

Organogeénesis

La organogénesis es el proceso de formacion de érganos tales como hojas raices o brotes
a partir de un explante. Este proceso también puede llevarse a cabo de forma directa e
indirecta.
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En la organogénesis directa se lleva a cabo la formacion de 6rganos vegetales directamente
de la superficie del explante, en cambioen en la organogénesis indirecta los 6rganos
vegetales se forman a partir de una fase intermedia que es el callo y la cual debe de ser
modulada con reguladores de crecimiento para lograr dicho proceso (Bhojwani & Dantu,
2013).

2.2.8 Cultivo in vitro en el género Capsicum.

Los estudios que se ha reportado en las especies; Capsicum annuum L., y Capsicum
chinense Jaqc., ha sido la regeneracion de plantas mediante embriogénesis somética y
organogénesis. Cabe destacar que para estos proceso in vitro se han utilizado el medio de
cultivo formulado por Murashige & Skoog, 196 y las vitaminas B5 formuladas por Gamborg
(1968) son las que han sido mayormente utilizadas.

La organogénesis es la via de regeneracion que mas reportes ha tenido. Los primeros
reportes de la regeneracion de Capsicum annuum L., son de Gunay & Rao (1978), Agarwal
& Chandra (1983), Phillips & Hubstenberger (1985), Agrawal et al., (1989); en sus trabajos
mencionan el uso de reguladores de crecimiento vegetales como el BA (6-
Bencilaminopurina) que es una citocinina, la cual se utilizé6 para inducir brotes en los
explantes. Reportes mas recientes mencionan que para Capsicum annuum L., se ha
seguido utilizando el BA en combinacién con otros reguladores de crecimiento como AlA,
ANA, AGs, AlA (Golegaonkar & Kantharajah, 2006; Khan et al., 2011; Dafadar et al., 2012).
En el caso de Capsicum chinense Jaqc., para la induccion de la organogénesis se ha hecho
uso de TDZ (Santana-Buzzy et al., 2005) y también se ha realizado combinacion de
reguladores como BA, AlAy KIN (Gogoi et al. 2014).

La embriogénesis somatica en Capsicum annuum L. y Capsicum chinense Jagc. ha tenido
pocos reportes, pero se ha mencionado que el regulador de crecimiento utilizado para este
proceso ha sido la auxina; 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético), este regulador de crecimiento
también tiene efecto en la formacion de callo (Buyukalaca & Mavituna 1996, Kintzios et al.
2001, Lopez-Puc et al. 2006, Zapata-Castillo et al. 2007).

En el cuadro 2 y 3 se muestran en orden cronolégico reportes de investigaciones que se
han hecho en las especies Capsicum annuum L. y Capsicum chinense Jagc., se menciona
el tipo de explante que se ha utilizado, el medio de cultivo y reguladores de crecimiento
utilizados para cada proceso (organogénesis y embriogénesis). Las investigaciones
realizadas no han resultado eficientes ya que no se ha podido obtener un gran nimero de
plantas a partir de un solo explante, pero muchos factores no han sido analizados los cuales
deben de investigarse para enriquecer la investigacion.
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Cuadro 2. Reportes de regeneracion in vitro de Capsicum annuum L.

No. Especie Explante Via de regeneracion Medio de cultivo + reguladores de crecimiento. Referencia
1 | Capicum Cotiledén Organogénesis BA (8.88 uM)+IAA (2.85-5.71 uM) Gunay & Rao
annuum L. directa (1978)
2 | C.annuum L. Embrion cigotico Organogénesis MS + BA (22.2 uM) Agarwal &
directa Chandra (1983)
3 | C.annuum L. Plantulas Organogénesis MS + BA (2.22—-44.4 pM) Phillips &
directa Hubstenberger
(1985)
4 | C.annuum L. Hipocétilo, hoja Organogénesis MS + BA (22.2 pM)+IAA (2.85-5.71 pM) Agrawal et al.,
cotiledonar, tallo, hoja, directa (1989)
raiz, embrion.
5 | C.annuum L. hoja cotiledonar, Organogénesis MS + BA(2.22, 4.40, 8.90 uM)+IAA (0.57, 5.71 pM) Arroyo & Revilla
hipocétilo directa (1991)
6 | C.annuum L. Hipocoétilo Organogénesis MS+ BA (5 mg) ) + AlA (3 mg) Valera-Montero &
Ochoa-Alejo
(1992)
7 | C.annuum L. Explantes de semilla Organogénesis MS + BA (22.2 uM)+NAA (0.54 uM) Ebida & Hu (1993)
directa
8 | C.annuum L. Semillas maduras Organogénesis MS sin reguladores de crecimiento Ezura et al.,
directa (1993)
9 | C.annuum L. Meristemos apicales Organogénesis MS + BA (8.88 uM) Madhuri & Rajam
directa (1993)
10 | C.annuum L. Embrién cigotico Embriogénesis MS + 2-10% sacarosa, 10% CW, 2,4-D (4.53—-22.6 Harini & Lakshmi
maduro somatica directa 1M) Sita (1993)
11 | C.annuum L. Meristemo con Organogénesis MS + 3% sacarosa + BA (66.6, 88.8 uM) Christopher &
cotiledones Rajam (1994)
12 | C.annuum L. Embrién cigético Embriogénesis MS + 3% sacarosa 2,4-D (4.52 uM) Buyukalaca &
maduro somatica indirecta Mavituna (1996)
13 | C. annuum L. Embrion cigotico Embriogénesis MS + 6-10% sacarosa, 2,4-D (9 puM) TDZ (10 pM) Binzel et al.,
inmaduro somatica directa (1996a)
14 | C. annuum L. Mitad de semillas Organogénesis MS + 3% sacarosa + KIN, BA, 2iP, ZEA, I1AA, NAA Binzel et al.,
directa (20, 20, 30,uM) (1996b)
15 | C. annuum L. Hoja cotiledonar Organogénesis MS + BA (8.88 uM) + IAA (2.85 uM) + AgNO3 (5.85 Hyde & Phillips
directa uM) + AG3(6 uM) (1996)
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16 .annuum L. Hipocoatilos Organogénesis MS sin reguladores de crecimiento al inicio, para Ramirez-Malagon
directa enraizar AIA (60 mg/l) & Ochoa-Alejo
(1996)
17 .annuum L. Cotiledon Organogénesis MS + BA (13, 35 uM) + AIA (3.4-5.9 uM)+ EBr (0.1 Franck-Duchenne
pUM) et al., (1998)
18 .annuum L. Cotileddn Organogénesis MS + BA (22.2-31 pM) + PAA (14.7 uM) + ANA (5.37 Husain et al.,
directa M) (1999)
19 .annuum L. Hoja primer, segundo y Embriogénesis MS + BA (12.9 uM) + 2,4-D (9 uM) Kintzios et al.
tercer nivel. somatica indirecta (2000)
20 .annuum L. Embrién maduro y Embriogénesis MS + sacarosa 8% + BA (12.9 uM) + 2,4-D (9 uM) + Kintzios et al.
diferentes niveles de somatica indirecta tiamina 0.5 mg + diferentes vitaminas. (2001)
hojas
21 .annuum L. Embrion cigotico Organogénesis MS + BA (22.2 pM)+NAA (5.37 uMm) Arous et al.,
directa (2001)
22 .annuum L.  Plantulas y explantes de Organogénesis MS + TDZ (4.5-9 uM) Dabauza & Pena
semilla directa (2001)
23 .annuum L. Embrién maduro Embriogénesis MS + sacarosa (200 mM) + 2,4-D (0.40-0.45 pM) + Steinitz et al.
somatica indirecta centrophenoxine (1.15-1.30 uM) + carbén activado (2003)
(5.09)
24 .annuum L. Plantulas Organogénesis MS + TDZ (1.0-3.0 mg/L) Venkataiah et al.
(2003)
25 .annuum L. Semillas Organogénesis MS1.95 g/l MES + BA (17.74-44.38 uM) + AIA Kumar et al.
directa (1.44-4.57 uM) + AgNO3 (10 pM) (2005)
26 .annuum L.  Hoja cotiledonar y hojas Organogénesis Golegaonkar &
jovenes directa MS + BA (17.8, 26.6, and 35.5 pM), BA (4.4 uM) + Kantharajah
AGs (2.9 uM), AlA (2.9 uM). (2006)
27 .annuum L. Cotileddn Organogénesis Joshi & Kothari
directa MS + CuS04 (0-5 uM) + BA (22.2 uM) + acido fenil (2007)
acético PAA (14.7 uM), BA (13.3 uM) + AGs (0.58
puM), AIA (5.7 uM)
28 .annuum L. Embrion inmaduro Embriogénesis MS + sacarosa + 2 mg/L 2,4-D + agua de coco 10% Kaparakis &
directa Alderson, (2008)
29 .annuum L. Internodos Organogénesis MS + 2,4-D (10 uM) + BA (2.0 uM). BA (5.0 uM) + Khan et al. (2011)
indirecta TDZ (2.5 uM). AIB (1.0 uM).
30 .annuum L. Hojas Organogénesis MS + BA (6.66—44.38 pM), Kn (2.32 pM), AGs (5.20— Dafadar et al.
directa 13.00 pM), IAA (2.85-5.71 uM). (2012)
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Cuadro 3. Reporte de regeneracidn in vitro de Capsicum chinense Jaqc.

No. Especie Explante Via de regeneracion Medio de cultivo + reguladores de Referencia
crecimiento.
Capsicum Nudos y tallos Organogénesis directa MS + TDZ (3.4 uM) Santana-Buzzy et al.,
1 | chinense Jacq. (2005)
2 | C.chinense Jacq. Hoja cotiledonar, Embriogénesis MS + 2,4-D (9.05 uM), acido absicico Lépez-Puc et al.
embrién cigotigo, somatica directa (ABA) (1.89 uM), AGs (1.1 pMm). (2006)
hipocaotilo.
3 | C. chinense Jacq. Nodo, internodo, Embriogénesis MS + 2,4-D (9.05 uM). TDZ (3.4 pM) Zapata-Castillo et al.
hipocétilo, semillas. somatica directa (2007)
4 | C.chinense Jacq. Segmentos de Embriogénesis MS+ ANA (8.9 uM) + AIA (11.4 uM) + BA Solis-Ramos et al.
embriones maduros somatica indirecta (8.9 um) (2010)
5 | C.chinense Jacq. Hojas cotiledonares Organognesis MS + TDZ (18.16 pM), AIA (5.70 uM), Kehie et al. (2012)
indirecta putrescina (Put) (5.6 uM), TDZ (4.54 uM).
6 | C.chinense Jacq. Hoja cotiledonar Organogenesis MS + BA (35 uM) + KIN (15 uM). BA Gogoi et al. (2014)
(14.8 M) + KIN (60 puM), AIB (5 uM).
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2.3 TRANSFORMACION GENETICA

En el &rea de biotecnologia, la transformacion genética se define como el proceso de
insercion de DNA de un cierto organismo al interior de células receptoras, conduciendo a
cambios de ciertos rasgos o caracteristicas permanentes en el genoma de la célula blanco
y en su descendencia, esta nueva informacion puede provenir de especies diferentes o de
la misma especie (do Régo et al., 2016; Hull et al., 2009).

2.3.1 Plasmido:

En la ingenieria genética hacen uso de construcciones de pldsmidos para llevar a cabo
transformaciones, los cuales estdn conformados por diferentes secuencias de genes y/o
marcadores moleculares los cuales son: promotores, secuencia de inicio y termino, genes
de interés, genes de resistencia/seleccion, genes reporteros (Figura 2) (Hull et al., 2009;
Pua & Davey, 2007).

Marcador Marcador
de seleccion de seleccién
en bacteria en plantas

Elementos de
replicacion
del plasmido

[>> Promotor
X Secuencia de terminacion

= T-DNA bordes izquierdo y derecho

Figura 2. Construccion tipica de un pldsmido para la transformacion en
plantas. El recuadro muestra genes (GOI= gen de interés) y secuencia
necesaria para su expresion. Las flechas abiertas indican promotores, las
flechas dobles cerradas, indican terminacion de la secuencia. En el caso de
trasformacion por medio de Agrobacterium, los bordes derecho e izquierdo
de T-DNA son necesarios; para biobalistica estos no son necesarios.
Modificado de Hull et al. (2009)

Promotores de expresion.

Al llevar a cabo insercion de genes dentro de células, estos van a ser regulados por
promotores, los cuales van a dirigir su expresion, asi como también su posicion dentro del
genoma. Las secuencias de los promotores nos permiten regular los niveles y patrones de
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expresion transgénica. Hay dos grandes categorias de promotores; Promotores
constitutivos y promotores que se expresan en tejidos especificos (Pua & Davey, 2007):

Los promotores constitutivos dirigen la expresion de genes insertados en las plantas, la
expresion se da en todos los tejidos y en todos los estadios de desarrollo de la planta
aungue puede variar la expresion entre tejidos de diferentes érganos y estadios de
desarrollo. Algunos ejemplos de promotores de este tipo son: el promotor del virus del
mosaico de la coliflor 35S (CaMV 35S), el promotor de la actina del arroz (Act 1), promotor
de ubiquitina del maiz (Ubi 1), promotor del alcohol deshidrogenasa del maiz (Adh 1).

Los promotores de expresion especifica dirigen la expresion espacial y temporal de los
transgenes en ciertos tejidos de la planta y en diferentes estadios de la planta. EI promotor
mas estudiado en monocotiledéneas es fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC), que dirige
la expresion del color verde en tejidos. También hay promotores inducible por lesion,
promotores que son especificos de raiz, promotores especificos de endospermos,
promotores especificos de granos de polen y promotores inducibles por estrés.

Marcadores de seleccion.

Una vez llevada a cabo la transformacion de células vegetales por diversos métodos, ya
sea por Agrobacterium tumefaciens o por biobalistica, es necesario llevar a cabo una
seleccion de células transformadas. Las células transformadas van a ser seleccionadas por
medio de resistencia a antibiéticos o herbicidas, la cual es conferida por el plasmido
insertado.

Los genes mas utilizados para que las células transformadas presenten resistencia a
antibiéticos son los siguientes (Hull et al., 2009):

e Gen nptll confiere resistencia a kamamicina 0 neomicina.

o Gen aphlV confiere resistencia a higromicina.

¢ Gen bla confiere resistencia a ampicilina.

e Gen aad confiere resistencia a estreptomicina y a espectomicina.

La transformacion genética en células vegetales también se hace uso de genes que
confieren resistencia a herbicidas. Algunos de los genes mas utilizados en cultivos son los
genes bar y pat, que le confieren a las células transformadas resistencia al herbicida
glufosinato de amonio también llamado L-fosfinotricina (L-Ft) y comercialmente conocido
como Basta® (Pua & Davey, 2007). Estos genes (bar y pat) son muy similares con una
compatibilidad de secuencia entre nucleétidos del 87%, ambos codifican a la enzima
fosfinotricina-N-acetil-transferasa (PAT) de 183 aminoacidos con 83% de parecido en la
secuencia de aminodcidos, su peso es aproximadamente es de 22kDa. Estos genes
producen la enzima que tienen la misma actividad bioquimica y afinidad al mismo sustrato
(Carbonari et al., 2016).
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La L-fosfinotricina es un herbicida de amplio espectro, que actia como un inhibidor
competitivo de la glutamina sintetasa, la cual es una enzima central en el metabolismo del
nitrdgeno en plantas (Droge et al., 1992). La glutamina sintasa (GS) es una enzima que
cataliza la reaccion de L-glutamato a L- glutamina por medio de la asimilacion del amonio
en el citoplasma y en los plastidios, pero predominantemente en los cloroplastos (Tan et
al., 2006).

La forma de accion de la L-fosfinotricina se da por la competencia del sitio de unién a la
enzima GS, lo que trae como consecuencia la deficiencia en la conversion de L-glutamato
a L- glutamina, causando un alto nivel de acumulacién de amonio que resulta toxico para
las plantas (Hoerlein, 1994). La inhibicion de la enzima GS y la acumulacién de amonio
acarrea problemas secundarios como son: la inhibicién de la enzima ribulosa 1,5- bisfosfato
carboxilasa / oxigenasa (RUBISCO), también interfiere en el flujo de electrones de los
fotosistemas teniendo afectacién en la fotosintesis (Carbonari et al., 2016).

La sobre expresion de la enzima PAT en células transformadas en un medio con presencia
de Basta®, puede rapidamente convertir el agente de seleccién en un metabolito no toxico
llamado N-acetil-L-glufosinate (NAG / L-ac-Ft) esto por medio de la acetilacion del
glufosinato, como consecuencia no se va a inhibir la accion de la enzima GS (Figura 3) (Tan
et al., 2006).

CH; CH;
HO-P=0 HO-P=0
<|3H2 Acetil- CoA HSCoA CHp
(l'.‘H2 e énz
n-é—rmz PAT H-C-NH-CO-CHj
COOH éoou
L-Ft L-ac-Ft

Figura 3. Reaccion enzimatica en donde L-fosfinotricina se acetila

por medio de la enzima PAT dando a la sintesis de L-ac-Ft.

Genes reporteros.

Los genes reporteros son de importancia en algunas areas de la investigacion de la
Biologia, ya que con ellos podemos llevar a cabo mediciones cualitativas y cuantitativas.
Los genes reporteros son de utilidad para estudiar la actividad de transcripcion de genes
tanto en condiciones in vivo e in vitro, estudiar el comportamiento de algunos linajes
celulares y visualizar la eficiencia de los diferentes formas de transformacion genética en
las células (Anson, 2007).
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Los marcadores mas utilizados son los genes que codifican para proteinas fluorescentes,
genes que codifican para la proteina luciferasa y genes de bacterias como el LacZ
proveniente de E. coli, estos marcadores da ventajas para hacer analisis histoldgico.

Las proteinas de florescencia son un marcador que permite monitorear la expresion activa
de genes, visualizar proteinas intracelularmente y en la ingenieria genética son usadas
como un biosensor para monitorear la dinamica de proteinas de interés (Sample et al.,
2009).

Las proteinas fluorescentes estan constituidas por alrededor de 230 aminoacidos los cuales
se pliegan de forma rigida, en 11 hebras alineadas y en forma beta (Nienhaus & Nienhaus,
2014). Estas tienen una gama amplia de colores las cuales pueden ser observadas el
espectro visible y ultravioleta (Sahoo, 2012). Las proteinas fluorescentes son divididas en
siete espectros las cuales estan agrupadas en su espectro maximo de emisién, estas son:
azul (BFPs; 440-470 nm), azul claro (CFPs; 471-500 nm), verde (GFPs; 501-520 nm),
amarillo (YFPs; 521-550 nm), naranja (OFPs; 551-575 nm), rojo (RFPs: 576—610 nm), rojo
obscuro (FRFPs; 611-660 nm) (Sample et al., 2009).

La microscopia electrénica es una herramienta Util para visualizar proteinas fluorescentes,
permitiendo observar en tiempo y espacio procesos biolégicos a nivel celular y hasta
molecular. La visualizacién de la fluorescencia es posible ya que el microscopio emite
fluorescencia en el tejido blanco en diferentes planos para asi colectar datos y generar una
imagen (Nienhaus & Nienhaus, 2014).

2.3.1 Métodos de transformacién genética en plantas.

La transformacion genética de células vegetales se puede llevar a cabo de manera directa
o indirecta. Las forma de transformacién genética indirecta mas usadas es por medio de
bacterias del genero Agrobacterium y de manera directa es por medio de biobalistica.

Agrobacterium tumefaciens

La transformacién genética que se realiza de manera directa se hace por medio de bacterias
(principalmente por Agrobacterium tumefaciens), la cual tiene un plasmido llamado T-DNA,
este plasmido le confiere a la bacteria la capacidad de infectar células vegetales y
provocarles tumores. El proceso de transformacion requiere de érganos vegetales dafados
los cuales producen precursores para regenerar las paredes celulares de la planta, los
precursores son censados por la bacteria e inducen la sintesis de proteinas de infeccion
(VirD2 y VirD2), las cuales forman un complejo para ser exportado junto con el gen de
interés hacia la célula vegetal, posteriormente este complejo se dirige hacia el nicleo para
asi integrarse al genoma de la planta (Ver figura 4.) (Crouzet & Hohn, 2002)

La transformacion genética por este método se da al azar, respecto al sitio de insercién
cromosomica, pero tiene la caracteristica que la insercion de genes se da en sitios donde
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la transcripcibn es activa. También otra caracteristica de las células que resultan
transformadas por este método es que el 50% de estas células solo tienen una copia en su
genoma de los transgenes insertados (Crouzet, P., & Hohn, 2002).

|11 ]
/ @ Célula vegetal / \
\ herida. h
> /NUcIeo \ >
W (L.d
! T-DNA # 2 .\
@ T-DNA T-complejo | 4 Integracién
/
-

3 \

" |
| \\
f procesamiento /Z_J)‘ I
>/

Inductores

) - fig Ny {

° —t -
i o -—d
> pTi % @ \ &_/
y . s \ =
Region de VirE2 Exportacion Introduccién D /
induccion de del ADN del ADN

virulencia

Célula
. vegetal

Agrobacterium

Figura 4. Transformacion genética de células vegetales por medio de
Agrobacterium spp. Imagen tomada y modificada de (Crouzet & Hohn, 2002).

Biobalistica

La biobalistica es un método de transformacion genética directa en donde se emplean
microproyectiles de tungsteno u oro, a las cuales se les afiade DNA de interés. Esta mezcla
se coloca en una camara, en su interior genera una presion producida por algin gas inerte
para asi poder acelerar a altas velocidades las particulas para conseguir que estas puedan
entrar a las células de interés (Kikkert, 2001; Sanford, 1988).

La transformaciéon mediada por biobalistica permite la transformacién de numerosos tipos
de tejidos vegetales, como lo son células en suspension, callo, tejidos meristematicos,
embriones inmaduros, protocormos y granos de polen (Southgate et al., 1995).

El éxito que se obtenga con la transformacién genética por medio de biobalistica depende
de los factores como: (1) tipo de microproyectil (tamafio y concentracion), (2) la adherencia
del DNA a los microproyectiles, (3) tipo de tejido, (4) distancia entre el microacarreador y el
tejido blanco, (5) presién y vacio en la camara de bombardeo, (6) construccion y
concentracion del plasmido (Southgate et al., 1995)

Se ha demostrado que la transformacion por medio de biobalistica ha resultados exitosa ya
gue se han obtenido plantas transgénicas como maiz, trigo, arroz, algodén, cafia de azucar,
arandano y especies como Arabidopsis thaliana. Estas plantas han sido seleccionadas por
medio de agentes selectivos como son antibiéticos y herbicidas (Klein & Fitzpatrick-
Mcelligott, 1993).
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2.3.3 Reportes de transformacion genética de Capsicum annuum L.y
Capsicum chinense Jaqgc.

La especies (Capsicum annuum L. y Capsicum chinense Jaqc) tienen reportes de
transformacion genética en su mayoria por medio de Agrobacetrium tumefaciens.

El primer reporte de transformacién genética de varias variedades de Capsicum annuum L.
lo llevé a cabo Liu et al. (1990) por medio de Agrobacetrium tumefaciens. En esta
investigacion se menciona que se transformaron hojas jévenes y cotiledonares, se utilizo
un plasmido conteniendo un promotor constitutivo (CaMV 35S), un gen de seleccién que
conferia resistencia Kanamicina y un gen reportero (GUS).

En el cuadro 4 se enlistan las investigaciones que se han hecho para la transformacion de
los chiles (Capsicum annuum L. y Capsicum chinense Jaqc), la mayoria de los reportes
menciona que las transformaciones se ha realizado con plasmidos con promotor
constitutivo (CaMV 35S), gen (nptll) que confiere resistencia a kanamicina y gen (GUS)
gue produce la enzima beta-glucoronidasa.

Investigaciones recientes reportan transformaciéon genética en Capsicum annuum L., por
medio de Agrobacterium tumefaciens, en donde se insertaron genes de interés (BABY
BOOM) los cuales estan implicados en la embriogénesis somética (Heidmann et al. 2011)

En Capsicum chinense Jagc., sélo hay dos reportes de transformacion y se realizé por
medio de Agrobacterium tumefaciens (Arcos-Ortega et al. 2010; Solis-Ramos et al. 2009).
Estas investigaciones son las primeras que reportan el uso de genes reporteros como lo
son las proteinas fluorescentes.
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Cuadro 4. Reporte de transformacién por medio de diferentes cepas de Agrobacterium spp., en Capsicum (C. annuum L. y C. chinense Jaqc.)

No. Especie/ variedad Cepade Plasmido Promotor Marcador de Genes reporteros / Tejido Referencia
Agrobacterium seleccion/ Gen de interés transformado
resistencia
1 Capsicum annuum
L. A281, C58 pCV 3850 CaMV 35S nptll / kanamicina  GUS (beta - Hojas jovenes, Liu et al.
Early California, (GV3850) glucuronidasa) hojas (1990)
Wonder, NVH3051, cotiledonares
Jupiter, Liberty, Bell,
Silvestre Guatemala
2 C.annuum L. LBA 4404 p5T35 AD CaMV 35S surB/ GUS / Acetolactato
chlorsulfuron (ASL) Engler et al.
Cotiledon (1993)
LBA4404 pSLJ 1911 CaMV 35S nptll / kanamicina GUS
(eLBA)
3 C.annuum L. Lee et al.
- Golden tower LBA 4404 pROK1/105 CaMV 35S nptll / kanamicina  (CMV l17 N-Satellite Cotiledon (1993)
RNA)
3 C. annuum var.
grossum GV 3llI-SE pHCM40 CaMV 35S nptll / kanamicina CMV-CP Hojas jovenes Zhu et al.
(1996)
- Zhong Hua No 2
4 C.annuum L.
- Pusa jwala EHA 105 pBl 121 CaMV 35S  nptll / kanamicina GUS Hojas Manoharan et
cotiledonares al. (1998)
5 C.annuum L.
- New Mexico A. rizogénesis p35S CaMV 35S GUS Hipocotilo Jayashankar
K 599 et al. (1997)
6 C.annuum L.
- Golden tower LBA4404 pGA1209 CaMV 35S  nptll / kanamicina OsMADS1 Hipocotilo Kim et al.
(2001)
7
C. annuum L. LBA4404 pWTT2132 CaMV 35S surB/ CaCell Tejido Harpster et al.
- Nockkwang chlorsulfuron embriogénico / (2002)
cotiledones
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C.annuum L.

- Golden tower LBA4404 pMBP2 CaMV 35S  nptll / kanamicina CMV-CP, ToMV-CP Cotiledone, Shin et al.
Hipocotilo (2002a)
9 C.annuum L.
- Nockkwang pMBP2 CaMV 35S nptll / kanamicina Tsi Cotiledon , Shin et al.
Hipocotilo (2002b)
10 C.annuum L.
- F1 Xiangyan 10 LBA4404 pBl121 CaMV 35S  nptll / kanamicina GUS Cotileddn Li etal.
- Zhongjiao (2003)
-Zhongjiao 5
- Zhongjiao 6
11 C.annuum L.
P915, P4090, P410, EHA 105 pCAMBIA CaMV 35S  nptll / kanamicina TMV-CP, PPI1 Cotiledon Lee et al.
P101 2300 Hipocotilo (2004)
LBA4404
12 C.annuum L.
P915, P2377, Ph EHA 105 pCAMBIA CaMV 35S  nptll / kanamicina CMVPO-CP Cotiledon Lee et al.
240 (2009)
13 C.annuum L.
- Hibridos F1: ; CaMV 35S Brassica napus Gen Cotiledones Heidmann et
Fiesta, Ferrari y SR PMPIO Ti BABY BOOM al. (2011)
! (BnBBM) / GUS
Spirit
14 Capsicum
chienese Jaqc. C58C1 pPER10W CaMV 35S Red Fluorencescent Embrién Solis-Ramos
Protein / cigoticos et al. (2009)
WUSCHEL Maduro
15 C. chienese Jagc.
LBA4404 pCAMBIA2301 CaMV 35S GUS Hoja maduras Arcos-Ortega
et al. (2010)
pCAMex CaMV 35S Green

Fluorencescent
Protein (GFP), GUS
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2.4 MODELOS BIOLOGICOS

Un modelo biolégico o sistema biol6gico es una especie de planta que permite llevar a cabo
estudios basicos para poder comprender diferentes procesos bioquimicos, metabdlicos y
moleculares que son desconocidos (Serino & Gusmaroli, 2011).

Los modelos biol6gicos son especies de plantas bien establecidas que ya han sido
aceptadas y otras que recientemente se proponen. Las especies nuevas que se proponen
para ser aceptadas como modelos biol6gicos deben de proporcionar informacién sobre
procesos que antes se desconocian (Mandoli & Olmstead, 2000).

En el afio de 1943 Laibach lleva a cabo varios experimentos y como resultado muestra
algunas caracteristicas de Arabidopsis thaliana como: tiempo corto entre generaciones,
facilidad para obtener cruzas especificas y posibilidad de llevar a cabo mutagénesis, por lo
gue se establecié como un modelo biolégico (Meyerowitz, 2001).

En afos recientes a Arabidopsis thaliana se le ha asignado otros atributos para ser
considerada como modelo bioldgico, entre ellos estd que es de un tamafio pequefio y
requiere un pequefo espacio para su crecimiento, tiempo corto de generaciones que
aumenta el ritmo de la investigacion, una progenie grande que facilita un andlisis genético,
su genoma es pequefio (125 Mb) que ademas ya se tiene secuenciado, numero pequefio
de cromosomas (n=5), es facil de llevar a cabo mutaciones especificas (Bahadur et al.,
2015).

Con el uso de la planta (Arabidopsis thaliana) se ha podido comprender procesos bioldgicos
como: (1) formacion de hojas, raices, granos de polen, 6vulos, semillas, frutos y hojas, (2)
induccién de la floracion, (3) percepcién, adaptacion a repuestas como fototropismo,
gravitropismo, fotoperiodo, ritmos circadianos, (4) modo de accién de hormonas vegetales,
(5) interaccion planta-patégeno, (6) resistencia a frio y heladas (Meyerowitz, 2001; Serino
& Gusmaroli, 2011).

2.4.1 Plantas como modelos biolégicos.

Se ha propuesto a varias especies para estudiar diferentes procesos biolégicos, entre ellas
esta: el tomate (Solanum lycopersicon.) el cual fue mutado para estudiar la pigmentacion y
forma de las hojas (Meissner et al.,, 1997), también se ha propuesto a Nicotiana alata
Link & Otto. para estudiar la incompatibilidad entre el grano de polen y el estigma (Cornish
et al., 1987), cabe destacar que la zanahoria (Dacus carota L.) ha sido propuesta como
modelo para estudiar la embriogénesis somética in vitro (Osuga et al., 1999).

2.4.2 Importancia de las pirofosfatasas.

Las pirofosfatasas (PPasas) son enzimas en las cuales se ha centrado la atencion, ya que
estas catalizan la hidrolisis del pirofosfato a fosforo inorganico (PPi < 2Pi). El pirofosfato
es utilizado en reacciones de fosforilacion de intermediarios de la glucolisis y
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gluconeogénesis en algunos microrganismos y en algunas rutas metabolicas de plantas,
por lo que estos estudios muestran que el pirofosfato es una molécula de alta energia y
puede utilizarse en lugar del ATP (Schulze et al., 2004).

Se ha clasificado a las pirofosfatasas en dos grupos: pirofosfatasas citosélicas y
pirofosfatasas de membrana. Las primeras hidrolizan el prirofosfato proveniente de rutas
metabdlicas como sintesis de polisacaridos, acidos nucleicos, urea, lipidos entre otros, con
la finalidad que estos productos se siguan sintetizando. Las pirofosfatasas asociadas a
membrana hidrolizan el pirofosfato y conservar energia que se vera reflejado en el
transporte de protones (H*) a través de la membrana (Garcia-Contreras & Romero, 2003).

Investigaciones han demostrado que las pirofosfatasas se expresan en condiciones de
estrés, tales como la deficiencia de nutrientes (Rea et al.,1992).

En Arabidopsis thaliana se tiene documentado que existen seis isoformas de pirofosfatasa
las cuales ya se han llevado a cabo estudios y donde se ha encontrado que la isoforma
AtPPasa-4 ha resultado con mayor actividad catalitica, por lo que se requiere establecer un
sistema en el que se inserte el gen de esta pirofosfatasa y asi poder estudiar los efectos de
esta en otros organismos tales como los chiles.

2.4.3 El chile como modelo biolégico

Las células del género Capsicum pueden ser utilizadas como modelo biolégico ya que tiene
caracteristicas sobresalientes en el ambito agronémico, fisioldgico, bioquimico y molecular
(Ochoa-Alejo & Ramirez-Malagon, 2001).

Las especies del género Capsicum tienen caracteristicas agrondmicas que se ha
descubierto recientemente como lo es la resistencia a virus y a algunos efectos ambientales
como la sequias y resistencia a patdgenos.

En el ambito bioquimico, los chiles tienen un metabolismo secundario diverso ya que
producen una variedad de compuestos de interés, los cuales no se sabe la ruta de
biosintesis de compuesto como lo son los capsiacinoides y capsianoides.

Al ser aceptado alguna de las especies de chiles como modelo bioldgico, nos ayudaria a

comprender procesos biol6gicos que podrian ser extrapolados a especies del mismo
género.
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Il OBJETIVOS.

3.1 Objetivo general.

Establecer un protocolo para la induccion, proliferacién, caracterizacion y transformacion
genética de callos de dos especies del género Capsicum (Capsicum annuum L. y C.
chinense Jaqc.).

3.2 Objetivos particulares.

o Establecer un método para la desinfeccién y establecimiento de semillas en
condiciones asépticas.

e Seleccionar un medio de cultivo y explante adecuado para la induccién y
proliferacién de callo.

e Realizar cinéticas de crecimiento de callo de las dos especies (Capsicum annuum
L.y C. chinense Jaqc.) en medio s6lido para monitorear su crecimiento.

e Realizar cinética de crecimiento de células en suspension de las dos especies
(Capsicum annuum L. y C. chinense Jaqc.).

¢ Realizar cinéticas de tolerancia a Basta® de las dos especies (Capsicum annuum
L.y C. chinense Jaqc.) en medio liquido y sélido.

e Establecer pardmetros de transformacion de callos de las dos especies (Capsicum

annuum L. y C. chinense Jaqc.) por medio de biobalistica.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Para el cumplimiento de los objetivos del presente trabajo, se siguio la ruta experimental
presentada en la figura 5.

RUTA
EXPERIMENTAL

| Desinfeccion de semillas |

v

Obtenciénde plantula en
condiciones asépticas

;

Induccion de callo a partir
de diferentes explantes

Proliferacion de callos

Cinéticas de crecimiento = o
A 4 Transformacion genética
y Cinética de tolerancia a

Bastam e nediscaids Establecimiento por medio de biobalistica
de células en
suspension

v

Cinética de crecimiento
y tolerancia a basta en
medio liquido

Figura 5. Ruta experimental para la obtencion y caracterizacion de
cultivos celulares de dos especies de chile.

4.1 Aspectos generales
4.1.1 Material biolégico.

Se utiliz6 como material bioldgico semillas de chile habanero (Capsicum chinense Jacq.)
proporcionadas por el CICY (Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan) y chile serrano
(Capsicum annuum L.) variedad tampiquefio.

4.2 Aspectos generales
4.2.1 Preparacion de medios de cultivo.

Todos los medios de cultivo se prepararon a partir de soluciones concentradas 100X (ver
anexo 1), del medio MS (Murashige y Skoog, 1962). Asi mismo se suplementaron con
sacarosa y vitaminas. El pH se ajusté a 5.7 utilizando NaOH 1 N o HCI 1N segun fuera el
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caso. La esterilizacién tuvo lugar en una autoclave vertical a 121°C y a una presién de 1.2
kg/cm? durante 18 minutos. Los diferentes de medios de cultivo que se utilizaron en cada
fase se presentan en el cuadro 5.

Cuadro 5. Medios de cultivo utilizados en diferentes fases del proyecto.
Componente Medio de germinacion | Medio MSC20 | Medio MSB5
Medio MS 100%
Vitaminas MS 100% | |
Sacarosa 309
Glicina 2mg
Acido giberélico. 2mg
2,4-D 2mg
Vitaminas B5 | 100%
Adenina 2 mg
Coctel 20 100% |
Caseina 200 mg
Prolina 2g |
PVP (polivinilpirrolidona) 19
Acido ascorbico 100 mg
Acido citrico 100 mg
Agar 89
Gelzan 3.3¢9
Condiciones de incubacion Fotoperiodo 18/6 h, 23°C + 2

4.2.2 Condiciones de incubacién y subcultivos

Todos los cultivos se mantuvieron en un cuarto con ambiente controlado, con fotoperiodo
de 16 horas luz / 8 horas de oscuridad y con una temperatura de 23°C + 2°C.

Todos los subcultivos se subcultivaron cada tres semanas a medio fresco segun la etapa
de crecimiento. Durante el subcultivo se eliminé todo el tejido oxidado. Se realizaron
evaluaciones periddicas de parametros durante cada fase del proyecto.

4.2.3 Método de desinfeccion / establecimiento de cultivos asépticos

Para la germinacion de semillas Capsicum chinense Jacq. y Capsicum annuum L. fueron
sometidas a un proceso de desinfeccidn y posteriormente se sembraron en un medio de
cultivo.

La desinfeccion se realiz6 bajo condiciones asépticas en una campana de flujo laminar y el
método de desinfeccion consistié en realizar un lavado con etanol al 70% durante un minuto,
posteriormente se llevaron a cabo tres enjuagues, las semillas se sumergieron en una
solucion de hipoclorito de sodio al 30% (v/v) + triton X-100 (3 gotas por cada 250 ml de
solucion) y se mantuvieron en agitacion constante durante 15 minutos, al finalizar este
ultimo paso se procedi6 a realizar tres enjuagues con agua desionizada estéril.

Pagina | 25



Una vez realizada la desinfeccién de semillas se procedié a colocar un lote directamente
en el medio de germinacién y otro lote se colocd en un matraz estéril con agua desionizada
estéril por un periodo de 24 horas. Transcurrido el tiempo de remojo, se procedié a colocar
las semillas en medio de cultivo para geminacién (ver cuadro 5) y se incubacién en
condiciones de 16 hrs luz/ 8 hrs obscuridad y 25 + 2 °C.

4.2.4 Cultivo de callos.

4.2.4.1 Seleccién del explante y medio de cultivo para la induccién del callo
La induccién de callo de ambas especies (C. annuum L. y C. chinese Jacq.) se hizo con
plantulas de 15-18 dias de geminadas. Se utilizaron como explantes: hipocétilo, cotiledén,
hoja primaria y apice (Figura 6).

En la induccion de callo se utilizaron dos medios de cultivo denominaron: medio MSB5 y
MSC20 (ver cuadro 5). Cabe destacar que el coctel 20 es una mezcla de aminoacidos que
se tienen en el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales de la Facultad de Quimica y que
estan en tramite de patente por lo cual no se puede mostrar las concentraciones de sus
componentes.

Durante la fase de induccién se evalud la oxidacion, la produccion de callo sobre la
superficie de los explantes y el tipo de callo obtenido, esto se realizd a las cuatro semanas
de haber comenzado la induccidn. Estas evaluaciones se realizaron para seleccionar el
mejor explante y el mejor medio de cultivo para la proliferaciéon de callo el cual se utiliz6 en
los ensayos siguientes.

> Hbja-
primaria

Hipocétilo

Figura 6. Plantulas con las dos primeras hojas verdaderas utilizadas para la induccién de callo.
(A) Capsicum annuum L. (B) Capsicum chinese Jacq.
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La oxidacion y la presencia de callo sobre los explantes se evaluaron de forma cuantitativa.
Esta evaluacién consistié en registrar la presencia de estos parametros en los explantes de
0-100%, siendo 0% la ausencia de oxidacion o de produccién de callo y 100% la oxidacién
total del explante o que el explante presentaba callo en toda su superficie. El porcentaje
(100%) de los pardmetros evaluados (oxidacién y presencia de callo) fue dividido en tres
categorias iguales; baja, media y alta.

Esta fase de induccion se llevdé a cabo durante tres semanas, posteriormente el callo
obtenido del mejor explante con una menor oxidacion y un alto porcentaje de callo
producido, paso a la etapa de proliferacion.

4.2.4.2 Proliferacion de callo, cinética de crecimiento y cinética de tolerancia a
Basta®.

Después de la fase de induccion, los callos presentes en los explantes se limpiaron
eliminando el tejido oxidado asi como el resto del tejido madre. Los callos se subcultivaron
pasandose al medio fresco para iniciar la etapa de proliferacion. La fase de proliferacion
celular tuvo lugar durante dos meses y medio realizandose subcultivos cada tres semanas.
En ambas especies (Capsicum annuum L. y Capsicum chinese Jacq.) se subcultivaron
hasta obtener alrededor de 30 gramos de callo para realizar las cinéticas de crecimiento y
tolerancia a Basta®.

Una vez obtenido el callo necesario de los diferentes explantes se seleccioné el callo en
base a la friable, coloracién y capacidad de proliferacién (abundancia). Al finalizar la
evaluacién se eligié el callo proveniente del hipocoétilo para realizar las cinéticas de
crecimiento, asi mismo el medio de cultivo que se seleccion6 fue MS adicionado con
vitaminas B5 (MSB5).

4.2.4.3 Cinética de crecimiento y tolerancia a Basta® en medios sdlidos

Para caracterizar el crecimiento y la resistencia a Basta® del callo de ambas especies, se
realizaron varios tratamientos con diferentes concentraciones del herbicida. Los
tratamientos consistieron en un control y tres concentraciones de Basta®: 2 mg, 4 mg y 8
mg. Se realizaron 5 repeticiones.

Al iniciar la cinética de crecimiento y tolerancia a Basta® para ambas especies, se peso6 1
gramo de callo, por repeticion para todos los tratamientos. Durante tres semanas se peso
cada tercer dia el callo de todos los tratamientos. Una vez terminada la cinética, se procedio
a elaborar los promedios y desviaciones estandar de cada tratamiento para asi generar
una grafica del crecimiento del callo durante las tres semanas de monitore6.
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4.2.5 Cultivo de células en suspension.
4.2.5.1 Cinética de crecimiento y tolerancia a Basta® en medio liquido.

Para realizar la cinética de crecimiento en medio liquido de ambas especies, se
establecieron los cultivos madre, para ello se utilizé callo proveniente del hipocotilo. En
matraces de 250 ml se pusieron 60 ml de medio liquido (MS B5.) y cada matraz se inocul6
con 6 gramos de callo.

Todos los matraces se colocaron en agitacion constante a 100 rpm y bajo condiciones de
fotoperiodo de 16 horas luz / 8 horas de oscuridad, durante 15 dias. Transcurridos el tiempo
se procedi6 a obtener las suspensiones celulares, para ello los cultivos madre se pasaron
por un disgregador celular con la finalidad de quitar todos los agregados celulares. Una vez
obtenidas las suspension de celulas homogéneas se midio el volumen y se agregé la misma
cantidad de medio de cultivo fresco. La suspension celular se repartié en 4 matraces y se
dejaron en agitacién constante de 100 rpm y bajo condiciones de fotoperiodo.

Transcurrido los 15 dias se procedié a colocar medio de cultivo nuevo a los 4 matraces y
se prepararon los diferentes tratamientos para asi iniciar la cinética de crecimiento y
resistencia a Basta®. La cinética de crecimiento y la resistencia a Basta® se llevé a cabo
en matraces de 50 ml conteniendo 15 ml de suspension celular. Se probaron diferentes
concentraciones de Basta®; 2, 4 y 8 mg.I" y su respectivo control que fue sin herbicida.

Se tomaron muestras de 1 ml de células en suspensién, cada muestra se coloc6 en tubos
Eppendorf de 1.5 ml habiéndose registrado previamente su peso y la cual fue centrifugada
a 1300 rpm y una vez precipitadas las células se procedio a quitarle el sobrenadante. Una
vez que los tubos Eppendorf tenian las células ya sin medio liquido fueron pesadas en
balanza analitica, para asi determinar el peso fresco de las células por diferencia de peso.
Para determinar el peso seco, los tubos eppendorf se dejaron secar en un cuarto de
ambiente controlado a una temperatura de 23 + 2°C hasta alcanzar un peso constante. La
toma de muestra se realiz6 cada tercer dia durante tres semanas, y se realizaron tres
repeticiones por tratamiento.

Al término de las cinéticas de crecimiento y de tolerancia a Basta® se procedio a realizar
los promedios y desviaciones estandar de cada tratamiento, para asi generar una grafica
de dispersion en Excel 2010. También se realizé analisis de varianza (ANOVA) de un factor
para observar si habia diferencia significativa entre las medias de los tratamientos. Una vez
realizada la ANOVA se procedi6 a realizar la prueba de Tukey.
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4.2.6 Transformacion genética.
4.2.6.1 Ensayos de transformacion por medio de Biobalistica.

La transformacion genética por medio de biobalistica se llevd a cabo en callos de ambas
especies. Para dicho proceso se hizo uso de una cAmara de alta presion de Bio-Rad modelo
PDS-1000.

Los callos para poder ser transformados, tuvieron que ser subcultivados ocho dias antes.
Un dia antes del bombardeo se coloc6 una monocapa de callo en forma circular de
aproximadamente 1 cm en el centro de cajas Petri. Cabe destacar que el medio de cultivo
en el que fue colocado el callo para la transformacion se le aumento 0.3 gramos de agar.

Basados en el trabajo realizado por Maliga (2014) donde presenta protocolos de
transformacién genética de algunas especies pertenecientes a la familia Solanaceae, se
seleccionaron los mas adecuados para llevar a cabo la transformacion de callo de las
especies de Capsicum. Los parametros que se evaluaron para la trasformacién por medio
de biobalistica fueron los que se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de transformacion genética por medio de biobalistica para Capsicum
annuum L. y Capsicum chinense Jagc.

Tratamientos

T1 T2 T3 T4
Presion 1,100 psi 1,100 Psi 1,100 psi 1,100 psi
Numero de disparos 1 2 1 2
Distancia Macrocarrier-Disco
de ruptura 3cm 3cm 3cm 3cm
Distancia Macrocarrier-Callo 12 cm 12 cm 12 cm 12 cm
Tamafio de bala de tungsteno 5M (4 um) 5M (4 um) 10M (7 um) | 10M (7 um)

Para cada uno de los tratamientos de transformacién genética se llevaron a cabo tres
controles negativos y seis replicas que contenian el plasmido de interés. El control negativo
s6lo se bombarde6é con los micro proyectiles (sin plasmido). Los tratamientos de
transformacion genética se utilizaron microproyectiles a los cuales se les afiadi6 el plasmido
de interés como se muestra en el anexo |l.

Se utilizé el plasmidos de la serie pEarlyGen 100 (ver anexo lll), el cual fue clonado por
recombinacion con la pirofosfatasa 4 (PPasa-4) de Arabidopsis thaliana. La clonacion del
plasmido se realiz6 en el laboratorio 115 del Departamento de Bioquimica, Facultad de
Quimica, UNAM. El plasmido en su construccion tiene resistencia a Basta®, gen reportero
que sintetiza proteina fluorescente (amarillo) en las células transformadas y gen el que
sintetiza proteinas de interés.
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Una vez llevada a cabo la transformacién por biobalistica, se procedié al quinto dia a
observar las células transformadas bajo el microscopio confocal para detectar la
fluorescencia que emiten las proteinas reporteras en callos. Una vez detectadas la
fluorescencia en las células transformadas se procedié a colocarlas en medio de seleccion.
El medio de selecciébn de células transformadas es el que denominamos medio de

proliferacion, al cual se le afiadié 2 mg de Basta®.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
Establecimiento de plantulas en condiciones asépticas.

El método de desinfeccion es un paso importante para el establecimiento cultivos in vitro,
ya que si se presenta contaminacion no se podra seguir con las siguientes fases. En este
caso la desinfeccion de semillas resulté adecuada, ya que no se present6 algun tipo de
contaminacion, ya sea por hongos o bacterias.

El establecimiento de semillas en condiciones in vitro se logré por medio del uso de agentes
quimicos como lo fue el alcohol, hipoclorito de sodio y trito X-100. Ramos-Rodriguez (2006)
menciona que el etanol actia sobre las semillas de forma que desorganiza las capas de
lipidos y proteinas que componen a las membranas, produciéndose un efecto de
permeabilidad y por lo que con esto se permitira la accién de otros agentes desinfectantes,
ademas que inhibe la accién de varios microorganismos, pero no su eliminacion total del
material vegetal.

El triton X-100 un detergente (www.cientificasenna.com) también es utilizado para la
desinfeccion de material vegetal, el cual actia rompiendo los conglomerados de proteinas
gue al igual que el etanol promueve la permeabilidad de las membranas de microrganismos
a eliminar.

Agramonte (et al., 1993) menciona que para incrementar la eficiencia de la desinfeccion en
el cultivo de tejidos vegetales se debe de hacer uso de hipoclorito de sodio, en donde su
mecanismo de accion es oxidar e hidrolizar proteinas, como consecuencia es liberando el
ion cloro y acido hipocloroso, como consecuencia final se da la deshidratacion de células
y/o microorganismo como bacterias y hongos.

Una vez establecidas las semillas en condiciones asépticas, se van a obtener plantulas las
cuales van a crecer libres de patégenos.

Una de las fases que tiene la semilla en su ciclo de vida es la germinacién. En la gréafica 1
muestra el porcentaje de plantulas obtenidas a partir de semillas que no se sometieron a
remojo y con remojo durante 24 horas. En el caso de las semillas de Capsicum annuum L.
gue no fueron remojadas en agua hubo una baja tasa de produccién de plantulas a los 18
dias de haber colocado las semillas en el medio de germinacién, en cambio las semillas
sometidas a un tratamiento de remojo de 24 horas se logré obtener una alta tase de
plantulas con hojas verdaderas a los 18 dias de haberlas sembrado en el medio de
germinacion (Figura 7). El tratamiento sin remojo de semillas dio una obtencion de plantulas
con hojas verdaderas del 30%, en cambio el tratamiento con remojo se obtuvo 97% de
plantulas con hojas verdaderas. La alta tasa de plantulas obtenidas a partir de semillas que
fueron sometidas a remojo en agua, resulto favorable.
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Grafica 1. Porcentaje de plantulas obtenidas de Capsicum annuum L., con
hojas verdaderas los 18 dias de haber colocado las semillas en medio de
germinacion. Se llevo a cabo dos pretratamientos para la germinacion.

Figura 7. (A) Plantulas de Capsicum annuum L. con hojas verdaderas a 18
dias de haber colocado las semillas en el medio de germinacién. (B) Plantulas
de Capsicum chinense Jagc. con hojas verdaderas a 25 dias de haber
colocado las semillas en medio de germinacion.

La obtencién de plantulas de Capsicum chinese Jacqg. fue baja, aun con el remojo de
semillas durante 24 horas. En la gréfica 2 se muestra el porcentaje de plantulas obtenidas
con hojas verdaderas a partir de semillas que fueron sometidas a remojo en agua y semillas
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que fueron sometidas a remojo en agua. Las semillas que no se remojaron produjeron
plantulas con hojas verdaderas a los 25 dias, con un tasa del 12%, se dej6 transcurrir diez
dias mas para monitorear el aumento del porcentaje de plantulas, lo cual resulté en un
aumento del 5% (Figura 7). De las semillas que se remojaron durante 24 horas se
obtuvieron plantulas con hojas verdaderas transcurrido veinticinco dias de haber colocado
las semillas en medio de cultivo de geminacion, con una tasa del 37.7 % de plantulas, las
semillas que no geminaron se dejaron in vitro y pasando diez dias mas se obtuvo un
aumento en la obtencién plantulas con un porcentaje de 36.66% respecto a las semillas
inicialmente colocadas.

La produccién de plantulas con hojas verdaderas resulté mayor y en un periodo mas corto
de tiempo en Capsicum annuum L. que en Capsicum chinense Jaqc.

Plantulas de Capsicum chinense Jaqc.
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Grafica 2. Porcentaje de plantulas obtenidas de Capsicum chinense
Jaqc., con hojas verdaderas a los 25 y 35 dias de haber colocado las
semillas en medio de germinacion.

Nonogaki (2008) menciona que la geminacién de las semillas tiene tres fases, la primera
fase comienza con la absorcién de agua, con lo cual comienzan algunos procesos como lo
es la respiracion y el inicio de sintesis de nuevos mRNA. La segunda fase de geminacién
la sintesis de mRNA se sigue dando asi como sintesis de hormonas, también el
endospermo comienza a degradarse y comienza la fase la ruptura de la testa. En la tercera
fase de germinacion la radicula comienza a emerger y las reservas de energia (como son:

proteinas, carbohidratos, lipidos) son hidrolizadas para estar disponibles para el embrion
gue formara a la plantula.

Como lo menciona Nonogaki (2008) es importante que las semillas se pongan en contacto
con agua para promover la germinacion. El remojo de las semillas en agua de Capsicum
annuum L. es esencial para la obtencién de plantulas bajo condiciones in vitro, ya que el
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porcentaje de plantulas es mayor que el tratamiento de semillas que no fueron sometidas a
remojo.

En el caso de Capsicum chinense Jaqc. se obtuvo una baja produccion de plantulas. Este
problema puede estar asociado a que en la primer fase de germinacién las semillas pueden
tener un efecto negativo al estar en contacto con agua, por lo que se sintetizan proteinas
que inhiben la accién de procesos fisiolégicos y por lo cual esta accion es utilizada como
una medida de defensa contra microorganismos invasores (Nonogaki 2008). También la
inhibicion de la germinacion esta asociada a que las reservas de energia no se hidrolizan
debido a que no se producen las enzimas necesarias para el proceso, o también ocurre que
las reservas de energia no son las necesarias para alimentar al embrién. La propuesta para
geminar semillas de Capsicum chinense Jaqc. es que se realicen pruebas para determinar
la viabilidad de las semillas y/o utilizar otros métodos para aumentar la geminacién de estas.

Induccién de callo a partir de diferentes explantes

En el cultivo de tejidos vegetales al iniciar la induccion de callo a partir de explantes los
cuales se cortan, algunas veces se presentan estrés oxidativo por lo cual se producen
especies reactivas de oxigeno (ion superoxido, peroxido de hidrogeno, peroxilo, y radicales
alcoxi) las cuales al estarse sintetizando constantemente en las células producen muerte
celular. El estrés oxidativo también esté relacionado con los componentes del medio de
cultivo como son la concentracién de los macro y micro nutrientes, vitaminas y aminoacidos
(Cassells & Curry, 2001; Gupta & Datta, 2003). Los aminoacidos algunas veces son
esenciales para la produccion o proliferacién de callo segin lo menciona George et al.,
2008.

Segun varios autores como Buyukalaca & Mavituna, (1996); Kaparakis & Alderson, (2008);
Lopez-Puc et al., (2006); Zapata-Castillo et al., (2007) reportan la formacién de callo en el
en diferentes especies del género Capsicum en presencia del medio de cultivo MS,
adicionado con reguladores de crecimiento como lo es el 2,4-D, En este trabajo también se
logré la induccion del callo en medio MS.

La induccién de callo en medio MS suplementado con vitaminas B5 y C20 se evalu6 al
transcurrir tres semanas de iniciado este proceso, por lo que se evalu6 el porcentaje de
oxidacion y produccién de callo para ambas especies (Capsicum annuum L. y Capsicum
chinese Jacq.). Esta evaluacién tuvo como objetivo seleccionar el medio de cultivo y el
explante que presentaba menor oxidacion y un porcentaje mayor de callo en la superficie.

En la tabla 2 se muestran el tipo y numero de explantes evaluados, para monitorear la
oxidacion y produccion de callo para las dos especies de Capsicum.
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En la grafica 3 se muestra la evaluacién de la oxidacién de explantes de Capsicum annuum
L. en los dos medios de cultivo. Los resultados muestran que los explantes utilizados
presentaron una oxidacion baja en el medio de cultivo MSB5, siendo el apice y la hoja
primaria los que presentan el 100% de los explantes con oxidacion baja y en el medio
MSC20 la mayoria de los explantes presentan una oxidacion media, excepto para hoja
primaria que presento una 100% de los explantes con oxidacion baja.

Tabla 2. Tipo y numero de explantes evaluados para la oxidacion de dos especies de
Capsicum en dos diferentes medios de cultivo. MS+vit. B5 y en medio MS+C20.
Capsicum annuum L. Capsicum chinense Jacq.
Total de explantes Explantes evaluados
. evaluados .
Tipo de : : Tipo de : :
explante Medio Medio explante Medio Medio
MSB5 MSC20 MSB5 MSC20
Apice 15 15 Apice 15 15
Hoja primaria 15 15 Hoja primaria 30 30
. Hojas
_Hojas 30 30 _ 30 30
cotiledonares cotiledonares
Hipocoatilo 40 40 Hipocotilo 30 30

Oxidacion de explantes en medios (MSB5 y MSC20)
(Capsicum annuum L.)
100
80
60
40
20 I I
0
B5 baja C20 baja B5 media C20 media B5alta C20 alta

Respuesta
= Apice Hoja primaria Hoja cotiledonar Hipocétilo

Porcentaje de explantes (%)

Grafica 3. Porcentaje de explantes de Capsicum annuum L., que
presentaron diferentes niveles de oxidaciéon en dos diferentes medios de
cultivo (MSB5 v MSC20)

En la gréfica 4 se muestra la evaluacion de la oxidacion de diferentes explantes de
Capsicum chinense Jaqc. en dos diferentes medios de cultivo. EI medio de cultivo en el que
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los explantes presentaron una menor oxidacion fue en el medio MSB5, siendo el apice, hoja
cotiledonar e hipocétilo los explantes que presentaron una respuesta igual o superior al 80%
de oxidacion baja. En el medio MSC20, el explante que presento una respuesta del 80% a
la oxidacién baja, fue la hoja primaria.

Oxidacioén de explantes en medios (B5 y C20)
(Capsicum chinense Jagc.)

=
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Grafica 4. Porcentaje de explantes de Capsicum chinense Jaqc., que
presentaron diferentes niveles de oxidacion en dos diferentes medios de
cultivo (MSB5 y MSC20).

Los resultados muestran que el medio MSB5 result6 favorable por presentar baja oxidacion
de tejidos de ambas especies del género Capsicum, esto pudo estar influido por la adicién
de compuestos antioxidantes como el acido citrico y el &cido ascorbico. El acido ascérbico
y citrico ha sido utilizado en Solanum tuberosum a concentraciones de 50 mg/l, o que
resulta favorable para la produccion de callo. En el caso del acido ascérbico es un
compuesto que inhibe la accién de las quinonas que son producidas por la enzima polifenol
oxidasa, las quinonas producen efecto en las células como el crecimiento lento y el
necrosamiento (Elmore et al., 1990).

En el caso del medio MSC20 que contenia una mezcla de vitaminas, aminoacido y urea, la
oxidacién en los explantes fue alta, por lo que se sugiere que se aumente la concentracion
de acido ascorbico y acido citrico. En trabajos de Capsicum chinense Jagc. se ha utilizado
el nitrato de plata (AgNOs) para disminuir la produccion de etileno y por consecuencia
disminuir la oxidacién en los explantes y mejorar su respuesta, por lo que se sugiere utilizar
este compuesto para mejorar la produccion de callo. También la oxidacion puede estar
relacionada con la baja cantidad de micronutrientes en el medio de cultivo, ya que estos
estan asociados en reacciones de 6xido-reduccion, Joshi & Kothari (2007) aumentaron la
cantidad de sulfato de cobre (CuSOs) para mejorar la respuesta de organogénesis.
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Evaluacién de la produccion de callo de diferentes explantes.

Se procedi6 a monitorear la produccion de callo en la superficie de los explantes para
ambas especies, esto se realizé con la finalidad de elegir el explante que presenté una
mayor cantidad de callo a las cuatro semanas de haber iniciado la induccién.

En la grafica 5 se muestra la respuesta a la produccién de callo de diferentes explantes de
Capsicum annuum L. en dos medios de cultivo MSB5 y MSC20. El medio de cultivo que
resulto mejor para la produccién de callo fue MSB5, ya que los explantes presentaron en
Su mayoria una respuesta media y alta a la produccion de callo, en este medio el apice
mostro una respuesta del 100% del total de los explantes para la produccién alta de callo,
pero cabe destacar que el numero de apices utilizados fueron 15. La mayoria de los
explantes que se colocaron en medio MSC20 dieron como resultado una produccién baja
de callo, esto podria deberse a que la oxidacion de los explantes no permite que se
produzca callo en los explantes.

Produccion de callo por cada explante
(Capsicum annuum L.)
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Grafica 5. Porcentaje de explantes de Capsicum annuum L., que
presentaron callo en dos diferentes medios de cultivo (MSB5 y MSC20).

En el caso de Capsicum chinense Jaqgc. la produccién de callo se muestra en la grafica 6,
en donde resulto favorable el medio MSB5, ya que la mayoria de los explantes presentaron
una respuesta media y alta a la produccion de callo, el hipocétilo fue el que presento una
respuesta mayor comparado con los otros explantes, la cual fue de 46% del total de los
explantes para la produccion alta de callo. En cambio en el medio MSC20 los explantes
presentaron respuesta baja y media para la produccién de callo.
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Produccion de callo de explantes en medios B5 y C20

(Capsicum chinense Jaqgc.)
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Grafica 6. Porcentaje de explantes de Capsicum chinense Jaqc., que presentaron callo en
dos diferentes medios de cultivo (MSB5 y MSC20).
Una vez realizada la evaluacién de oxidacion y la produccién de callo de los diferentes
explantes se procedi6 a evaluar el tipo de callo obtenido. El cuadro 6 muestra el tipo de
callo obtenido a partir de explantes tales como el apice, hoja primaria, hoja cotiledonar e
hipocétilo.

Los resultados muestran para Capsicum annuum L. que el medio de cultivo MSB5 los
explantes producen un callo friable, excepto para la hoja cotiledonar, ya que este explante
produce callo friable-compacto. El &pice y el hipocotilo son los explantes que s6lo producen
callo friable en el medio MSC20 y la hoja primaria y la hoja cotiledonar producen un callo
friable-compacto.

En el caso de Capsicum chinense Jaqgc. los cuatro tipo de explantes que se colocaron en
medio MSB5 produjeron un callo friable. En el caso del medio MSC20 sdélo el 4pice e
hipocétilo produjeron callo friable, en tanto la hoja primaria y la hoja cotiledonar produjeron
callo friable-compacto.

Cuadro 6. Tipo de callo obtenido de diferentes explantes en medio MS B5 y MS C20.
Capsicum annuum L Capsicum chinense Jaqc.
Tipo de Tipo de callo Tipo de Tipo de callo
exp|ante MSB5 MSC20 exp|ante MSB5 MSC20
Apice Friable Friable Apice Friable Friable
o . Friable- L . Friable-
Hoja primaria Friable Hoja primaria Friable
compacto compacto
Hojas Friable- Friable- Hojas Friable Friable-
cotiledonares compacto compacto cotiledonares compacto
Hipocétilo Friable Friable Hipocatilo Friable Friable
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En la figura 8 se muestran imagenes de explantes de Capsicum annuum L. que mostraron
una respuesta alta a la produccion de callo y con baja oxidacién, también la figura 9 muestra
imagenes de explantes con callo y baja oxidacién de Capsicum chinense Jaqc.

(o]
Largo : 0.20 cm

Largo : 0.20 cm

Figura 8. Imagenes de diferentes explantes de Capsicum annuum L., que presentan callo a
tres semanas de induccion, vistas en microscopio estereoscépico (10X). (A) Hipocotilo. (B)
Hoja cotiledonar. (C) Hoja primaria (D) Apice.

La evaluacion de los explantes para producir callo y que presentaron menor oxidacion, se
obtuvo como resultado que el mejor explante fue el hipocétilo y el medio de cultivo que dio
mejor respuestas fue en medio MSB5. La utilizacion del hipocétilo como explante para
producir callo también ha sido utilizado en estudios de embriogenesis somatica de
Capsicum annuum L. y Capsicum chinense Jagc. (Buyukalaca & Mavituna, 1996; Solis-
Ramos et al., 2010), también se ha reportado que el callo proveniente de hipocétilo ha sido
utilizado para la produccién de metabolitos secundarios como son los capsicinoidees
(Johnson et al., 1990; Kehie et al., 2012).

El uso del hipocétilo como explante en el cultivo de tejidos vegetales, se debe que es un
organo que al momento de la germinacion emerge después de la radicula, el cual tiene una
tasa de division constante ya que mantiene una sintesis continua de DNA, RNA, organelos,
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membrana (Nonogaki, 2008) y por lo cual puede ser mantenida con ayuda de reguladores
de crecimiento vegetales y medios de cultivo, para asi obtener células desdiferenciadas las
cuales vamos a poder modular su comportamiento para varios fines en el area de la
Biotecnologia vegetal.

En el caso del apice es un 6rgano que tiene células meristematicas las cuales tienen una
caracteristica llamada totipotencialidad (Barclay, 2001), la cual se pueden seguir
manteniendo al ponerlas en contacto en un medio de cultivo con presencia de reguladores
de crecimiento. Este tipo de células tendrian mayor capacidad para poder regenerar una
planta completa, ya que estas células desde su comienzo no tienen funciones
especializadas y por lo cual se podria modular méas facilmente la embriogénesis somética
u organogénesis.

14 »]
Largo : 0.20 cm

Figura 9. Imagenes de diferentes explantes de Capsicum chinense Jaqc.., que presentan callo
a tres semanas de induccion, vistas en microscopio estereoscopico 10X. (A) Hipocdtilo. (B) Hoja
cotiledonar. (C) Hoja primaria (D) Apice.
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En el caso de los cotiledones no seria un buen explante para obtener células
indiferenciadas, ya que este érgano tiene una funcién de suplir los nutrientes a la futura
plantula y tiene un tiempo de vida corto y cuando termina su funcién, muere (Nonogaki,
2008). Aunque el cotiledén es usado en estudios de morfogénesis in vitro como lo es la
organogénesis y la transformacion genética por medio de biobalistica.

Barclay (2001) menciona que la hoja verdadera es un explante que tiene en su estructura
células especializadas como las células de la epidermis, las células del mesofilo
empalizado, células de mesofilo esponjoso, células pertenecientes al xilema y floema entre
otras, las cuales llevan a cabo diferentes funciones especializadas. A partir de este érgano
seria dificil obtener células indiferenciadas de este 6rgano.

Proliferacion de callo, cinética de crecimiento y cinética de resistencia a
Basta® en medio sélido.

La seleccién de explante para producir callo y la mediciébn de su crecimiento es de
importancia en biotecnologia vegetal. El callo es un sistema en el cual se pueden medir
efectos de diferentes medios de cultivo, reguladores de crecimiento o efecto de herbicidas.
Las cinéticas de crecimiento de callo se realizan por medio del monitore6 del peso fresco,
para el caso de las células en suspensién se monitorea tanto el peso fresco como el peso
seco (Loyola-Vargas & Ochoa-Alejo, 2012).

En el caso de ambas especies de Capsicum se llevd a cabo la caracterizacion del
crecimiento de callo durante un periodo de 21 dias.

La grafica 7 muestra la cinética de crecimiento del callo de Capsicum annuum L. durante
21 dias, en donde se observa las medias de las repeticiones y su respectivas deviaciones
estandar. Se observa a partir de un gramo de callo, se obtiene al final del experimento un
aumento de peso de aproximadamente de 3 gramos. El crecimiento del callo se ajusta al
modelo de regresion lineal simple, mostrandose en la gréafica su respectivo ajuste y
ecuacion. En la grafica se puede observar las fases de crecimiento celular; el periodo del
inicio hasta el dia 8 se considerar como la fase lag, posterior al dia 8 hasta el dia 15 se
considera la fase de crecimiento exponencial donde se muestra una pendiente mas
pronunciada, posterior al dia 15 se considera la fase de desaceleracion del crecimiento del
callo.
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Cinética de crecimiento de callo en medio sdlido
(Capsicum annuum L.)
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Grafica 7. Caracterizacion del crecimiento de callo de Capsicum annuuum L. en medio
solido por medio de una cinética de crecimiento y regresion lineal de las medias.

Cinética de crecimiento de callo en medio sélido
(Capsicum chinense Jaqgc.)
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Grafica 8. Caracterizacion del crecimiento de callo de Capsicum chinense Jaqc. en
medio sélido por medio de una cinética de crecimiento y regresion lineal de las medias.

La grafica 8 muestra la cinética de crecimiento del callo de Capsicum chinense Jagc. donde
se muestra las medias de las repeticiones y sus respectivas desviaciones estandar. La
gréfica de cinética de callo también se ajusta al modelo de regresion lineal, se muestra la
ecuacion y el ajuste. También se pueden observar las diferentes fases del crecimiento
celular. La grafica muestra que el periodo que comprende del inicio al dia 10 se considera
como la fase lag, posterior al dia 10 hasta el dia 19 se considera como la fase de crecimiento
exponencial, después del dia 19 se considera como la fase de desaceleracion.

Las graficas de cinética de crecimiento de ambas especies de Capsicum nos brindan
informacion, en primera instancia para conocer las diferentes fases de crecimiento. Con la

Pagina | 42



elaboracion de cinéticas de crecimiento podemos obtener informacién para saber cuando
llevar a cabo los subcultivos y asi mantener en constante multiplicacién el callo.

Conocer cuando se da la fase de crecimiento exponencial es de importancia para llevar a
cabo procesos en biotecnologia vegetal, tal como la transformacion genética por medio de
biobalistica. En la fase de crecimiento exponencial esta relacionado con el aumento de la
sintesis de DNA y maquinaria celular para su division, ya que los cromosomas contenidos
en el nucleo de las células se encuentran condensados (Morton Bradbury, 1992). Por lo
que se elige la fase crecimiento exponencial para llevar a cabo la biobalistica, para asi tener
una mayor probabilidad de transformacion genética de células.

Los resultados obtenidos de las cinéticas de crecimiento para ambas especies determinan
que los subcultivos deben de llevarse a cabo cada tres semanas, mientras que la
transformacion genética para Capsicum annuum L. se debe de llevar a cabo 8 dias después
haber llevado el subcultivo y para Capsicum chinense Jaqc. se debe de llevar a cabo a
partir del dia 12 después del subcultivo.

Cinética de crecimiento y toleracia a Basta® de callo.

Es necesario llevar a cabo el monitoreo de agentes selectivos para células silvestres, por
lo que se hace por medio de cinéticas de tolerancia. El Basta® es un herbicida de contacto
que inhibe enzimas esenciales del metabolismo del nitrégeno en las plantas y es causante
de muerte celular y por lo que es usado como agente selectivo (Hoerlein, 1994).

La grafica 9 muestra la cinética de tolerancia a Basta® en medio solido de Capsicum
annuum L. El control muestra que aumenté tres veces su peso inicial y los tratamientos con
Basta® no aumentaron su peso durante 21 dias. La grafica muestra que el crecimiento del
callo es inhibido a partir de 2 mg/l de Basta®.

Para observar si habia una diferencia significativa entre los tratamientos, se realizé una
prueba de ANOVA (gréfica 10), los resultados muestran una p diferente a cero, lo que indica
gue al menos un tratamiento es diferente, por lo que se procedio a realizar una prueba de
Tukey. La prueba de Tukey muestra que los tratamientos con Basta® no presentan
diferencia significativa entre ellos (Ver anexo V).
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Cinética de crecimiento y toleracia a Basta® de callo
(Capsicum annuum L.)
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Grafica 9. Cinética de crecimiento y tolerancia a Basta® de callo en
medio sdlido de Capsicum annuuum L.
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Grafica 10. ANOVA de medias de la cinética de crecimiento y tolerancia a
Basta® de callo en medio sélido de Capsicum annuuum L. y prueba de Tukey.

La gréfica 11 muestra la cinética de tolerancia a Basta® de Capsicum chinense Jagc. Se
observa que el control aumenta 1.5 veces su peso inicial durante 22 dias, en tanto los
tratamientos con Basta® muestran que el crecimiento de callo se ve inhibido por lo que el
peso es constante durante el experimento.
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Cinética de crecimiento y tolerancia a Basta® de callo en
medio solido (C. chinenese Jaqc.)
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Grafica 11. Caracterizacion del crecimiento de callo de Capsicum
chinense Jaqc. en medio sélido por medio de una cinética de crecimiento.

Para observar si habia diferencia entre tratamientos se procedié a realizar una prueba de
ANOVA (Grafica 12), dando como resultado una p diferente de 0, por lo que indica que al
menos un valor es diferente.

La prueba de ANOVA al mostrar un valor diferente se procedi6 a elaborar una prueba de
Tukey, la cual dio como resultado que no hay diferencias entre los tratamientos de Basta®,
pero si hay diferencia respecto con el control (Ver anexo V).

Los resultados obtenidos a partir de las cinéticas de tolerancia a Basta® de ambas especies
muestran que el crecimiento del callo es inhibido desde el uso de 2 mg/l.
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ANOVA peso fresco con respecto al tratamiento (C. chinenese Jaqc.)
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Grafica 12. ANOVA de medias para la cinética de crecimiento y tolerancia a
Basta® de callo en medio sélido de Capsicum chinense Jagc. y prueba de Tukey.

Cinética de crecimiento y de tolerancia a Basta® de células en suspension.

La grafica 13 muestra la cinética de crecimiento de células en suspension y tolerancia a
Basta® de Capsicum annuum L. La grafica muestra que el control aumento su peso hasta
el dia 5 el cual es de 65.7 mg/ml y los siguientes dias su crecimiento se ve disminuido hasta
el dia 12, después de este dia el peso de las células en suspensién nuevamente aumenta
y en el dia 22 el peso fresco de las células en suspensién se duplica respecto al peso fresco
inicial.

En la gréfica 13 muestra que los tratamientos con diferentes concentraciones de Basta® de
las células en suspension el crecimiento se inhibid. Los diferentes tratamientos con Basta®
alcanzan un maximo crecimiento entre los dias tres y cinco, posterior a estos dias, el
crecimiento de las células en suspension se disminuye, después del dia 12 el crecimiento
de las células en suspension comienza nuevamente a crecer y al dia 22 se mantiene
aproximadamente igual al peso inicial.

Se realizaron pruebas de ANOVA (Grafica 14) para saber si habia diferencia significativa
entre los diferentes tratamientos, dando como resultado un valor de p # O, por lo que indica
que al menos un tratamiento es diferente. La prueba de Tukey muestra que el control es el
tratamiento significativamente diferente, en tanto los tratamientos de Basta® no hay
diferencia significativa entre ellos.
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Cinética de crecimiento y de tolerancia a Basta® de celulas
en suspension (Capsicum annuum L.)
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Grafica 13. Cinética de crecimiento de células en suspension y tolerancia
a Basta® de Capsicum annuuum L. en medio liquido.
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Gréfica 14. ANOVA de medias para la cinética de crecimiento y tolerancia a
Basta® de células en suspensién medio liquido de Capsicum annuum L. y

prueba de Tukey.
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La gréfica 15 se muestra la cinética de crecimiento y tolerancia a Basta® de células en
suspension de Capsicum chinenese Jagc. El control comienza con un peso de 40 mg/ml de
células en suspension y al transcurrir 22 dias el peso se aumenta aproximadamente de 3.5
veces el peso inicial.

En la grafica 15 muestra los diferentes tratamientos de células en suspension con Basta®.
Se observa que en los diferentes tratamientos el peso de las células en suspension se
mantiene constante respecto al peso inicial. Al termino de los experimento, los tratamientos
con Basta® solo alcanzaron un crecimiento aproximado de 0.5 veces del peso inicial. La
grafica muestra que el crecimiento de las células en suspension es inhibido de igual forma,
para saber si hay diferencia entre los tratamientos se realiz6 prueba de ANOVA.

Los resultados de ANOVA (Grafica 16) muestra una p # 0, por lo que nos indica que al
menos un tratamiento es diferente. Posteriormente se realizé una prueba de Tukey para
saber cudl tratamiento tenia diferencias significativas, el control es el que mostro la
diferencia, en tanto los tratamientos con las diferentes concentraciones de Basta® no hay
diferencia significativa (ver anexo 1V).

Cinética de crecimiento y de tolerancia a Basta® de
celulas en suspension (Capsicum chinense Jaqc.)
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Grafica 15. Cinética de crecimiento de células en suspension y tolerancia
a Basta® de Capsicum chinense Jaqc, en medio liquido.
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ANOVA peso fresco con respecto al tratamiento (C. chinenese Jaqc.)
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Grafica 16. ANOVA de medias para la cinética de crecimiento y tolerancia a
Basta® de células en suspension medio liquido de Capsicum chinense Jagc.
y prueba de Tukey.

Cinética de crecimiento en medio liquido.

En la grafica 17 se muestra la cinética de crecimiento de células en suspension (peso seco)
de Capsicum annuum L., como se puede observar tiene un comportamiento parecido a la
cinética de crecimiento del peso fresco. La grafica muestra que el control al transcurrir los
22 dias aproximadamente se alcanza a triplicar la masa inicial. En tanto los tratamientos
con Basta® solo aumentan de 0.3 a 0.5 veces su peso inicial.

Para observar las diferencias entre los tratamientos se procedié a elaborar prueba de
ANOVA (Grafica 18), la prueba resulto un valor de p# 0, por lo que al menos un tratamiento
es diferente. La prueba de Tukey dio como resultado que hay diferencias entre el control y
los tratamientos con Basta®, en tanto entre los tratamientos no hay diferencia significativa.
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Grafica 17. Cinética de crecimiento y tolerancia a Basta® de células en
suspension de Capsicum annuum L. en medio liquido.
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Grafica 18. ANOVA de medias para la cinética de crecimiento y tolerancia a
Basta® de células en suspension de Capsicum annuum L. y prueba de Tukey.

La grafica 19 muestra la cinética de crecimiento (peso seco) y tolerancia a Basta® de
Capsicum chinense Jagc. se muestra de igual forma que tiene un comportamiento parecido
a la cinética de crecimiento de células en suspension de peso fresco. El control muestra
gue aumenta 8.5 veces su peso inicial, en tanto los tratamientos s6lo aumentaron
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aproximadamente su peso entre 2.5y 4 veces su peso inicial, por lo que se muestra que el
crecimiento se inhibi6é con Basta®.

También se realizdé prueba de ANOVA (Grafica 20) para observar si habia diferencias
significativas entre los tratamientos, dando como resultado un valor de p# 0, por lo que
indica que al menos un tratamiento es diferente. La elaboracién de prueba de Tukey
muestra que hay diferencias significativas entre el control y los tratamientos con Basta®,
pero no hay diferencia significativa entre tratamientos con Basta® (ver anexo V).

Cinética de crecimiento y de tolerancia a Basta® de
celulas en suspension (Capsicum chinense Jagc.)
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Grafica 19. Cinética de crecimiento y tolerancia a Basta® de células en
suspensidn de Capsicum chinense Jagc.

Los resultados obtenidos de las cinéticas de crecimiento de ambas especies de Capsicum
muestran que la inhibicion del crecimiento de callo se contrarresta a concentracion de 2
mg/l de Basta®, esta concentracion es menor a la utilizada por Khuong et al., 2013, en su
trabajo se seleccionaron semillas transformadas geneticamente de Solanum lycopersicon
con una concentracion de Basta® de 10 mg/l, de igual forma Subramanyam et al., 2013
utilizo Basta® a concentracion de 5 mg/l para seleccionar semillas transformadas de
Solanum melongena L., ambas especies fueron transformadas genéticamente mediante
Agrobacterium tumefaciens.
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ANOVA peso seco con respecto al tratamiento (C. chinenese Jagc.)
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Grafica 20. ANOVA de medias para la cinética de crecimiento y tolerancia a
Basta® de células en suspension de Capsicum chinense Jaqc. y prueba de Tukey

Transformacidon genética por medio de Biobalistica.

La mayoria de los reportes que se tienen para transformacion genética del género
Capsicum se realiza mediante Agrobacterium tumefaciens, ademas los vectores que se
insertan tienen en su construccién genes reporteros que expresan el gen GUS. Solis-
Ramos et al. (2009) y Arcos-Ortega et al. (2010) reportan la transformacion genética
mediante Agrobacterium tumefaciens en donde insertan el plasmido con genes reporteros
que sintetizan proteinas fluorescentes de color rojo y verde respectivamente.

La transformacién genética por medio de biobalistica se evalué de forma cualitativa y por
medio de la observacién de las células bajo microscopia confocal se pudo evaluar el
tratamiento que mejor dio resultado.

En la figura 10 se muestra las imagenes de los tratamiento realizados con la adicion del
plasmido a los microproyectiles y su respectivo control, para asi transformar callo de
Capsicum annuum L., el mejor tratamiento abstenido fue T2, en donde se hizo uso de
microproyectiles de 0.5 uym y dos disparos sobre el tejido, ya que se puede observar
fluorescencia sobre el tejido de interés.

En la figura 6 se muestra las imagenes de los tratamientos realizados para transformar
callos de Capsicum chinense Jaqc., los tratamientos que resultaron positivos fueron los
tratamientos T2 y T4, ya que se observan fluorescencia en las células.
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Figura 10. Células de Capsicum annuum L. vistas a microscopio confocal (40X). (A) Células sometidas al tratamiento T1 (control negativo), (B)
Células sometidas al tratamiento T1 + el plasmido de interés (35S-AtPPa4-YFP), en las células se observa fluorescencia amarilla. (C) Células
sometidas al tratamiento T2 (control negativo). (D) Células sometidas al tratamiento T2 + plasmido de interés (35S-AtPPa4-YFP), en las células
se observa fluorescencia amarilla. (E) Células sometidas al tratamiento T3 (control negativo), (F) Células sometidas al tratamiento T3 + el plasmido
de interés (35S-AtPPa4-YFP), en las células se observa fluorescencia amarilla. (G) Células sometidas al tratamiento T4 (control negativo). (H)
Células sometidas al tratamiento T2 + plasmido de interés (35S-AtPPa4-YFP), en las células se observa fluorescencia amarilla.
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Figura 11. Células de Capsicum chinense Jaqc. vista a microscopio confocal (40X). (A) Células sometidas al tratamiento T1 (control negativo),
(B) Células sometidas al tratamiento T1 + el plasmido de interés (35S-AtPPa4-YFP), en las células se observa fluorescencia amarilla. (C) Células
sometidas al tratamiento T2 (control negativo). (D) Células sometidas al tratamiento T2 + pldsmido de interés (35S-AtPPa4-YFP), en las células
se observa fluorescencia amarilla. (E) Células sometidas al tratamiento T3 (control negativo), (F) Células sometidas al tratamiento T3 + el plasmido
de interés (35S-AtPPa4-YFP), en las células se observa fluorescencia amarilla. (G) Células sometidas al tratamiento T4 (control negativo). (H)
Células sometidas al tratamiento T2 + plasmido de interés (35S-AtPPa4-YFP), en las células se observa fluorescencia amarilla.
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VI. Conclusiones.

La investigacion realizada se puede llegar a las siguientes conclusiones:

o ElI método de desinfeccion resulté favorable para el establecimiento de semillas en
condiciones asépticas, ya que no se presentd contaminaciéon por hongo o por
bacteria.

e La germinacion de las semillas resulto favorable con remojo de 24 horas, ya que
para Capsicum annuum L., se logré obtener 90% de germinacion en comparacion
con el control.

e En el caso de Capsicum chinense Jaqc. la germinacion de semillas aun con remojo
de semillas durante 24 horas, solo se logré un 37% a los 25 dias, por lo cual se debe
emplear otro método para favorecer la germinacion.

e Para las dos especies de chile la induccion y proliferacién de callos tuvieron lugar
en los cuatro explantes probados (hipocétilo, cotileddn, apice y hoja primaria), sin
embargo los callos provenientes del hipocoétilo presentaron mayor crecimiento por lo
cual en el protocolo sugerido se recomienda la utilizacion del mismo.

e Los callos obtenidos a partir de hipocétilo crecieron exponencialmente en el medio
de cultivo MS + vitaminas B5 (MSB5).

e Para las dos especies, se logro la caracterizacion del crecimiento a través de las
cinéticas de crecimiento tanto de callo como de células en suspension,
identificAndose cada etapa (lag, exponencial, desaceleracion y estacionaria) tanto
de callos como de células en suspension.

e La cinética de crecimiento de callo de Capsicum annuum L. muestra que la fase
crecimiento exponencial comprende del dia 8 hasta el dia 15, momento en el que
se debe realizar la transformacion genética por medio de biobalistica.

e En el caso de la cinética de crecimiento de callo de Capsicum chinense Jaqc.
muestra que la fase de crecimiento exponencial tiene lugar del dia 10 al 19, en este
periodo se debe realizar la transformacién genética por medio de biobalistica.

e En cuanto al agente selectivo, las cinéticas de tolerancia a Basta® de ambas
especies (Capsicum annuum L. y Capsicum chinense Jaqc.), demostré que el
crecimiento del callo se inhibe a partir de los 2 mg/l, tanto en medio sélido como en
medio liquido ya que no hay crecimiento ni en callos ni en células en suspension.

e Se logré exitosamente la transformaciéon genética en Capsicum annuum L. en todos
los parametros probados, sin embargo se hace mas evidente esta transformacion
en el tratamiento T2.

¢ Latransformacion genética en Capsicum chinense Jaqc. resulto present6 un nimero
mayor de células transformadas en los tratamientos T2 y T4.
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VIl. Anexos.
Anexo I: Medio de cultivo MS (Murashigue & Skoog, 1962)

Nombre del compuesto

Formula

P.M. (9)

Cantidades para un litro (1X)

Masa (mg) \ Moles (mM)
Compuestos inorganicos
Macronutrientes
Nitrato de Potasio KNOs3 101.108 1900 18.791
Nitrato de Amonio NHsNO3 80.04 1650 20.614
CaCl,.2H0 147.02 440 2.993
Cloruro de Calcio CaCl,.H.0 128.99 385.93 2.993
CacCl, 110.99 332.08 2.993
Sulfato de Magnesio MgS0,4.7H,0O 246.498 370 1.501
KH2PO4.H20 154.086 192.48 1.249
Fosfato de Potasio KH2PO4 136.09 170 1.249
Kz:HPO,4 174.2 217.6 1.249
Micronutrientes
Sulfato de Manganeso MnS0O4.4H,0 223.0618 22.3 0.099
MnS0O4.H.O 169.01 16.7 0.099
Sulfato de Zinc ZnS04.7H,0 287.54 8.6 0.0299
Acido Borico HsBO3 61.86 6.2 0.1002
Yoduro de Potasio Kl 166.01 0.83 4.99x103
Sulfato de Cobre CuS04.5H,0 249.68 0.025 0.1 uM
Molibdato de Sodio Na;Mo00,.2H.0 241.95 0.25 1.03 uM
Cloruro de Cobalto CoCl2.6H.0 237.93 0.025 0.105 uM
Sulfato Ferroso FeS04.7H0 278.028 27.8 0.1
Na,EDTA C10H14N203Naz 336.2 33.28 0.099
Na:EDTA.2H,0 C10H14N20sNaz.2H,0 372.3 37.3 0.099
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Vitaminas del medio MS.

Nombre del . Cantidades para un litro (1X)
Formula P.M. (9)

compuesto Masa (mg) ‘ Moles (mM)
Compuestos orgéanico
Aminoacidos
Glicina C2HsNO, 75.07 2 0.0266
Vitaminas
Myo-Inositol CeH1206 180.2 100 0.555
Tiamina-HCI C12H17CIN4S.HCI | 337.3 0.1 2.964x10*
Acido Nicotinico CesHsNO> 123.1 0.5 4.062x10°
Piridoxina-HCI CsH11NO3.HCI 205.6 0.5 2.432x10°3

Vitaminas B5

Nombre del Férmula P.M. (g) Cantidades para un litro (1X)

compuesto Masa (mg) Moles (M)
Compuestos orgéanico
Vitaminas
Myo-Inositol CsH1206 180.2 100 0.555
Tiamina-HCI C12H17CIN4S.HCI | 337.3 10 2.964x10*
Acido Nicotinico CsHsNO> 123.1 1 4.062x10°3
Piridoxina-HCI CsH11NO3.HCI 205.6 1 2.432x10°3
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Anexo Il.

Plasmido utilizado para la transformacidn genética por medio de biobalistica.

kan B BaR

358

pEarleyGate 100 series
(for translational fusions
to YFP, CFP or GFP)

GATEWAY

<] YFP(104)

YFP-HA(101)
RE OCS ¥ CFP-HA(102)
} GFP-His(103)

Figura 7. Mapa general de vector de expresion
en tejidos vegetales pEarly Gate serie 100.

Anexo lll. Preparacion del DNA.

1. En un tubo Eppendorf se colocan 50 uL de macroparticulas de tungsteno,
posteriormente se colocan los siguientes reactivos uno a uno.

2. 5 L de DNA de interés (1 pg.uL), colocarlo en la pared del tubo Eppendorf.
NOTA: evitar que el DNA se mezcle con las macroparticulas de tungsteno.

3. 50 uL de CaCl; 2.5 M.

4. 20 pL de espermidina 0.1 M. Con esta ultima mezcla se acarrea el DNA y el CaCl,
para mezclarlos y se resuspende con las macroparticulas.

5. La mezcla se agita con ayuda del vortex durante 1 minuto.

6. La mezcla se deja incubar durante 5 minutos.

7. Se centrifuga por 1 minuto y se le retira el sobrenadante.

8. Ainadir 140 pL de etanol al 70% (grado HPLC).

9. La mezcla se agita con el vortex durante 1 minuto.

10. Centrifugar por 1 minuto y retirar el sobrenadante.

11. Aradir 140 uL de etanol al 100% (grado HPLC).

12. La mezcla se agita en el vortex durante 1 minuto.

13. Centrifugar por 1 minuto y retirar el sobrenadante.

14. Finalmente se anaden 48 uL de etanol al 100% (grado HPLC).

15. Resuspender suavemente varias veces.

16. Colocar en los macro acarreadores 8 pL de la mezcla. Se deja que el etanol se
volatilice para hacer uso de las muestras.
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Anexo IV: Analisis de datos.

ANOVA de un factor para Capsicum anuuum L. en medio sélido.

1ANOVA de un factor

< Resumen del ajuste
R cuadrado 0.361577
R cuadradc ajustado 0.351805
Raiz del error cuadratico medio 0.549546
Media de respuesta 1.7219
Observaciones (o suma de pesos) 200

< Analisis de varianza
Grados de Sumade Mediade los

Fuente libertad cuadrados cuadrados RazonF Prob= F
Tratamiento 3 33.524050 11174y 37.0021 <.0001°
Error 196 59.192228 0.2020

C. Total 199 92716278

4 Medias para ANOVA de un factor

Error Extremo inferior Extremo superior

Mivel MNdamero Media estandar del IC al 95% del IC al 95%
2mgy| 50 1.50840 0Q.07772 1.3551 16617
drng/| 50 1.42940 Q.07772 1.2761 1.5827
Bmg,| 50 1.52140 0Q.07772 1.3681 Le747
Control 50 242840 007772 2.2751 2.5817

Prueba de Tukey para Capsicum anuuum L. en medio sélido.

4 Cuantil de confianza
q* Alpha
2.509122 0.05

4 Matriz del umbral de HSD

Abs, (Dif.) - HSD
Control amag/1 2mag/| 4mg/|
Contrel  -0.28480 0.62220 063320 0.71420
&mag/1 0.62220 -0.28480 -0.27180 -0.19280
2mag/| 0.63520 -0.27180 -0.28480 -0.20580
4rng/l 071420 -0.,19280 -0.20580 -0.28480

Los valores positives muestran pares de medias que son
significativamente distintas,

4 Informe de letras de union

Nivel Media
Control A 24284000
amag/| B 1.5214000
2mg/| B 1.5084000
4mg/| B 14294000

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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ANOVA de un factor para Capsicum chinense Jaqc. en medio sélido.

| ANOVA de un factor

<4 Resumen del ajuste
R cuadrado 0.394039
R cuadrado ajustado 0.384764
Raiz del error cuadratico medio 0.314877
Media de respuesta 11924
Chbservacicnes (o suma de pesos) 200

A Analisis de varianza

Grados de Sumade Mediade los

Fuente libertad cuadrados cuadrados
Tratamiento 3 12.636684 4,21223
Error 196 19.432064 0.09915
C. Total 199 32060648

£ Medias para ANOVA de un factor

Error Extremo inferior Extremo superior

Mivel MNdamero Media estandar
2 mgyl 50 1.05640 0.04453
4mg/| 50 1.07060 0.04453
Bmg/ 50 1.01620 0.04453
Control 50 1.62640 0.04453

del IC al 95%
0.9686
0.9828
0.9284
1.5386

El error estandar utiliza una estimacién combinada de |la varianza

del error

| Cuantil de confianza

2 mg/|
0.40682
-0.14808
-0.16318
-0.12208

q- Alpha
250122 0.05
| Matriz del umbral de HSD
Abs, (Dif.) - H5D
Centrol 4mg/|
Control  -0.16318  0.39262
Amg/1 0.39262 -0.16318
2 mg/l 040682 -0.14898
&mag/| 044702 -0.10878

Prueba de Tukey para Capsicum chinense Jaqc. en medio sélido.

&mag/|
0.44702
-0.10878
-0.12208
-0.16318

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

| Informe de letras de unién

Nivel Media
Control A 1.6264000
4mg/1 B 1.0706000
2 mg/l B 1.0564000
&mag/l B 1.0162000

Razon F Prob = F
42,4843

delIC al 95%
1.1442
1.1584
1.1040
1.7142

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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ANOVA de un factor para células en suspension (peso fresco) de Capsicum anuuum L.

ANOVA de un factor

4 Resumen del ajuste
R cuadrado 0.163958
R cuadradoc ajustado 0.142336
Raiz del error cuadratico medio 13.16322
Media de respuesta 50,51
Chbservacicnes (o suma de pesos) 120

< Analisis de varianza

Grados de Sumade Mediade los
Fuente libertad cuadrados cuadrados RazomF Prob = F
Tratamiento 3 3041735 131351 7.5830 0.0001°
Error 116 20099373 173.27
C. Total 119 24041108

£ Medias para ANOVA de un factor

Error Extremo inferior Extremo superior

Mivel MNdamero Media estandar del IC al 95% del IC al 95%
2mg /1 30 47.3933 24033 42,633 52.153
4rng/| 30 47.6067 24033 42,847 52.367
Brmg/| 30 46.6233 24033 41.863 51.383
Control 30 804167 24033 55.857 65.177
El error estandar utiliza una estimacién combinada de la varianza

del error

Prueba de Tukey para para células en suspensién (peso fresco) de Capsicum anuuum L.

| Cuantil de confianza

q- Alpha
2.60667 0.05
| Matriz del umbral de HSD
Abs, (Dif.) - HSD
Control 4mag/l 2mg /1 8rng/1
Control -8.8504 3.9506 4.1640 4.9340
4mg/ 3.09506 -8.8594 -B6460 -7.E760
2mg /1 41640 -86460 -8B854 -E5.080
8rng/1 4930 78760 -B.0804 -850

Los valores positivos muestran pares de medias que socn
sighificativamente distintas.

| Informe de letras de unién

Nivel Media
Control A 60.416667
4mag/| B 47.606667
2mg B 47.303333
&g/ B 46623333

Les niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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ANOVA de un factor para células en suspension (peso fresco) de Capsicum chinense
Jaqc.

| ANOVA de un factor
< Resumen del ajuste

R cuadrado 0.274202
R cuadrade ajustadc 0.255431
Raiz del error cuadratico medio 20.49293
Media de respuesta 5448458
Obsenvacicnes (o suma de pesos) 120

4 Analisis de varianza
GGrados de Suma de Mediade los

Fuente libertad cuwadrados cuadrados RazonF Prob = F
Tratamiento 3 18406140 613538 14.6080 <0001
Error 116 48720134 42000

C. Total 119 67126274

< Medias para ANOVA de un factor

Error Extremo inferior Extremo superior

Mivel MNamero Media estandar del IC al 95% del IC al 95%
2mg 30 474067 37417 39,994 54.818
4mg 30 42,7300 37417 35.319 50.141
Emg 30 527667 37417 45,356 60,178
Control 30 75.0350 37417 67.624 82,446

El error estandar utiliza una estimacion combinada de la varianza
del error

Prueba de Tukey para para células en suspensién (peso fresco) de Capsicum chinense
Jagc.

1 Cuantil de confianza
q- Alpha
260667 0.05

1 Matriz del umbral de HSD

Abs. (Dif.) - HSD

Control &mg 2rmg 4mg
Control -13.793 B.475 13.835 18.512
Bmg 8475  -13.793 -8.433 -3.757
2mg 13.835 -8.433  -13.793 -0.117
4mg 18,512 -3.757 -9.117  -13.793

Los valores positives muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

1Informe de letras de unién

Mivel Media
Control A 75.035000
&mg B 52.7666007
2mg B 47.406667
4dmg B 42730000

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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ANOVA de un factor para células en suspension (peso seco) de Capsicum anuuum L

1 ANOVA de un factor

4 Resumen del ajuste
R cuadrado 0. 131888
R cuadradc ajustado 0.100437
Raiz del error cuadratico medio 0.890642
Media de respuesta 2.65375
Chbservacicnes (o suma de pesos) 120

< Analisis de varianza
Grados de Sumade Mediade los

Fuente libertad cuadrados cuadrados RazomF Prob > F
Tratamiento 3 13.974956 4.65985 5.8744

Error 116 02.01625 0.79324

C. Total 119 105.90581

4 Medias para ANOVA de un factor

Error Extremo inferior Extremo superior

Mivel MNdamero Media estandar del IC al 95% del IC al 95%
2mgy| a0 251333 0.lez2el 21913 2.8354
4mgy a0 250833 0.le2el 21863 28304
Bmgy/| a0 235833 0.lez2el 20363 2.6804
Control a0 3.23500 0.lez2el 289120 3.5571
El error estandar utiliza una estimacién combinada de la varianza

del error

Prueba de Tukey para para células en suspension (peso seco) de Capsicum anuuum L.

1 Cuantil de confianza
q* Alpha
2.006687 0.05

1 Matriz del umbral de HSD

Abs, (Dif.) - H5D
Control 2rg/| Adrng/| 8rng/1
Control  -0.50044 012223 012723 0.27723
2rng/| 012223 -0.50844 -0.58444 -0.44444
4mg/| 012723 -0.50444 -0.58044 -0.44044
&g/ 027723 -044444 -0.44044 -0.50044

Les valores positivos muestran pares de medias que sch
significativamente distintas.
1Informe de letras de unién
Mivel Media
Control A 3.2350000
2rng/| B 25133333
4rg/l B 2.5083333
8rng/| B 23583333
Les niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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ANOVA de un factor para células en suspension (peso seco) de Capsicum chinense Jaqgc.

Prueba de Tukey para para células en suspension (peso seco) de Capsicum chinense

Jagc.

ANOVA de un factor
< Resumen del ajuste
R cuadrado 0.211509
R cuadrado ajustado 0.191117
Raiz del error cuadratico medio 1.0e0779
Media de respuesta 2679167
Obsenvacicnes (o suma de pesos) 120
< Analisis de varianza
Grados de Sumade Mediade los
Fuente libertad cuwadrados cuadrados RazonF
Tratamiento 3 35.01375 116713 10.3721
Error 116 130.52017 1.1253
C. Total 119 165.54292

£ Medias para ANOVA de un factor

Error Extremo inferior Extremo superior

Mivel MNdmero
2mag/| 30
Amg/ 30
Ermg/ 30
Control 30

Media e
241333
211833
2.062333
3.56167

standar
0.19367
0.19367
0.19367
0.19367

del IC al 95%
2.0297
1.7347
2.23497
3.1781

El error estandar utiliza una estimacién combinada de |a varianza

del error

1 Cuantil de confianza

2rmg/|
0.43439
-0.50385
-0.71385
-0.41895

q- Alpha
2.606867 0.05
I Matriz del umbral de HSD
Abs, (Dif.) - HSD
Control Bmag/
Control  -0.71395 0.22439
Emg/l 0.22438 -0.71395
2rmg/ 04338 -0.50395
4mg/| 0.72030 -0.20805

4rmg/
0.72939
-0.20895
-0.41895
-0.71395

Los valores positivos muestran pares de medias que son
significativamente distintas.

I Informe de letras de unién

Nivel Media
Control A 3.5616667
&mg/ B 26233333
2mg/1 B 24133333
4mg/1 B 21183333

Prob = F

del IC al 95%
2.7969
2.5019
3.0069
3.9453

Los niveles no conectados por la misma letra son significativamente distintos.
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